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บทคัดย่อ 
 

จากการประเมินคุณภาพของวตัถุดิบท่ีใชผ้ลิตสงัขยาใบเตย จากโรงงานขนาดเล็ก
แห่งหน่ึงในภาคกลางของประเทศไทย โดยแบ่งวตัถุดิบออกเป็น 2 ประเภท คือ วตัถุดิบท่ีมีความ
เส่ียงสูง ไดแ้ก่ ใบเตยสด ไข่ไก่สด และกะทิพาสเจอไรซ ์สุ่มเก็บตวัอยา่ง มาอย่างละ 20 รุ่นการผลิต 
และวตัถุดิบท่ีมีความเส่ียงต ่า ไดแ้ก่ แป้งขา้วโพด แป้งสาลี และน ้ าตาลทราย สุ่มตวัอย่างมาอย่างละ 
10 รุ่นการผลิต ท าการตรวจวิเคราะห์เช้ือจุลินทรียช้ี์บ่งคุณภาพและความปลอดภยัอาหาร ไดแ้ก่ 
Aerobic Plate Count, Yeasts & Molds, Coliforms, E. coli, Staphylococcus aureus, Salmonella 
spp., Bacillus cereus และ Clostridium perfringens พบว่าใบเตยสดตรวจพบเช้ือชนิดก่อโรค
ปนเป้ือนไดแ้ก่ B. cereus จ านวน 19 ตวัอยา่ง (95%) ปริมาณ 3.40 + 0.45 log CFU/g และ S. aureus 
จ  านวน 2 ตัวอย่าง (10%) ปริมาณ 23 - 93 MPN/g และไข่ไก่สด ตรวจพบเช้ือชนิดก่อโรค 
Salmonella spp. จ  านวน 4 ตวัอย่าง (20%) ในขณะเดียวกนัไดสุ่้มตวัอย่างสังขยาใบเตย มาจ านวน 
20 รุ่นการผลิตๆ ละ 3 ถุง ท าการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห้อง 2 วนั ตรวจพบ B. cereus จ  านวน             
9 ตวัอยา่ง (45%) ปริมาณตั้งแต่ 2.0 ถึง 3.9 log CFU/g โดยในวนัท่ี 0 วนั พบ 3 ตวัอยา่ง (15%) วนัท่ี 
1 พบ 5 ตวัอย่าง (25%) และวนัท่ี 2 พบ 9 ตวัอย่าง (45%) ในขณะท่ีทุกตวัอย่างตรวจไม่พบเช้ือ       
S. aureus และ Salmonella spp. ท่ีตรวจพบในวตัถุดิบ โดยเช้ือ B. cereus ท่ีพบในใบเตยสดส่วน
ใหญ่อยูใ่นรูปของสปอร์ท่ีทนความร้อนสูง  จากการทดลองระยะเวลาในการผลิตสงัขยาใบเตย โดย
ใหค้วามร้อนดว้ยอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ี 95 องศาเซลเซียส อุณหภูมิก่ึงกลางเฉล่ียของสังขยาใบเตย
อยู่ท่ี 80 องศาเซลเซียส ท่ีเวลา 60 นาที พบว่าเซลลข์อง B. cereus ท่ีเติมในปริมาณท่ีตรวจพบการ
ปนเป้ือน (4 log CFU/g) ในนาทีท่ี 30 ปริมาณลดลงอยูใ่นเกณฑย์อมรับ คือ ไม่เกิน 100 CFU/g และ
ในนาทีท่ี 50 ตรวจไม่พบปริมาณเช้ือ เซลลท่ี์เติมปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ระดบัสูง Worst case (6 log 
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CFU/g) ในนาทีท่ี 60 ตรวจพบ 3.11 + 0.06 log CFU/g ส่วนสปอร์ของเช้ือ B. cereus ในนาทีท่ี 60 
ของเช้ือเร่ิมตน้ท่ีระดบัต ่า ตรวจพบ 3.84 + 0.19 log CFU/g และสปอร์ท่ีระดบัสูง Worst case ตรวจ
พบ 4.69 + 0.30 log CFU/g ซ่ึงยงัเกินเกณฑก์ฎหมายก าหนด แสดงว่าความร้อนในการผลิตสังขยา
ใบเตยไม่เพียงพอต่อการท าลายเช้ือ B. cereus ได ้จึงไดศ้ึกษาผลร่วมระหว่างความร้อนท่ี 95 องศา
เซลเซียส และสารวตัถุกนัเสียโปแตสเซียมซอร์เบต ซ่ึงผูป้ระกอบการนิยมใช้ โดยศึกษาท่ีความ
เขม้ขน้ 0.04 และ 0.07% น าไปผ่านกระบวนการผลิตสังขยาใบเตยพบว่าหลงัผ่านความร้อนท่ี 95 
องศาเซลเซียส ปริมาณเช้ือเซลลแ์ละสปอร์ลดลง เฉล่ีย 1.42 log CFU/g และโปแตสเซียมซอร์เบต
ทั้ง 2 ความเขม้ขน้ไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ B. cereus ไดไ้ม่แตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญั
ทางสถิติ (p<0.05) โดยในชัว่โมงท่ี 72 พบสังขยาใบเตยเส่ือมเสีย มีกล่ินบูดเหม็นเปร้ียวในทุก
ตวัอยา่ง และปริมาณเช้ือ B. cereus เพ่ิมข้ึนเฉล่ียจากชัว่โมงท่ี 0 ไปชัว่โมงท่ี 168 ประมาณ 1.56 log 
CFU/g อนัเน่ืองมาจากค่า pH ของสงัขยาใบเตยหลงักวนมีค่าอยู่ในช่วง pH 6.25 - 6.28 ซ่ึงเป็นช่วง
ค่า pH ท่ีโปแตสเซียมซอร์เบตแตกตวักรดซอร์บิคไดเ้พียงเลก็นอ้ย จากการทดลองปรับ pH ร่วมกบั
การเติมโปแตสเซียมซอร์เบต 0.07% พบว่าท่ีค่า pH น้อยกว่าหรือเท่ากบั 5 จึงจะสามารถยบัย ั้งการ
เจริญของสปอร์ B. cereus ได ้และจากผลการทวนสอบกระบวนการผลิตสังขยาใบเตยในระดบั
อุตสาหกรรมขนาดเล็ก โดยเพ่ิมการท าความสะอาดใบเตยสด ตดัแต่งโคนไม่ให้มีคราบดินโคลน 
ลา้งดว้ยน ้ าสะอาดและแช่ด้วยสารละลายคลอรีนเขม้ข้น 50 ppm นาน 10 นาที ก่อนน าไปผลิต
สังขยาใบเตย หลงัการผลิตสังขยาใบเตยดว้ยเคร่ืองกวนขนาดเล็ก และน ามาตรวจวิเคราะห์เช้ือ      
B. cereus ท่ี 0, 24, 48, 72, 120 และ 168 ชัว่โมง ตรวจไม่พบเช้ือ B. cereus ทุกตวัอย่างเกินกฎหมาย
ก าหนด  
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ABSTRACT 
 
The aim of this study was to evaluate microbiological quality of Thai pandan 

custard and their main ingredients used in the product such as pandan leaves, whole egg, 
pasteurized coconut milk, cornstarch, wheat flour and sugar. The ingredients and Thai pandan 
custard were collected from some small and medium enterprises in the center of Thailand by 
sampling 20 samples of high risk ingredients (pandan leaves, whole egg, pasteurized coconut 
milk), 10 samples of low risk ingredients (cornstarch, wheat flour, sugar)  and 20 samples of Thai 
pandan custard. The samples were tested for quality and safety microbiological including Aerobic 
Plate Count (APC), Yeasts & Molds, Coliforms, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 
Salmonella spp., Bacillus cereus and Clostridium perfringens. It was found that B. cereus was 
mostly detected in pandan leaves. This pathogenic microorganism was found to contaminate of 19 
samples the leaves (95%) with load 3.10 + 0.45 log CFU/g. Besides, S. aureus was detected in 
two samples (10% of the leave sample) with load 23 - 93 MPN/g. Salmonella spp. was shown 
positive in four samples (20% of whole egg samples). Moreover, B. cereus was detected in three 
samples (15%) of the sampling Thai pandan custard at 0-day storage, the detection of this 
microorganism in the samples was raised up to five samples (25%) after one-day storage at room 
temperature and the positive samples were raised up to 9 samples (45%) after two-day storage 
with the microbial load from 2.0 to 3.9 log CFU/g, while Salmonella spp. and S. aureus were not 
detected in any sample of pandan custard products. The study of bacterial spores count in fresh 
pandan leaves revealed that most of spores found in the fresh pandan leaves were B. cereus. 
Validation the survival of B. cereus vegetative cells and spores by heat treatment at 95oC in water 
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bath and let the core temperature of pandan custard lead up to 80oC within 60 mins. The results 
revealed that B. cereus vegetative cells were totally diminished from 4.37 + 0.21 log CFU/g (at 0 
min) after heated Thai pandan custard samples for 50 mins. In worst case samples which 
vegetative cells of B. cereus were spiked in the samples for 6.10 + 0.08 log CFU/g, the cells were 
reduced to 3.11 + 0.06 log CFU/g after heated for 60 mins. The spores of B. cereus which were 
spiked in pandan custard samples from 4.75 + 0.06 log CFU/g were reduced to 3.84 + 0.19 log 
CFU/g heated for 60 mins and worst case were reduced from 6.30 + 0.45 log CFU/g to 4.69 + 
0.30 log CFU/g, that were not conformed to standard for pathogenic microorganism in food (Thai 
FDA, 2013). The results also showed that cooking of this product with high number of B. cereus 
spores below 100oC cannot diminish the whole contaminated spores of this pathogenic 
microorganism. Combination of heat treatment and preservative (potassium sorbate) at 0.04 and 
0.07% showed no significant impact (p<0.05) on the inactivation of B. cereus vegetative cells and 
spores.  B. cereus vegetative cells and spores were average reduced 1.42 log CFU/g after heated 
pandan custard samples and products of pandan custard were spoiled after storage at room 
temperature for 72 hrs. B. cereus vegetative cells and spores had increased average 1.56 log 
CFU/g in the pandan custard samples with 0.07% of potassium sorbate after keeping in the room 
temperature for 168 hrs due to the pH of the pandan custard samples were 6.25-6.28, thus, no 
inhibitory effect from potassium sorbate on B. cereus occurred in the samples . Validation process 
of Thai pandan custard at some small and medium enterprises by washed in clean water and 
sanitizing pandan leaves by soaking in chlorine solution 50 ppm for 10 mins before pandan 
custard production had been investigated. It was implied that when adding the washing and 
sanitizing step of pandan leaves before production, B. cereus could be reduced effectively after 
heated process by small table top mixer. The pandan custard products produced by the adding of 
washing and sanitizing step of pandan leaves before production, the products could be stored at 
room temperature for 168 hrs and conformed with the standard which set by Thai FDA. 
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บทที่ 1 

บทน า 
 

1.1 ความส าคญัและที่มาของงานวจิยั 
 

สงัขยา เป็นขนมไทยชนิดหน่ึงท่ีข้ึนช่ือ และเป็นท่ีนิยมมานาน ซ่ึงในปัจจุบนัไดข้ยายกลุ่ม
ผูบ้ริโภค ไปในแถบภูมิภาคเอเซีย และนกัท่องเท่ียวชาวต่างชาติท่ีนิยมรับประทานขนมหวาน โดย
สงัขยาเป็นท่ีนิยมในทุกกลุ่มผูบ้ริโภคทั้งเด็ก วยัรุ่น ผูใ้หญ่ และผูสู้งอายุ สังขยา เป็นช่ือเรียกขนม มี 
2 ลกัษณะ คือ สงัขยาท่ีมีการน าน ้ าตาลมะพร้าว กะทิ อาจมีการเพ่ิมฟักทอง เผอืก มะพร้าวอ่อน ฯลฯ 
น าไปน่ึง รับประทานเป็นขนมหวาน หรือรับประทานคู่กบัขา้วเหนียวมูนก็ได ้และอีกรูปแบบ คือ 
ไสส้งัขยา เป็นสงัขยาอีกลกัษณะหน่ึงมีส่วนผสมของ ไข่ น ้ าตาลทราย นมหรือกะทิ แป้ง และน าไป
ตุ๋น หรือกวนให้ขน้หนืด ใชท้ าไส้ จ้ิมหรือทาขนมปัง มีหลายรสชาติ ท่ีท าง่ายและเป็นท่ีนิยมมาก
ท่ีสุด คือ สงัขยาใบเตย และสงัขยานมสด (อรอนงค,์ 2556) 

สงัขยาใบเตย เป็นรสชาติดั้งเดิมท่ีนิยมมาก เน่ืองจากท าจากวตัถุดิบท่ีหาไดง่้าย และมีกล่ิน
หอมของใบเตยท่ีเป็นธรรมชาติ มีรูปแบบในการน ามาบริโภคหลากหลายรูปแบบ เช่น ขนมปังสอด
ไสส้งัขยา ขนมปังหรือปาท๋องโก๋จ้ิมสงัขยา ซาลาเปาไสส้ังขยา ขนมปังทาหน้าสังขยา รวมไปถึงเอ
แคร์ และครีมฮอร์นไสส้งัขยา และอ่ืนๆ 

การผลิตสงัขยาใบเตยนั้น มีขั้นตอนไม่ยุง่ยาก โดยน าวตัถุดิบส่วนผสม คือ น ้ าคั้นใบเตย ไข่
ไก่ กะทิ น ้ าตาลทรายหรือน ้ าตาลมะพร้าว แป้งขา้วโพด แป้งสาลี บางสูตรอาจมีการเติมนมขน้จืด
เพ่ือให้มีรสชาติหวานมันกลมกล่อมข้ึน และอาจมีการเติมวตัถุปรุงแต่งกล่ิน สี เพ่ือเพ่ิมความ
สวยงามน่ารับประทานมากยิง่ข้ึน น าส่วนผสมต่างๆ ผสมให้เขา้กนัและท าให้สุกโดยการให้ความ
ร้อนในลกัษณะการตุ๋นหรือการกวนบนหมอ้น่ึง คือ มีหมอ้ 2 ชั้น ชั้นล่างเป็นหมอ้ขนาดใหญ่กว่าใส่
น ้ าและตม้ใหเ้ดือดใชไ้อน ้ าใหค้วามร้อนกบัหมอ้ดา้นบนท่ีมีขนาดเล็กกว่าหน่ึงเบอร์ ในหมอ้ใบบน
น้ีมีส่วนผสมใช้ไมพ้ายหรือตะกร้อกวนไปเร่ือยๆ จนได้สังขยาใบเตยท่ีเน้ือเนียนข้นหนืดตาม
ตอ้งการ  

การผลิตสงัขยาใบเตย มีทั้งในระดบัครัวเรือน อุตสาหกรรมขนาดเล็ก (SMEs) จนถึงขนาด
ใหญ่  หากกระบวนการผลิตสงัขยาใบเตยไม่ถกูสุขลกัษณะ ไม่มีการควบคุมท่ีเหมาะสม อาจมีการ
ปนเป้ือนเช้ือจุลินทรียใ์นระหว่างกระบวนการผลิตได ้ดว้ยกระบวนการผลิตใชอุ้ณหภูมิในการกวน 
โดยใหค้วามร้อนดว้ยไอน ้ า ท่ีอุณหภูมิไม่เกิน 100oC  ส่วนผสมส่วนใหญ่เป็นวตัถุดิบทางการเกษตร 
เช่น ใบเตย ไข่ไก่ กะทิ เน่ืองจากสงัขยาใบเตย มีความช้ืนสูง ค่า Water Activity (aw) ประมาณ 0.96 - 
0.97 ค่าของแข็งละลายน ้ า ประมาณ 36 - 38 oBrix ค่าความเป็นกรดด่าง (pH) ประมาณ 6.3 - 6.5 จึง
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ท าใหมี้อายกุารเก็บรักษาสั้น ทั้งน้ีดว้ยกระบวนการผลิตท่ีอุณหภูมิระดบัพาสเจอไรซ์ หากวตัถุดิบมี
การปนเป้ือนเช้ือจุลินทรีย ์โดยเฉพาะในกลุ่มท่ีก่อโรคและสร้างสปอร์ เช่น เช้ือ Bacillus cereus นั้น 
มีแนวโนม้ท่ีเช้ือดงักล่าวจะเหลือรอด และสปอร์สามารถงอกเจริญเพ่ิมจ านวนจนท าใหผ้ลิตภณัฑอ์ยู่
ในระดบัท่ีไม่ปลอดภยัได ้จึงท าให้การผลิตสังขยาใบเตยดงักล่าวตอ้งน าปัจจยัอ่ืนมาช่วยควบคุม
จุลินทรียท่ี์ปนเป้ือน เพ่ือเพ่ิมความปลอดภยัใหก้บัผลิตภณัฑ ์เช่นการใชว้ตัถุกนัเสีย ดงันั้น เพ่ือเป็น
การรองรับการขยายตวัของตลาด และการเปิดประชาคมเศรษฐกิจอาเซียน (AEC หรือ ASEAN 
Economics Community) จึงไดท้ าการวิจยักระบวนการผลิตสงัขยาใบเตยในอุตสาหกรรมขนาดเล็ก
เพ่ือมุ่งเนน้ความปลอดภยัจากเช้ือจุลินทรียท่ี์ก่อโรคในกลุ่มท่ีสร้างสปอร์โดยใชอ้ากาศเป็นหลกั ซ่ึง
มีโอกาสเกิดการปนเป้ือนมากบัวตัถุดิบ ระหว่างกระบวนการผลิต จนถึงการบรรจุก่อนส่งจ าหน่าย
แก่ผูบ้ริโภค 

ในงานวิจยัคร้ังน้ีไดศึ้กษาสภาวะของอุณหภูมิความร้อนจากอ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water 
bath) ท่ี 95 องศาเซลเซียส และระยะเวลาท่ีใช้ในการผลิตสังขยาใบเตยท่ีใช้ส าหรับสอดไส้
ผลิตภณัฑเ์บเกอร่ีต่อการลดลงของเซลลแ์ละสปอร์ของเช้ือ Bacillus cereusให้อยู่ในระดบัท่ียอมรับ
ได ้ซ่ึงยงัไม่พบรายงานการวิจยัการศึกษาในสังขยาใบเตยมาก่อน  ทั้งน้ี เพ่ือให้ผลิตภณัฑ์มีความ
ปลอดภยัจากการเจริญของเช้ือแบคทีเรียดงักล่าว และใชเ้ป็นแนวทางในการผลิตสังขยาใบเตย เพื่อ
รองรับการขยายตลาดสู่ประชาคมเศรษฐกิจอาเซียน (AEC) ต่อไป 
 

1.2 วตัถุประสงค์ของการวิจยั 
1.2.1 เพ่ือตรวจสอบความเส่ียงของการปนเป้ือนของจุลินทรีย์กลุ่มช้ีบ่งคุณภาพ (Food 

Quality) ได้แก่Aerobic Plate Count (APC), Yeasts & Molds, Coliforms และ
Escherichia coli กบัจุลินทรียก์ลุ่มช้ีบ่งความปลอดภยัอาหาร (Food Safety) ไดแ้ก่ 
Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Bacillus cereus และClostridium  
perfringens ในวตัถุดิบท่ีใชใ้นการผลิตและสังขยาใบเตย และท าการคดัแยกเช้ือชนิด
ก่อโรค คือ B. cereus ท่ีพบการปนเป้ือนในสงัขยาใบเตย 

1.2.2 เพื่อศึกษาผลของความร้อนและระยะเวลาท่ีใชใ้นการผลิตสังขยาใบเตยมีผลต่อการ
เหลือรอดของเซลลแ์ละสปอร์ B. cereus ในการผลิตสงัขยาใบเตย 

1.2.3 เพื่อศึกษาผลของโปแตสเซียมซอร์เบต (Potassium sorbate) ต่อการยบัย ั้งเซลลแ์ละ
สปอร์ B. cereus ในการผลิตสงัขยาใบเตย  

1.2.4 เพื่อตรวจสอบ (Validate process) กระบวนการการให้ความร้อนร่วมกับการใช้    
โปแตสเซียมซอร์เบตต่อการเหลือรอดของเช้ือ B. cereus ในการผลิตสังขยาใบเตยใน
อุตสาหกรรมขนาดเลก็ 
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1.3 ขอบเขตของการวจิยั 
1.3.1 ท าการตรวจสอบความเส่ียงในการพบเช้ือ B. cereus ในวตัถุดิบท่ีใชผ้ลิตและในสังขยา

ใบเตยและท าการคดัแยกเช้ือ B. cereus ท่ีตรวจพบในสงัขยาใบเตยส่งยนืยนัผลท่ีส านัก
คุณภาพและความปลอดภยัอาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์ 

1.3.2 น าเช้ือ B. cereus ท่ีแยกไดม้าทดสอบสภาวะการทนความร้อน ท่ีระยะเวลาต่างๆ ท่ีใช้
ในการผลิต โดยใชไ้อน ้ าใหค้วามร้อนจากอ่างน ้ าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) ท่ี 95oC 
ซ่ึงจ  าลองการปนเป้ือนทั้งเซลล์และสปอร์ในระดับปริมาณเช้ือท่ีระดับต ่า (4 log 
CFU/g) และปริมาณเช้ือในระดบัสูง Worst Case (6 log CFU/g) เพื่อให้ไดร้ะยะเวลาท่ี
เหมาะสม 

1.3.3 ท าการทดสอบผลของการยบัย ั้งเซลลแ์ละสปอร์ของเช้ือ B. cereus ท่ีระดบั Worst Case 
(6log CFU/g) โดยใชโ้ปแตสเซียมซอร์เบต (Potassium sorbate) ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 
0.04 และ 0.07% ร่วมกับการให้ความร้อนในการผลิตสังขยาใบเตยและตรวจสอบ
ปริมาณเช้ือ B. cereus ในสังขยาใบเตยท่ีจดัเก็บ ณ อุณหภูมิห้องท่ี 0, 24, 48, 72, 120 
และ 168 ชัว่โมง  

1.3.4 ท าการตรวจสอบ (Validate process) กระบวนการให้ความร้อนร่วมกับการใช้       
โปแตสเซียมซอร์เบตท่ีมีผลต่อการเหลือรอดของเช้ือ B. cereus ในการผลิตสังขยา
ใบเตยในอุตสาหกรรมขนาดเลก็ และตรวจสอบปริมาณเช้ือ B. cereus ตามช่วงอายุการ
จดัเก็บ ณ อุณหภูมิหอ้งท่ี 0, 24, 48, 72, 120 และ 168 ชัว่โมง 

 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1.4.1 ทราบถึงความเส่ียงของเช้ือ B. cereus ในวตัถุดิบชนิดต่างๆ ท่ีใชใ้นการผลิตสังขยา

ใบเตย 
1.4.2 ทราบผลของอิทธิพลร่วมของการใชค้วามร้อนและโปแตสเซียมซอร์เบตท่ีมีผลต่อการ

เหลือรอดของเช้ือ B. cereus ทั้งเซลลแ์ละสปอร์ในระหว่างการผลิตสงัขยาใบเตย 
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บทที ่ 2 
ทฤษฎแีละผลงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

 
2.1 สังขยาใบเตย 

สังขยา เป็นขนมไทยชนิดหน่ึงท่ีข้ึนช่ือและเป็นท่ีนิยมมานาน ในปัจจุบันไดข้ยายกลุ่ม
ผูบ้ริโภคไปในแถบภูมิภาคเอเซีย และนกัท่องเท่ียวชาวต่างชาติท่ีนิยมรับประทานขนมหวาน สงัขยา
ท่ีเรียกในประเทศไทยรู้จกักนัมี 2 ลกัษณะ คือ รูปแบบแรกเป็นสังขยาท่ีมีการน าน ้ าตาลมะพร้าว 
กะทิ อาจมีการเพ่ิมฟักทอง เผือก มะพร้าวอ่อน ฯลฯ น าไปน่ึง รับประทานเป็นขนมหวาน หรือ
รับประทานคู่กบัขา้วเหนียวมนูก็ได ้และอีกรูปแบบหน่ึง คือ ไสส้งัขยา เป็นสงัขยาอีกลกัษณะหน่ึงมี
ส่วนผสมของ ไข่ น ้ าตาลทราย นมหรือกะทิ แป้ง และน าไปตุ๋น หรือกวนให้ขน้หนืด ใชท้ าไส้ จ้ิม
หรือทาขนมปัง มีหลายรสชาติ ท่ีท าง่ายและเป็นท่ีนิยมมากท่ีสุด คือ สงัขยาใบเตย และสงัขยานมสด 
(อรอนงค,์ 2556) 

สังขยาใบเตย เป็นสังขยาสีเขียวกล่ินใบเตย เป็นรสชาติดั้งเดิมท่ีนิยม (อรอนงค์, 2556) 
เน่ืองจากท าจากวตัถุดิบท่ีหาได้ง่าย และมีกล่ินหอมของใบเตยท่ีเป็นธรรมชาติ มีรูปแบบในการ
น ามาบริโภคหลากหลายรูปแบบ เช่น ขนมปังสอดไส้สังขยา ขนมปังหรือปาท๋องโก๋จ้ิมสังขยา 
ซาลาเปาไสส้งัขยา ขนมปังทาหนา้สงัขยา รวมไปถึงเอแคร์และครีมฮอร์นไสส้งัขยา และอ่ืนๆ 

การผลิตสงัขยาใบเตยนั้น มีขั้นตอนไม่ยุง่ยาก โดยน าวตัถุดิบส่วนผสม คือ น ้ าคั้นใบเตย ไข่
ไก่ กะทิ น ้ าตาลทรายหรือน ้ าตาลมะพร้าว แป้งขา้วโพด แป้งสาลี บางสูตรอาจมีการเติมนมขน้จืด
เพ่ือให้มีรสชาติหวานมันกลมกล่อมข้ึน และอาจมีการเติมวตัถุปรุงแต่งกล่ิน สี เพ่ือเพ่ิมความ
สวยงามน่ารับประทานมากยิง่ข้ึน  
 
2.1.1 วตัถุดิบที่ใช้ในการผลติสังขยาใบเตย 

วตัถุดิบท่ีใช้ในการผลิตสังขยาใบเตย ประกอบด้วย ใบเตยสด น ้ าสะอาดส าหรับคั้นน ้ า
ใบเตย  ไข่ไก่ กะทิ น ้ าตาลทราย แป้งขา้วโพด แป้งสาลีชนิดท าเคก้ เป็นส่วนผสมหลกั 

 
2.1.1.1  ใบเตยสด (Pandan leaves) 

เตยหอม (Pandanus odorus Ridl. หรือ Pandanusam aryllifolius Roxb.) เป็นไมย้ืน
ตน้พุ่มเลก็ ข้ึนเป็นกอ ล  าตน้อยูใ่ตดิ้น ใบเป็นใบเด่ียว เรียงสลบัเวียนเป็นเกลียวข้ึนไปจนถึงยอด ใบ
เป็นทางยาวสีเขม้ค่อนขา้งแข็งเป็นมนัขอบใบเรียบ ในใบมีกล่ินหอมจากน ้ ามนัหอมระเหย Fragrant 
Screw Pine สีเขียวจากใบเป็นสีของคลอโรฟิลลใ์ชแ้ต่งสีขนมได ้(ภูมิพิชญ์, 2535) ใบเตยมกัถูก
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น ามาใชป้รุงแต่งกล่ินสีในอาหาร เพื่อใหม้ีสีสนัสดใสและกล่ินหอมน่ารับประทาน (พิชยั, 2526) ใช้
แต่งสีเขียวให้กบัขนมไทยท่ีไดรั้บความนิยมมากท่ีสุด ใบเตยสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 2 ชนิด คือ 
เตยหนามกบัเตยหอม เตยหนามน ามาท าอาหารไม่ได ้ท่ีใชท้  าอาหารคือ เตยหอม ใบมีกล่ินหอม สาร
ท่ีท าให้เกิดกล่ินหอมคือ linalyl acetate, bezyl acetate, linolol และ geraniol สีเขียวจากใบเตยเป็น
สารคลอโรฟิลล ์เม่ือตม้ใบเตยกบัน ้ า น ้ าท่ีไดจ้ะมีสีเหลืองเน่ืองจากสาร Xanthaphyll ละลายออกมา 
(อบเชย, 2543)  การสกัดเอาสีเขียวของใบเตย คือน าใบเตยสดมาลา้งให้สะอาด ดังภาพท่ี 2.1a 
หลงัจากนั้นหั่นใบเตยแบบหยาบดงัภาพท่ี 2.1b และน ามาโขลกหรือป่ันให้ละเอียด แลว้เติมน ้ า
อตัราส่วน 1:1 คั้นและกรองเอาแต่น ้ าใบเตยสีเขียว 

  

  
   (2.1a)            (2.1b) 

ภาพที่ 2.1 ภาพใบเตยสดตดัแต่งทั้งใบหลงัลา้งน ้ าสะอาด (2.1a) และใบเตยหัน่หยาบ (2.1b) 
 

เกณฑ์คุณภาพทางจุลินทรีย ์ส าหรับใบเตยสดท่ีใช้น ามาคั้นน ้ าใบเตย ผูว้ิจ ัยได้
อา้งอิงเกณฑจ์ากประกาศกรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์เร่ือง เกณฑคุ์ณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหาร
และภาชนะสมัผสัอาหาร (กรมวิทยาศาสตร์การแพทย,์ 2553) ในหวัขอ้อาหารดิบหรืออาหารอ่ืนๆ ท่ี
มีอาหารดิบเป็นส่วนประกอบหรือเป็นส่วนผสม ซ่ึงก าหนดเกณฑ ์จ านวนจุลินทรีย ์นอ้ยกว่า 1 x 106

โคโลนีต่อกรัม Escherichia coli นอ้ยกว่า 100 MPN ต่อกรัม  Staphylococcus aureus น้อยกว่า 100 
MPN ต่อกรัม Clostridium perfringens น้อยกว่า 1000 โคโลนีต่อกรัม Bacillus cereus น้อยกว่า 
1000 โคโลนีต่อกรัม  และ Salmonella spp. ไม่พบต่อ 25 กรัม 

 
2.1.1.2 ไข่ (Egg) 

ไข่เป็นอาหารท่ีมีคุณค่าทางโภชนาการสูงเมื่อเทียบกบัราคาท่ีถกู เป็นอาหารท่ีอุดม
ไปดว้ยโปรตีนและเกลือแร่ท่ีเป็นประโยชน์ และสามารถน ามาประกอบอาหารไดห้ลายชนิดทั้ง
อาหารคาวและอาหารหวาน นอกจากน้ีไข่ยงัมีคุณสมบติัหนา้ท่ีต่างๆ ท่ีใชใ้นการประกอบอาหารได้
อีกด้วย ได้แก่ ไข่มีคุณสมบติัเป็นโครงสร้างให้กับอาหาร เช่น ในเค้กต่างๆ ไข่เป็นตัวท่ีท าให้
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ผลิตภณัฑข้ึ์นฟ ู เช่น ไข่ขาวเม่ือท าการตีจะเกิดการกกัเก็บอากาศ ไข่เป็นตวัช่วยให้อาหารขน้ เช่น 
ในไสพ้าย ไข่เมื่อไดรั้บความร้อนไข่ขาวจะแข็งตวัและเกิดเป็นโครงสร้างของโปรตีนและท าให้เกิด
เจล เช่น ในคสัตาร์ดและสงัขยา ไข่ช่วยในการยดึเคร่ืองปรุงต่างๆ ใหติ้ดกนั เช่น ในขนมปัง ไข่แดง
มีหนา้ท่ีช่วยใหไ้ขมนัรวมตวักบัเคร่ืองปรุงท่ีเป็นน ้ าและเคร่ืองปรุง ท าหนา้ท่ีเป็นอิมลัซิไฟเออร์ เช่น 
ในน ้ าสลดั (ศิริลกัษณ์, 2533) ไข่ท่ีมีใช้ในอาหารมีหลากหลายชนิด เช่น ไข่สดทั้งฟอง (ดงัภาพท่ี 
2.2a) ไข่เหลวหรือไข่ท่ีผา่นการตอกแยกเอาเปลือกออก (ดงัภาพท่ี 2.2b) ไข่แช่แข็งเก็บท่ี -20 ถึง -30 
องศาเซลเซียส ไข่ผงเป็นไข่ท่ีไดจ้ากการ Spray Dry ซ่ึงดึงเอาความช้ืนออกหมด ทั้งน้ีการน าไปใชม้ี
หลากรูปแบบ เช่น ไข่ทั้งใบ (Whole eggs) ไข่แดง (Egg yolks) และไข่ขาว (Egg white) ซ่ึงไข่แดง
ส่วนใหญ่อยูใ่นรูปไขมนั ภายในไข่แดงจะมีเลซิตินเป็นตวัท่ีท าใหเ้กิดอิมลัซิไฟเออร์และเป็นตวัท่ีท า
ใหเ้กิดการเส่ือมเสียเมื่อเก็บท่ีอุณหภูมิสูง ไข่แดงจะเป็นตวัท่ีใชใ้นการท าครีมและช่วยท าใหป้ริมาตร
สูงข้ึน ไข่ขาวมีน ้ าอยู่ประมาณ 86% ส่วนของไข่ขาวมีลกัษณะเป็นเจลซ่ึงเป็นคุณลกัษณะของ
โปรตีนมิวซีนในไข่ขาว  และโปรตีนอีกชนิดคือ โอวลับูมิน (Ovalbumin)  จะตกตะกอนรวมตวักนั
และเป็นตวัท่ีท าให้เกิดการคงตวัเมื่อถูกความร้อนหรือจากการตีแรงๆ และเร็ว  ไข่เป็นแหล่งท่ีมี
คุณค่าทางอาหารท่ีสมบูรณ์ท่ีสุดและสามารถเน่าเสียไดเ้หมือนกบัอาหารอ่ืนๆ มีเพียงเปลือกท่ีท า
หนา้ท่ีปกป้องการปนเป้ือนจากทั้งภายในและภายนอก ซ่ึงไม่สามารถครอบคลุมไดท้ั้งหมด เช่น การ
ปนเป้ือนจากแบคทีเรีย โดยเฉพาะแบคทีเรียก่อโรคในคน ไข่ทุกฟองมีโอกาสปนเป้ือนจุลินทรียท่ี์
ก่อโรคโดยเฉพาะ Salmonella spp. เน่ืองจากเปลือกและของเสียในตวัแม่ไก่จะถูกขบัออกมาทาง
เดียวกนั หรือปนเป้ือนขณะออกจากตวัแม่ไก่ ผวิเปลือกไข่มีรูพรุน ดงันั้น จึงไม่ค่อยมีการแนะน าให้
ลา้งไข่เพราะจะท าใหส้ารเคลือบผวิไข่ท่ีมาจากแม่ไก่ (Natural protecting) หายไป และเช้ือโรคจาก
ภายนอกมีโอกาสติดเขา้ไปได ้แต่ในทางการผลิตไข่สดในดา้นอุตสาหกรรม การควบคุมคุณภาพ
โดยกระบวนการลา้งมีความจ าเป็น โดยใชส้ารลา้งท่ีเหมาะสม เช่น น ้ าคลอรีน เขม้ขน้ 20-200 ppm 
เป็นตน้ ท าการฆ่าเช้ือและเคลือบดว้ยน ้ ามนัจากธรรมชาติ (Natural mineral oil) แต่ตอ้งอยู่ในการ
ควบคุม (วินยั, 2007) 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.2 ไข่ไก่ทั้งฟอง (2.2a) ไข่เหลวหรือไข่ไก่ท่ีผา่นการตอก (2.2b-2.2c) 
 

(2.2a) (2.2b) (2.2c) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



7 
 

คุณภาพของไข่จะเส่ือมลงตามเวลาท่ีเก็บ แต่จะเส่ือมเสียเร็วหรือช้าข้ึนอยู่ก ับ
องค์ประกอบหลายอย่าง ไข่ท่ีดีควรเป็นไข่สดจึงมีลกัษณะเช่น ช่องอากาศมีขนาดเล็กและไม่
เคล่ือนท่ีตามการหมุนไข่ เมื่อตอกไข่ไข่แดงไม่ติดเปลือกอยูด่า้นในไม่แตกเหลว ไข่แดงควรกลมนูน
อยูต่รงกลางและไข่ขาวส่วนขน้โอบลอ้มยดึแน่น ไข่แดงไม่เน่าเสียไม่มีกล่ินผดิปกติ การตรวจสอบ
ไข่จะใชก้ารส่องไฟในท่ีมืด ไข่คุณภาพดีจะเห็นไข่แดงอยูต่รงกลางของอากาศ ไข่แดงกบัไข่ขาวจบั
แน่นเมื่อหมุนไข่ เมื่อตอกออกจะเห็นไข่แดงนูนบนไข่ขาวไม่พบจุดเลือด จุดเน้ือ ส่วนไข่เก่าเมื่อ
ตอกออกมาจะเห็นลกัษณะไข่แดงแบนราบไปกบัพ้ืน และไข่ขาวไม่เป็นเจลแข็งไข่จะมีกล่ินเหม็น 
(มกษ. 6702-2553) 

โดยเกณฑคุ์ณภาพทางจุลินทรียส์ าหรับไข่ไก่สด ผูว้ิจยัไดอ้า้งอิงเกณฑจ์ากประกาศ
กรมปศุสตัว ์เร่ือง เกณฑด์า้นจุลชีววิทยาของสินคา้ปศุสตัวเ์พื่อการส่งออก (กรมปศุสัตว,์ 2551) ใน
หวัขอ้ ไข่ Non pasteurized ซ่ึงก  าหนดเกณฑจ์ านวนจุลินทรียท์ั้งหมด (Aerobic Plate Count (APC)) 
ไม่เกิน 1 x 106 โคโลนีต่อกรัม Coliforms ไม่เกิน 100 โคโลนีต่อกรัม E. coli ตรวจไม่พบใน 1 กรัม 
และ Salmonella spp. ตรวจไม่พบต่อ 25 กรัม 

 
2.1.1.3 กะทิ (Coconut milk) 

กะทิเป็นสัญลกัษณ์ของอาหารไทยโดยเฉพาะขนมไทยซ่ึงมีการใช ้มะพร้าวมา
ตั้งแต่สมยัสุโขทยัและกรุงศรีอยธุยาตอนตน้โดยใชร่้วมกบัขา้วและแป้ง กะทิเป็นของเหลวท่ีไดจ้าก
การคั้นเน้ือมะพร้าวสดขูด น ้ ากะทิท่ีได้มีสีขาวขุ่นมีลักษณะคลา้ยนม มีกล่ินรสเฉพาะตัวของ
มะพร้าว (นริศรา, 2554) นิยมน ามาใช้กะทิแบบสด แต่โดยปกติแลว้จะมีอายุในการเก็บสั้ น 
เน่ืองจากเป็นอาหารท่ีมีความเป็นกรดต ่า (Low Acid Food) ค่า pH ประมาณ 6  จึงจ  าเป็นตอ้งมีการ
แปรรูปเป็นผลิตภณัฑต่์างๆ (สุดารัตน์ และคณะ, 2551) ขั้นตอนการคั้นกะทินั้นขั้นแรกเป็นการใช้
แรงงานคน เช่น การปอกเปลือกและกะลา ปอกส่วนท่ีเป็นสีน ้ าตาลออกเพราะจะท าให้กะทิมีสี
น ้ าตาลและมีรสขม เน้ือมะพร้าวท่ีไดม้าน ามาลา้งและขดูดว้ยเคร่ืองจกัร การลา้งเน้ือมะพร้าวดว้ยน ้ า
ท่ีมีไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(H2O2) เขม้ขน้ 100 ppm ตามดว้ยการลวกน ้ าร้อนท่ีอุณหภูมิ 80oC เป็น
เวลา 10 นาที ช่วยลดปริมาณจุลินทรียเ์ร่ิมตน้ และยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ลเปสได ้แลว้ใช ้
Hammer mill ในการลดขนาด การคั้นกะทิในระดบัครัวเรือนจะบีบเน้ือมะพร้าวท่ีห่อดว้ยผา้ขาวบาง
ดา้ยมือ เพ่ือแยกเอาส่วนกะทิออกมา ปกติการคั้น 2-3 คร้ัง โดยการเติมน ้ าท่ีอุณหภูมิหอ้งลงไปท าให้
กะทิท่ีไดใ้นแต่ละคร้ังเจือจางลง เพ่ือตอ้งการใหไ้ดป้ริมาณกะทิใหไ้ดม้ากท่ีสุด ส าหรับการคั้นกะทิ
ในระดบัอุตสาหกรรมใชไ้ฮดรอลิก (hydraulic) หรือ screw press บีบอดั กะทิท่ีไดน้ ามากรองผ่าน
ผา้ขาวบางหรือน าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็วต ่า โดยใช ้basket centrifuge เพือ่แยกเอาอนุภาคเล็กๆ ท่ี
หลงเหลืออยู่ออกโดยไม่ท าให้สภาพอิมลัชนัของกะทิเสียไป (นุชราและคณะ, 2550) ปัจจุบนัการ
ปรุงอาหารตามครัวเรือนไม่ค่อยนิยมคั้นกะทิเอง เพราะยุ่งยากและเสียเวลามาก แม่บา้นสมยัใหม่
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นิยมซ้ือกะทิสดท่ีคั้นแลว้จากตลาด หรือซ้ือมะพร้าวขดูมาคั้นเองก็มี แต่ถา้ใหส้ะดวก รวดเร็วยิ่งกว่า
ก็มีกะทิส าเร็จรูปในภาชนะบรรจุปิดสนิทจ าหน่ายทั่วไปตามร้านค้าปลีกและซูเปอร์มาร์เก็ต 
ประเภทของกะทิท่ีพบเห็นทัว่ไปในทอ้งตลาด (สถาบนัอาหาร, 2555) มีดงัน้ี 

1. กะทิสด ท่ีจ  าหน่ายในตลาดสด มี 2 แบบ คือ 
1.1 กะทิท่ีไดจ้ากเน้ือมะพร้าวท่ีไม่ไดเ้อาผิวออกก่อนบดให้ละเอียด น ้ ากะทิ

ชนิดน้ีเหมาะส าหรับท าอาหารประเภทแกง สีของน ้ ากะทิท่ีได้จากเน้ือมะพร้าวท่ีไม่ไดเ้อาผิวสี
น ้ าตาลออกจะส่งผลใหมี้สีออกครีม (ไม่ขาวเหมือนน ้ านม)  

1.2 กะทิท่ีไดจ้ากเน้ือมะพร้าวท่ีผา่นการเอาผวิออกก่อนบดใหล้ะเอียดน ้ ากะทิ
ท่ีไดจ้ะเป็นสีขาวสะอาด ซ่ึงเหมาะส าหรับการน าไปท าขนมหวานประเภทต่างๆ สีสันของขนมดู
สวย เนียน สะอาด น่ารับประทาน  

2. กะทิบรรจุถุงพาสเจอไรซ์ เป็นกะทิส าเร็จรูปท่ีผ่านการให้ความร้อนท าลาย
เช้ือจุลินทรีย ์โดยใชอุ้ณหภูมิสูงไม่เกิน 100oC และท าให้ปราศจากเช้ือจุลินทรียท่ี์ท าให้เกิดโรค 
(มอก. 582-2528) จะมีกล่ินรสใกลเ้คียงน ้ ากะทิสดมากท่ีสุด แต่ตอ้งเก็บรักษาในตูเ้ยน็เพ่ือรักษา
คุณภาพ มีอายเุก็บรักษาสั้น เทคโนโลยผีลิตปัจจุบนัสามารถเก็บในท่ีเยน็ไดป้ระมาณ 15 วนั 

3. กะทิบรรจุกระป๋อง เป็นกะทิส าเร็จรูปชนิดสเตอริไลซ ์ท่ีผา่นการใหค้วามร้อน
ท าลายเช้ือจุลินทรีย ์โดยใชอุ้ณหภูมิสูงกว่า 100oC ซ่ึงสามารถท าลายเช้ือจุลินทรียแ์ละสปอร์ท่ีท าให้
อาหารเน่าเสียในระหว่างการเก็บ ครอบคลุมถึงการฆ่าเช้ือแบบย ูเอช ที ดว้ย (มอก. 582-2528) มีอายุ
เก็บไวไ้ดป้ระมาณ  2 ปี กะทิแบบน้ีจะมีกล่ินรสและสีเปล่ียนไป เรียกว่า cooked เน่ืองจากผา่นความ
ร้อนในระดบัสูง  

4. กะทิส าเร็จรูปย ูเอช ที (Ultra High Temperature: UHT) จะมีกล่ินหอมท่ีแสดง
ความสดใหม่มากกว่าแบบกระป๋อง เพราะผา่นความร้อนไม่นานมาก มีอายเุก็บไวไ้ด ้ประมาณ  1 ปี 

5. กะทิแช่แข็ง 
6. กะทิผง  
7. กะทิส าเร็จรูปปรุงแต่งกล่ินรส เช่น กะทิส าเร็จรูปอบควนัเทียน กะทิใบเตย น ้ า

แกงส าเร็จรูป เคร่ืองด่ืมกะทิ นมมะพร้าว เป็นตน้ 
ทุกผลิตภณัฑ์เมื่อเปิดใชแ้ลว้ ตอ้งน าใส่ไวใ้นตูเ้ยน็ทนัที เพื่อให้สามารถใชต่้อได้

(สถาบันอาหาร, 2555) ส่วนการก าหนดเกณฑ์คุณภาพด้านจุลินทรียต์ามประกาศกระทรวง
อุตสาหกรรม ฉบบัท่ี 582 (พ.ศ. 2528) เร่ือง มาตรฐานผลิตภณัฑ์อุตสาหกรรมกะทิพาสเจอไรส์ ดงั
ตารางท่ี 2.1 
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ตารางที่ 2.1 เกณฑท่ี์ก าหนดทางจุลินทรียข์องกะทิส าเร็จรูป 

ชนิดจุลินทรีย ์
เกณฑท่ี์ก าหนด 

วิธีวิเคราะห์ตาม 
ชนิดพาสเจอไรซ ์ ชนิดสเตอริไลซ ์

จุลินทรียท์ั้งหมด (CFU/dm3)  
(Total Plate Count)         

ไม่เกิน 20,000 ตอ้งไม่พบ มอก. 335-2523 เล่ม 1 

Salmonella spp.  ตอ้งไม่พบ ตอ้งไม่พบ มอก. 335-2523 เล่ม 1 

S. aureus ตอ้งไม่พบ ตอ้งไม่พบ มอก. 335-2523 เล่ม 1 

Yeasts & Molds  ตอ้งไม่พบ ตอ้งไม่พบ มอก. 335-2523 เล่ม 1 

Coliformsโดยวิธี MPN/ dm3 < 3 < 3 AOAC (1980) ขอ้ 
46.016 

C. perfringens ตอ้งไม่พบ ตอ้งไม่พบ AOAC (1980) 
ขอ้ 46.031 ถึงขอ้ 

46.036 
ท่ีมา : มอก. 582-2531 

 
นุชรา และคณะ (2550) ไดส้ ารวจปัจจยัท่ีมีผลต่อการปนเป้ือนแบคทีเรียในกะทิสด 

ในเดือนมีนาคม ถึงกันยายน 2550 ท่ีจ  าหน่ายกะทิสดในตลาดประเภทท่ี 1 ใน 8 จังหวดั คือ
กาญจนบุรี นครปฐม สุพรรณบุรี ราชบุรี สมุทรสงคราม สมุทรสาคร เพชรบุรี และประจวบคีรีขนัธ ์
ผลตรวจไม่พบเช้ือ Salmonella spp. ทั้งในหัวกะทิและหางกะทิ แต่พบเช้ือ Coliforms bacteria ใน
หวักะทิและหางกะทิทุกตวัอย่าง และพบเช้ือ S. aureus ในหัวกะทิ ร้อยละ 75.0 และหางกะทิ ร้อย
ละ 79.2 แต่ยงัไม่พบรายงานการส ารวจการปนเป้ือนเช้ือแบคทีเรียในกะทิพาสเจอไรซ ์
 

2.1.1.4 น า้ตาล (Sugar) 
น ้าตาลท่ีเรียกกนัทัว่ไปว่าน ้ าตาลทราย คือ น ้ าตาลซูโครส (sucrose) ใชเ้ป็นสารให้

ความหวานอยา่งกวา้งขวางทัว่โลก พบอยูใ่นพืชและผลไมห้ลายชนิด แต่ท่ีน ามาใชเ้ป็นวตัถุดิบผลิต
น ้ าตาลทางการคา้ คือ ออ้ย และหัวบีท (beat root) (พิมพเ์พ็ญและนิธิยา, 2557) แต่นิยมน ามาใชท้ า
ขนมปัง และขนมหวาน คือน ้ าตาลออ้ย หรือน ้ าตาลทราย  

กลา้ณรงค ์และสิริวฒันา (2539) ไดต้รวจสอบจุลินทรียท่ี์ทนอุณหภูมิสูงในน ้ าตาล
ทรายขาวของประเทศไทย โดยน าตวัอยา่งน ้ าตาลทรายขาวจากโรงงาน 37 โรงงานในประเทศไทย
มาตรวจนบัเช้ือ ไม่พบพวกกลุ่มโคลิฟอร์ม ไม่มีการเจริญของเช้ือจุลินทรียท่ี์สร้างพิษในทุกตวัอย่าง 
ส่วนจุลินทรียท่ี์ทนอุณหภูมิสูง ตรวจไม่พบการเจริญของกลุ่มจุลินทรียท่ี์ไม่ใชอ้ากาศ ทั้งกลุ่มท่ีสร้าง

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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และไม่สร้าง Hydrogen Sulfide (H2S) ส่วนจุลินทรียท่ี์ทนความร้อนสูงท่ีพบเป็นพวกใชอ้ากาศ
ทั้งหมด คือ จุลินทรีย์รูปท่อน แกรมบวก สร้างสปอร์ และไม่สร้างสปอร์ จากการจ าแนกเช้ือ
เฉพาะท่ีเป็น Bacillus sp. นั้น สามารถจ าแนกไดเ้ป็น Bacillus macerans, Bacillus brevis, Bacillus 
circulans และ Bacillus coagulans 

ส่วนขอ้ก าหนดและมาตรฐานของน ้ าตาลทรายนั้น ผูว้ิจยัอา้งอิงตามหลกัเกณฑแ์ละ
มาตรฐานประกอบการตรวจรับรองสินคา้เกษตรดา้นพืช ส านักพฒันาระบบและรับรองมาตรฐาน
สินคา้พืช กรมวิชาการเกษตร (2556) ในหมวดขอ้ก าหนดและมาตรฐานของสินคา้น ้ าตาลและ
ผลิตภณัฑโ์ดยก าหนดจ านวนเช้ือยสีตแ์ละรา นอ้ยกว่า 10 โคโลนีต่อกรัม S. aureus ตรวจไม่พบใน 
0.1 กรัม C. perfringens ตรวจไม่พบใน 0.1กรัม B. cereus น้อยกว่า 100 โคโลนีต่อกรัม E. coli 
ตรวจไม่พบใน 0.1 กรัม และ Salmonella spp. ไม่พบต่อ 25 กรัม 
 

2.1.1.5 แป้งข้าวโพด (corn flour หรือ corn starch ) 
แป้งขา้วโพด (corn starch, corn flour หรือ maize starch) ไดจ้ากเอนโดสเปิร์มใน

เมล็ดจากกรรมวิธีโม่แบบเปียก ซ่ึงมีขั้นตอนการแยกโปรตีนออกไดเ้ป็นแป้งสตาร์ชสีขาวออก
เหลืองเลก็นอ้ย โดยตอ้งแช่เมลด็ขา้วโพดในน ้ าท่ีมีส่วนผสมของก ามะถนัเผา ท่ีอุณหภูมิ 50oC  เป็น
เวลา  36 - 50 ชัว่โมง เพ่ือให้เปลือกนุ่ม แลว้น าเมล็ดไปบดหยาบเพ่ือแยกเปลือกชั้นนอกออก แลว้
ผา่นไปยงัถงัแช่น ้ าเพ่ือแยกเอม็บริโอออก จะไดแ้ป้งและโปรตีนเป็นเมด็ขนาดเลก็ จากนั้นน าไปผา่น
เคร่ืองเหวี่ยง จะไดแ้ป้งในรูปสารแขวนลอยเขม้ข้นท่ีมีโปรตีนกลูเต็นปนอยู่เล็กน้อย เมื่อน าสาร
แขวนลอยมาป่ันแยกอีกคร้ังดว้ยเคร่ืองเหวี่ยงแรงสูง ลา้งแป้ง แลว้ท าให้แห้ง จะไดเ้ป็น corn starch 
(มหาวิทยาลยัมหิดล, 2556)  

แป้งขา้วโพดน ามาใชใ้นครัวเรือนในการท าเบเกอร่ี หรืออาหารท่ีตอ้งการความขน้
หนืดใชใ้นอุตสาหกรรมจ าพวก อาหารว่าง อาหารหวาน ฟิลม์ถนอมอาหาร อุตสาหกรรม กระดาษ 
ผา้ สารเช่ือม เป็นตน้ (วิกีพีเดีย, 2558 และมอก. 637-2529)  

เกณฑคุ์ณภาพทางจุลินทรียข์องแป้งขา้วโพด (ชั้นคุณภาพอาหาร) ตาม มอก. 637-
2529 ก  าหนดเกณฑจ์ านวนจุลินทรียท์ั้งหมด (APC) ไม่เกิน 1 x 106  โคโลนีต่อกรัม จ  านวนเช้ือรา 
ไม่เกิน 1 x 102  โคโลนีต่อกรัม  E. coli  ตรวจไม่พบใน 0.1 กรัม และ Salmonella spp. ไม่พบต่อ 25 
กรัม โดยทั้งน้ีผูว้ิจยัไดพิ้จารณาตรวจเช้ือ B. cereus เพ่ิมเติมเน่ืองจากมีโอกาสเกิดการปนเป้ือนใน
แป้งขา้วโพดได ้
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2.1.1.6 แป้งสาลชีนิดท าเค้ก (Wheat flour) 
แป้งสาลี (wheat flour) ไดจ้ากการโม่ขา้วสาลี เร่ิมดว้ยการขจดัส่ิงเจือปนและส่ิง

สกปรกออก น าเมลด็มาสีผา่นลกูกล้ิงเพ่ือแยกเปลือกและร าออก จากนั้นจึงโม่ดว้ยลูกกล้ิงหลายต่อ
หลายคร้ัง เพ่ือใหแ้ป้งมีขนาดเลก็ลงเร่ือยๆ การสีและโม่ ท าให้ร า (bran) ซ่ึงมีใยอาหาร วิตามิน แร่
ธาตุ และโปรตีนส่วนหน่ึง กบัเอม็บริโอซ่ึงมีไขมนัสูงหลุดออกจากเมล็ดขา้วสาลี เหลือเพียงเอนโด
สเปิร์มซ่ึงมีคาร์โบไฮเดรตเป็นองคป์ระกอบหลกั แป้งสาลีใชท้ าอาหารและขนมไดห้ลายชนิด แบ่ง
ออกเป็น 3 ประเภท โดยแบ่งแยกตามความแข็งแรงและปริมาณโปรตีน 

1. แป้งขนมปัง เป็นแป้งชนิดหนกัมีโปรตีนสูง 11.5-14% ไดจ้ากการโม่ขา้วสาลี
ชนิดแข็ง ข้ึนฟูไดด้ว้ยยีสต์เท่านั้น เน้ือแป้งหยาบ เหมาะท่ีจะใชท้ าขนมปัง หรือขนมท่ีมีลกัษณะ
คลา้ยขนมปัง เช่น โดนทัยสีต ์พิซซ่า ปาท่องโก๋ โรตี หรือ ผลิตภณัฑจ์  าพวกเสน้บะหมี่ แผน่เก๊ียว  

2. แป้งสาลีธรรมดา หรือแป้งอเนกประสงค ์มีปริมาณมีโปรตีน 9.5-11%  ต ่ากว่า
แป้งขนมปัง  เป็นแป้งท่ีไดจ้ากการโม่ขา้วสาลีชนิดอ่อนกบัชนิดแข็งเขา้ดว้ยกนัซ่ึงลกัษณะดงักล่าว
เป็นการรวมตวักนัระหว่างแป้งขนมปังกบัแป้งเคก้ และข้ึนฟโูดยใชย้สีตห์รือผงฟ ู

3. แป้งเคก้ มีปริมาณโปรตีน 7.5- 9%  เป็นแป้งท่ีไดจ้ากการโม่ขา้วสาลีชนิดอ่อน
เหมาะท่ีจะใชท้ าขนมเคก้ และขนมท่ีมีเน้ือละเอียด เบา ฟ ูเช่น ขนมปุยฝ้าย ซาลาเปา แยมโรล ขนม
ไข่ แพนเคก้ ฯลฯ แป้งชนิดน้ี ใชผ้งฟ ูหรือเบคก้ิงโซดา เป็นตวัท าใหฟ้ ู

แป้งสาลีท่ีมีคุณภาพดีลกัษณะเป็นสีขาวสะอาด เน้ือละเอียด ไม่มีส่ิงเจือปนแห้ง
สนิท ไม่มีตวัมอด ไม่มีกล่ินสาบวิธีเก็บแป้งสาลี ให้เก็บในภาชนะท่ีมีฝาปิดสนิท เพราะถา้แป้งมี
ความช้ืนสูงจะท าให้แป้งเป็นตวัและข้ึนราไดง่้าย หรือเก็บในท่ีมีอุณหภูมิต  ่าๆ เช่นเก็บไวใ้นตูเ้ยน็
(มหาวิทยาลยัมหิดล, 2556 และสถาบนัส่งเสริมนวตักรรมการเรียนรู้, 2558) 

เน่ืองจากตาม มอก. 373-2524 เร่ือง แป้งสาลีชนิดท าเคก้ ซ่ึงเป็นแป้งท่ีน ามาใชผ้ลิต
สังขยาใบเตยไม่ไดก้  าหนดเกณฑ์คุณภาพทางจุลินทรียข์องแป้งสาลีไว ้ผูว้ิจัยจึงพิจารณาตรวจ
วิเคราะห์คุณภาพทางจุลินทรีย ์ตามข้อก าหนด มอก.637-2529 เร่ือง แป้งข้าวโพด คือ จ  านวน
จุลินทรียท์ั้งหมด (APC) ไม่เกิน 1 x 106 โคโลนีต่อกรัม จ  านวนเช้ือยีสต์และรา ไม่เกิน 1 x 102

โคโลนีต่อกรัม E. coli  ตรวจไม่พบใน 0.1 กรัม Salmonella spp. ไม่พบต่อ 25 กรัม และพิจารณา
ตรวจเช้ือ B. cereus เพ่ิมเติมเน่ืองจากมีโอกาสเกิดการปนเป้ือนในแป้งสาลีได ้

 
2.1.2 วธิีการผลติสังขยาใบเตย 

วตัถุดิบท่ีใชใ้นการผลิตสังขยาใบเตยประกอบด้วย ใบเตยสด น ้ าสะอาดส าหรับคั้นน ้ า
ใบเตย ไข่ไก่ กะทิ น ้ าตาลทราย แป้งขา้วโพด แป้งสาลีชนิดท าเคก้ เป็นส่วนผสมหลกั 

ขั้นตอนการท าสงัขยาใบเตย ดงัภาพท่ี 2.4 โดยการท าในครัวเรือนหรืออุตสาหกรรมขนาด
เล็กจะเร่ิมต้นโดยการน าใบเตยสดมาลา้งให้สะอาด หั่นใบเตยเป็นท่อนสั้นๆ น าใส่โถป่ันเติม

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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น ้าเปล่า อตัราส่วน 1:1 ป่ันจนละเอียด น ามาคั้นกบัผา้ขาวบาง หรือใชต้ะแกรงกรองเอาเฉพาะน ้ าสี
เขียวพกัไว ้จากนั้นตอกไข่ใส่ชามหรือกะละมงั ตีไข่และน ้ าตาลทรายใหเ้ขา้กนัดว้ยตะกร้อมือ ค่อยๆ 
เทกะทิลงไปและคนให้เข้ากัน ใส่น ้ าใบเตย และค่อยๆ เติมแป้งข้าวโพด แป้งสาลี ลงไปคน
ตลอดเวลา จนเทแป้งขา้วโพดและแป้งสาลีเสร็จคนใหเ้ขา้กนัอย่าให้แป้งจบัตวัเป็นเม็ด น ามากรอง
ผา่นตะแกรงตาถ่ีหรือผา้ขาวบาง ใส่หมอ้สแตนเลส น าส่วนผสมต่างๆ ผสมให้เขา้กนัแลว้ท าให้สุก
โดยการใหค้วามร้อนในลกัษณะการตุ๋นหรือการกวนบนหมอ้น่ึงคือ มีหมอ้ 2 ชั้น ชั้นล่างเป็นหมอ้
ขนาดใหญ่กว่าใส่น ้ าและตม้ใหเ้ดือดใชไ้อน ้ าใหค้วามร้อนกบัหมอ้ใบดา้นบนท่ีมีขนาดเล็กกว่าหน่ึง
เบอร์ ในหม้อใบบนน้ีมีส่วนผสมใช้ไมพ้ายหรือตะกร้อมือกวน ส่วนผสมไปเร่ือยๆ ห้ามหยุด 
ส าหรับสงัขยาใบเตย ขนาด 1 - 2 กก. ใชเ้วลาประมาณ 20 - 30 นาที จนไดส้ังขยาใบเตยท่ีเน้ือเนียน
ขน้หนืดตามตอ้งการจึงยกลง ดงัภาพท่ี 2.3a - 2.3b (ครัวบา้นพิมพ,์ 2553 และ Thai Dessert Recipes, 
2012) หากท าการผลิตขายในระดบัครัวเรือนหรืออุตสาหกรรมขนาดเลก็จะตกัแบ่งบรรจุใส่กระปุก
พลาสติกดังภาพท่ี 2.3c หรือบรรจุในถุงพลาสติกขณะร้อน พกัไวใ้ห้เย็นสามารถจัดเก็บได้ใน
อุณหภูมิตูเ้ยน็ 3 วนั โดยไม่ใส่วตัถุกนัเสีย 
 
   

 
ภาพที่ 2.3 สงัขยาใบเตยส าหรับสอดไส้ขนมปังหรือผลิตภณัฑ์เบเกอร่ี (2.3aและ 2.3b) และสังขยา

ใบเตยส าหรับจ้ิมขนมปังหรือปาท่องโก๋บรรจุในกระปุกพลาสติก (2.3c) 
ท่ีมาภาพท่ี 2.3c : ส านกังานไกดอุ์บลดอทคอม (2557) 

 
2.1.3 เกณฑ์มาตรฐานผลติภัณฑ์ชุมชนสังขยา (มผช. 527/2547) 

มาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชน (มผช. 527/2547) เร่ือง สังขยา มีขอบข่ายครอบคลุมสังขยาท่ี
บรรจุในภาชนะบรรจุ ไม่ครอบคลุมถึงสงัขยาท่ีเป็นขนมไทยประเภทหน่ึง โดยสังขยาในมาตรฐาน
ชุมชนน้ี หมายถึง ผลิตภณัฑท่ี์ท าจากกะทิ ไข่ แป้ง น ้ าตาล เกลือ อาจเติมนมและอาจแต่งสีและกล่ิน 
ดว้ยส่วนประกอบต่างๆ เช่น วานิลลา ใบเตย ผสมจนเป็นเน้ือเดียวกนั น าไปใหค้วามร้อนจนสุกและ
มีความขน้หนืดท่ีเหมาะสม 
  

(2.3a) (2.3b) (2.3c) 
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คุณลกัษณะของสงัขยาท่ีตอ้งการ ประกอบดว้ย 
1. ลกัษณะทัว่ไปตอ้งขน้ เป็นเน้ือเดียวกนั ไม่จบัตวัเป็นกอ้นหรือมีน ้ าแยกออกมา 
2. สี ตอ้งมีสีท่ีดีตามธรรมชาติของส่วนประกอบท่ีใช ้
3. กล่ินรสตอ้งมีกล่ินรสท่ีดีตามธรรมชาติของส่วนประกอบท่ีใช ้ปราศจากกล่ินรส

อ่ืนท่ีไม่พึงประสงค ์ 
4. ส่ิงแปลกปลอม ตอ้งไม่พบส่ิงแปลกปลอมท่ีไม่ใช่ส่วนประกอบท่ีใช ้เช่น เส้นผม 

ดิน ทราย กรวด ช้ินส่วนหรือส่ิงปฏิกลูจากสตัว ์
5. วตัถุเจือปนอาหาร  

5.1 หากมีการใชสี้ ใหใ้ชไ้ดต้ามชนิดและปริมาณท่ีกฎหมายก าหนด  
5.2 หากมีการใชก้รดเบนโซอิกหรือเกลือของกรดเบนโซอิก (ค  านวณเป็นกรดเบน

โซอิก) กรดซอร์บิก หรือเกลือของกรดซอร์บิก (ค  านวณเป็นกรดซอร์บิก) 
อยา่งใดอยา่งหน่ึงหรือรวมกนั ตอ้งไม่เกิน 1,000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

6. เกณฑด์า้นจุลินทรีย ์
6.1 จ านวนจุลินทรียท์ั้งหมด (APC) ตอ้งไม่เกิน 10,000 โคโลนีต่อตวัอยา่ง 1 กรัม 
6.2 โคลิฟอร์ม โดยวิธีเอม็พีเอน็ ตอ้งนอ้ยกว่า 3 ต่อตวัอยา่ง 1 กรัม 
6.3 Salmonella ตอ้งไม่พบในตวัอยา่ง 25 กรัม 
6.4 ยสีตแ์ละรา ตอ้งไม่เกิน 100 โคโลนีต่อตวัอยา่ง 1 กรัม 

 
โดยทั้งน้ีต้องพิจารณามาตรฐานด้านจุลินทรียท่ี์ท าให้เกิดโรค ต้องเป็นไปตามประกาศ

กระทรวงสาธารณสุข ฉบบัท่ี 364 พ.ศ. 2556  เร่ือง มาตรฐานอาหารดา้นจุลินทรียท่ี์ท าให้เกิดโรค 
ตามบญัชีแนบทา้ยหมายเลข 3 ในหมวดอาหารส าเร็จรูปพร้อมบริโภคทนัทีท่ีท าจากธญัพืช หรือมี
แป้งเป็นส่วนประกอบหลกั โดยมีเกณฑ์ก  าหนด คือ Salmonella spp. ไม่พบในตวัอย่าง 25 กรัม      
S. aureus ไม่พบใน 0.1 กรัม และ B. cereus ตอ้งไม่เกิน 100 ใน 1 กรัม 
 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.2 วตัถุกันเสียที่นิยมใช้ในผลิตภณัฑ์เบเกอร่ี 
การเส่ือมเสียของอาหารส่วนใหญ่มีสาเหตุมาจากเช้ือจุลินทรียน์ ามาซ่ึงความเสียหายต่อ

ธุรกิจอาหาร จึงท าใหผู้ผ้ลิตส่วนใหญ่เห็นว่าการใชว้ตัถุกนัเสียนั้นเป็นส่วนหน่ึงท่ีจ  าเป็นในการท า
ใหก้ระบวนการผลิตอาหาร ซ่ึงการใชว้ตัถุกนัเสียมีขอ้ดีหลายประการ เช่น สามารถกระจายอาหาร
ทอ้งถ่ินไปยงัประเทศอ่ืน สามารถหลีกเล่ียงมลูค่าการเสียหายจากการเส่ือมเสียระหว่างการเก็บรักษา 
สูญเสียคุณค่าทางอาหารน้อย หากมีการเลือกใชส้ารกนัเสียท่ีเหมาะสม จะท าให้ค่าใชจ่้ายในการ
ถนอมอาหารต ่า เมื่อเทียบกบัการใชว้ิธีทางกายภาพ (อรวรรณ, 2541)  

สารวตัถุกนัเสีย (Preservatives) คือวตัถุเจือปนอาหาร เป็นสารเคมีท่ีช่วยยืดอายุการเก็บ
รักษา ช่วยชะลอหรือยบัย ั้งการเจริญเพ่ิมจ านวนและท าลายจุลินทรียท่ี์เป็นสาเหตุการเน่าเสียของ
อาหารได ้

2.2.1 กลไกในการชะลอการเจริญเตบิโตหรือท าลายจุลนิทรีย์ของวตัถุกนัเสีย 
สารวตัถุกนัเสีย (Preservatives) คือสารเคมีหรือของผสมของสารเคมีท่ีใชใ้นการ

ถนอมอาหาร ท าหนา้ท่ียบัย ั้ง หรือท าลายจุลินทรียท่ี์ท าให้อาหารเน่าเสียโดยอาจจะไปออกฤทธ์ิต่อ
อกฤทธ์ิต่อผนังเซลล์ รบกวนการท างานของเอนไซม์หรือกลไกทางพันธุกรรม ( genetic 
mechanism) ในเซลล ์ยงัผลใหจุ้ลินทรียไ์ม่สามารถเพ่ิมจ านวน วตัถุกนัเสียจะท าให้คุณสมบติัของ
ผนังเซลล์เปล่ียนแปลง ส่งผลให้ความสามารถในการยอมให้สารต่างๆ แทรกผ่านผนังเซลล์
เปล่ียนไปเป็นสาเหตุให้เส้นทางอาหารจากภายนอกเซลล์เขา้สู่ภายในเซลลข์องจุลินทรียเ์กิดการ
ขดัขอ้ง ท าให้การเจริญของจุลินทรียต่์างๆ ชะงกัและตายในท่ีสุด วตัถุกันเสียพวกเกลือเบนโซ
เอทหรือเกลือซอร์เบทจะไปเคลือบผนังเซลล ์ท าให้อาหารผ่านเขา้สู่เซลลข์องจุลินทรียไ์ม่ได ้วตัถุ
กนัเสียบางชนิดมีผลต่อกระบวนการสร้างหรือสังเคราะห์ส่วนประกอบของผนังเซลล ์ท าให้ผนัง
เซลลไ์ม่สมบูรณ์และท าใหจุ้ลินทรียต์ายได ้(พุทธรินทร์, 2558) 

2.2.2 ประเภทวตัถุกนัเสีย 
วตัถุกนัเสียท่ีใชใ้นอาหารมี 2 ประเภท คือวตัถุกนัเสียท่ีเป็นสารอินทรียแ์ละวตัถุ

กนัเสียท่ีเป็นสารอนินทรีย ์ตวัท่ีนิยมกนัมากคือ วตัถุกนัเสียท่ีเป็นสารอินทรียพ์วกกรดอ่อนต่างๆ 
เช่น กรดเบนโซอิกและเกลือเบนโซเอท เพราะมีราคาถกูและไม่ท าให้รสชาติอาหารเปล่ียน มกัเติม
ลงในเคร่ืองด่ืมต่างๆ เช่น น ้ าผลไม ้ซอส ผกัดอง แยม เยลล่ี ผลไมแ้ช่อ่ิม และเคร่ืองแกงส าเร็จรูป 
ส าหรับกรดโปรปิโอนิก และเกลือโปรปิโอเนตเหมาะส าหรับใชป้้องกนัการเจริญของเช้ือรา และ
เกิดเมือกหรือยางเหนียวในโด (dough) หรือแป้งขนมปังท่ีผ่านการนวดแลว้ จึงเหมาะท่ีจะใชใ้น
อาหารประเภทขนมปัง เคก้ และเนยแข็งชนิดต่างๆ ส่วนกรดซิตริกเป็นส่วนประกอบของผลไม้
สามารถป้องกนัแบคทีเรียและยสีตไ์ดดี้ เหมาะส าหรับใส่ในเคร่ืองด่ืม น ้ าหวาน น ้ าอดัลม เยลล่ี แยม 
เป็นตน้ (พุทธรินทร์, 2558) 
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วตัถุกนัเสียท่ีเป็นสารอินทรีย ์ส่วนใหญ่จะมีอยูใ่นอาหารตามธรรมชาติหรือเกิดข้ึน
จากระบวนการหมกั เช่น กรดอินทรียแ์ละเกลือของกรดอินทรีย ์มีดงัน้ี 

 
2.2.2.1 สารวตัถุกนัเสียกรดโพรพิโอนิกและเกลือโพรพิโอเนต 

กรดโพรพิโอนิกและเกลือโพรพิโอเนต (Propionic acid and Propionate 
salt; INS No.280) กรดโพรพิโอนิกเป็นกรดอินทรียท่ี์พบตามธรรมชาติในผลไมแ้ละพืชบางชนิด 
เช่น แอปเปิล สตรอเบอร่ี ชา มีสูตรโมเลกุล CH3-CH2-COOH มีกล่ินแรงและกดักร่อน จึงนิยมใช้
เกลือโซเดียมโพรพิโอเนต (Sodiumpropionate; INS No. 281) หรือแคลเซียมโพรพิโอเนต (Calcium 
propionate; INS No. 282) มากกว่าเกลือทั้งสองชนิดน้ีละลายน ้ าไดดี้ Calcium propionate และ
Sodium propionate ใชป้้องกนัเช้ือราและลกัษณะท่ีเป็นเมือกในขนมปังและใชใ้นการควบคุมการ
เจริญของเช้ือราในเนยแข็ง ช็อคโกแลต ผกั ผลไม ้และคุกก้ี โดยการยบัย ั้งเช้ือราของเกลือโพรพิโอ
เนตจะไดผ้ลดีท่ี pH 3.5-4.5 (กรมส่งเสริมอุตสาหกรรม, 2550) 
 

2.2.2.2 สารวตัถุกนัเสียกรดเบนโซอิกและเกลือเบนโซเอต (benzoic acid and 
benzoate salt) 
กรดเบนโซอิก (Benzoic acid; INS No. 210) และเกลือเบนโซเอต เช่น 

โซเดียมเบนโซเอต (Sodium benzoate; INS No. 211) มีโครงสร้างแสดงดงัภาพท่ี 2.4 เป็นสารกนั
เสียท่ีใชเ้พ่ือยบัย ั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย และเช้ือราบางชนิด (พุทธรินทร์, 2558) มีประวติั
การใชม้านานในปี พ.ศ. 2487 (ค.ศ.1875) ไดใ้ชก้รดเบนโซอิกเพื่อทดแทนการใชก้รดซาลิซิลิก กรด
เบนโซอิกน้ีสามารถพบไดต้ามธรรมชาติเช่น ลกูพรุน แครนเบอร่ี อบเชย และกานพล ู(วีรยา, 2558) 

 
 

 
 
 
 

ภาพที่ 2.4 สูตรโครงสร้างของกรดเบนโซอิกและโซเดียมเบนโซเอต  
ท่ีมา : WHO (2005) 
 

ประสิทธิภาพของกรดเบนโซอิกและเกลือเบนโซเอต จะสูงท่ีสุดท่ีช่วง
ความเป็น กรด-ด่าง 2.5-4.0 และจะมีประสิทธิภาพสูงในรูปของกรดท่ีไม่แตกตวัจึงเหมาะท่ีจะใชก้บั
ผลิตภัณฑ์อาหารท่ีมีความเป็นกรดสูง เช่น เคร่ืองด่ืมชนิดต่างๆ น ้ าหวานชนิดต่างๆ น ้ าผลไม้เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เคร่ืองด่ืมท่ีมีแอลกอฮอลเ์ป็นส่วนประกอบ แยม เยลล่ีผกัดองผลไมด้อง น ้ าสลดั ฟรุตสลดัและเนย
เทียม เป็นตน้ ประสิทธิภาพของกรดเบนโซอิกและเกลือเบนโซเอต สามารถยบัย ั้งการเจริญของ
จุลินทรีย ์ซ่ึงมีผลต่อผนังเซลลแ์ละเอนไซมข์องจุลินทรีย ์โดยเบนโซเอตจะไปท าให้กระบวนการ
แทรกซึมของอาหารเขา้ไปในเซลลข์องจุลินทรียผ์ดิปกติ ในขณะเดียวกนัจะยบัย ั้งการสร้างเอนไซม์
บางชนิดและปฏิกิริยาการท างานของเอนไซมท่ี์มีความส าคัญต่อการด ารงชีพของจุลินทรียท์  าให้
จุลินทรียไ์ม่สามารถเจริญต่อไปไดด้งัรายงานผลการยบัย ั้งเช้ือชนิดต่างๆ และช่วง pH ท่ีมีผลต่อการ
ยบัย ั้งเช้ือในตารางท่ี 2.2 (วีรยา, 2558) 
 
ตารางที่ 2.2 ความเขม้ขน้ต ่าสุดของกรดเบนโซอิกท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียแ์ต่ละชนิด 

Microorganism pH 
Minimum inhibitory 

concentration (μg/mL) 
Bacteria, Gram Positive   

Bacillus cereus 6.3 500 
Lactobacillus 4.3-6.0 300-1800 

Listeria monocytogenes 5.6; 4oC, 5.6; 21oC 2000; 3000 
Micrococcus 5.5-5.6 50-100 
Streptococcus 5.2-5.6 200-400 

Bacteria, Gram Negative   
Escherichia coli 5.2-5.6 50-120 
Pseudomonas 6.0 200-480 

Mold   
Aspergillus 3.0-5.0 20-300 

Aspergillusparasiticus 5.5 >4000 
Aspergillusniger 5.0 2000 

Byssochlamysnivea 3.3 500 
Cladosporiumherbarum 5.1 100 

Mucorracemosus 5.0 30-120 
Penicillium 2.6-5.0 30-280 

Penicilliumcitrinum 5.0 2000 
Penicilliumglaucum 5.0 400-500 
Rhizopusnigricans 5.0 30-120 

  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 2.2 (ต่อ)  

Microorganism pH 
Minimum inhibitory 

concentration (μg/mL) 
Yeasts   

Candida krusei - 300-700 
Debaryomyceshansenii 4.8 500 

Hansenula 4.0 180 
Pichiamembranefaciens - 700 

Rhodotorula - 100-200 
Saccharomyces bayanus 4.0 330 
Zygosaccharomycesbailii 4.8 4500 
Zygosaccharomycesrouxii 4.8 1000 

ท่ีมา: Chipley (1993); EI-Gazzar and Marth (1987); EI-Shenawy and Marth (1988); Jermini 
andSchmidt-Lorenz (1987); Marwan and Nagel (1986); Roland et al. (1984) (อา้งโดย   
วีรยา, 2558) 
 

ส าหรับอนัตรายท่ีจะไดรั้บจากกรดเบนโซอิกและเกลือเบนโซเอตนั้น โดยทัว่ไป
แลว้จะค่อนขา้งปลอดภยั แต่ก็พบว่าท าใหเ้กิดอาการแพไ้ด ้โดยเฉพาะคนท่ีมีประวติัเป็นโรคภูมิแพ ้
จากการศึกษาทดลองพบว่าความเป็นพิษของกรดเบนโซอิกและเกลือเบนโซเอตจดัอยู่ในประเภท
พิษปานกลางถา้ไดรั้บในปริมาณน้อยจะไม่ท าให้เกิดการสะสมข้ึนในร่างกาย เน่ืองจากร่างกายมี
กลไกในการขจดัความเป็นพิษของกรดเบนโซอิกและเกลือเบนโซเอต แต่ถา้ไดรั้บในปริมาณท่ีสูง
จะท าใหร้ะคายเคืองต่อกระเพาะอาหาร ท าให้เกิดอาการคล่ืนไส้อาเจียน ปวดทอ้ง ทอ้งเสีย อาการ
เลือดตกใน อมัพาต ท าใหป้ระสิทธิภาพการท างานของตบัและไตลดลงหรืออาจส่งผลถึงขั้นพิการ
ได ้และถา้ไดรั้บเกิน 500 มิลลิกรัม ต่อน ้ าหนักตวั 1 กิโลกรัม อาจเสียชีวิตได้ ถา้ไดรั้บสารน้ีเป็น
เวลานานอาจท าใหเ้กิดการก่อกลายพนัธุแ์ละทารกในครรภม์ีรูปวิปริตได ้(พุทธรินทร์, 2558; วีรยา, 
2558) กรดเบนโซอิกและเกลือเบนโซเอตแมจ้ะช่วยขดัขวางการเจริญของจุลินทรียท่ี์ท าให้อาหาร
เน่าเสีย แต่ในขณะเดียวกนัก็จะท าให้สีของอาหารเปล่ียนไปรวดเร็วข้ึน และอาจท าให้รสชาติของ
อาหารผดิปกติจนรู้สึกได ้ดงันั้นจึงตอ้งใชใ้นปริมาณท่ีต ่ามาก หรือาจใชร่้วมกบัวตัถุกนัเสียอ่ืน (กรม
ส่งเสริมอุตสาหกรรม, 2550) 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.2.2.3 สารวตัถุกนัเสียกรดซอร์บิคและเกลือซอร์เบต (Sorbic acid and Sorbate 
salt) 
กรดซอร์บิค (Sorbic acid; INS No. 200) และเกลือซอร์เบต เช่น       

โปแตสเซียมซอร์เบต (Potassium sorbate; INS No. 202) เป็นวตัถุกนัเสียท่ีใชเ้ติมลงไปในผลิตภณัฑ์
อาหารประเภทต่างๆ เพื่อช่วยยดือายกุารเก็บ (Shelf Life) ของผลิตภณัฑใ์หย้าวนานข้ึน กรดซอร์บิก
จะขดัขวางการเจริญของยีสต์ รา และจุลินทรียห์ลายชนิดโดยขดัขวางการท าหน้าท่ีของเอนไซม์
ซลัฟ์ไฮดริล (sulfhydryl) บางชนิด กรดน้ีมีความเสถียรมากถึงแมจ้ะมีพนัธะคู่ในโมเลกุล และ
สามารถยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียไ์ด ้โดยไมม่ีผลต่อกล่ิน รสชาติหรือโครงสร้างของอาหาร นิยม
ใช้ในอาหารหลายประเภทมีความเป็นกรด pH ประมาณ 6.5 เช่นเนย เนยแข็งเนยเทียม ชีส 
(cheese)ไวน์ (wine) ผกัและผลไม ้(กรมส่งเสริมอุตสาหกรรม, 2550) รวมไปถึงขนมปังท่ีใชผ้งพ ู
และผลิตภณัฑเ์บเกอร่ี เช่น เคก้ ส่วนผสมของเคก้ พาย  พายฟิลล่ิง (pie filling) โดนัท (Saranraj and 
Geetha, 2011)   

โปแตสเซียมซอร์เบตมีคุณสมบติัละลายน ้ าไดดี้ ท าหน้าท่ีในการขดัขวาง
หรือยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียไ์ดจ้ากการละลายและแตกตวัของโปแตสเซียมซอร์เบตเป็นกรด
ซอร์บิคซ่ึงกรดซอร์บิคท่ีได้เป็นสารย ับย ั้งการเจริญของจุลินทรีย์ ส่วนการแตกตัวตัวของ          
โปแตสเซียมซอร์เบตไปเป็นกรดซอร์บิคข้ึนอยู่กบัค่า pH ในวตัถุดิบหรืออาหาร ดงัแสดงในภาพท่ี 
2.5 จากกราฟแสดงผลท่ี pH 3.5 โปแตสเซียมซอร์เบตสามารถแตกตวัเป็นกรดซอร์บิคไดม้ากกว่า  
90% ในขณะท่ี pH >5.0 ความสามารถในการแตกตวัต ่ากว่า 40% ดงันั้น ค่า pH ของอาหารจึงมี
ความส าคญัต่อการใชโ้ปแตสเซียมซอร์เบตท่ีส่งผลต่อแตกตวัเป็นกรดซอร์บิคไดดี้ในช่วง pH  เป็น
กรดท่ีค่า pH <4.75 ซ่ึงเป็นช่วงท่ีแตกตวัไดม้ากกว่า 50% จึงมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งจุลินทรียไ์ด้
เพ่ิมข้ึน (Livestock, 2002; Hawkins Watts Limited, 2009 และ Dharmadhikari, 2014) 

 
 
 
 

 
 
 
 

ภาพที่ 2.5 กราฟแสดงค่า pH ท่ีมีต่อผลต่อการแตกตวัของโปแตสเซียมซอร์เบต เป็น กรดซอร์บิค 
ท่ีมา : Hawkins WattsLimited (2009) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ปริมาณการใช้ (Dosage) กรดซอร์บิคหรือ เกลือซอร์เบตในอาหารอยู่
ในช่วง 0.001– 0.1 % และปริมาณสูงสุดท่ีอนุญาตให้ใชใ้นผลิตภณัฑ์ โดยให้ใชอ้ย่างเดียวหรือใช้
ร่วมกบัวตัถุกนัเสียอ่ืนๆ ไดไ้ม่เกิน 0.1% (1000 ppm) (ส านกังานคณะกรรมการอาหารและยา, 2547) 

ICMSF (1996) ได้รายงานการศึกษาอิทธิผลของการใช้วตัถุกันเสีย 
(Preservative) กบัเช้ือ B. cereus โดยใช ้ 0.26% Sorbic acid ท่ี pH 5.5 หรือ 0.39% Potassium 
sorbate ท่ี  pH  6.6 ใน Rice Filling สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ B. cereus ไดด้งันั้น งานวิจยัน้ีจึง
ไดท้ าการศึกษาอิทธิผลของการใชโ้ปแตสเซียมซอร์เบตท่ีโรงงานอุตสาหกรรมนิยมใชใ้นการผลิต
ไสข้นมต่างๆ ซ่ึงตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เร่ืองขอ้ก  าหนดการใชว้ตัถุเจือปนอาหาร (ฉบบั
ท่ี 281-2547) อนุญาตใหเ้ติมในผลิตภณัฑไ์ด ้ไม่เกิน 1000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  

 

2.3 การปนเป้ือนเช้ือจุลินทรีย์ในสังขยาใบเตย (Microbial Contaminate) 
สังขยาใบเตย จัดเป็นผลิตภัณฑ์พร้อมบริโภค และอยู่ในกลุ่มเส่ี ยงสูงท่ีจะก่อโรค

(Potentially hazardous) เน่ืองจากมีลกัษณะท่ีมีความช้ืนสูง ค่า Water Activity (aw) ประมาณ 0.96-
0.97 ค่าของแข็งละลายน ้ า ประมาณ 36-38oBrix ค่าความเป็นกรดด่าง (pH) ประมาณ 6.3-6.5 จึงท า
ให้มีอายุการเก็บรักษาสั้น กระบวนการผลิตท่ีระดับพาสเจอไรซ์จึงมีโอกาสเกิดการปนเป้ือน
เช้ือจุลินทรียช์นิดก่อโรค เช่น S. aureus, B. cereus เป็นตน้ 

 
2.3.1 เช้ือจุลินทรียใ์นอาหาร 

บทบาทของจุลินทรียท์  าใหอ้าหารเน่าเสีย และท าใหอ้าหารเป็นพิษเป็นท่ีทราบกนั
อยูท่ัว่ไป อนัตรายจากเช้ือจุลินทรียท่ี์ท าใหเ้กิดอาการอาหารเป็นพิษเป็นส่ิงท่ีตอ้งใหค้วามส าคญัมาก 
เน่ืองจากอนัตรายประเภทอ่ืนๆในการผลิตอาหาร เช่นอนัตรายจากสารเคมี (สารพิษตกคา้ง ยาฆ่า
แมลง เป็นตน้) อนัตรายทางกายภาพ (ส่ิงปลอมปนต่างๆ เศษกรวด ดิน แกว้) มีขอบเขตจ ากดั ใน
การก่อใหเ้กิดปัญหาต่อผูบ้ริโภคสามารถตรวจสอบไดด้ว้ยตวัเอง แต่การบริโภคอาหารท่ีปนเป้ือน
โดยเช้ือจุลินทรียอ์าจส่งผลกระทบต่อผูบ้ริโภคอย่างแพร่หลายและพิษท่ีเกิดข้ึนอาจรุนแรงถึงขั้น
เสียชีวิตได ้โดยจุลินทรียใ์นอาหาร (Microorganism in foods) สามารถแบ่งจุลินทรียเ์หล่าน้ีออกเป็น  
4 กลุ่มดงัน้ี (อดิศร, 2538) 

1. จุลินทรียท่ี์ตอ้งการให้มีอยู่ในผลิตภัณฑ์ (desirable organisms ) จุลินทรีย์
ดงักล่าวมกัเติมลงในผลิตภณัฑเ์พ่ือใหเ้กิดกล่ินรสท่ีตอ้งการ เช่น การเติมยีสต์ เพ่ือผลิตแอลกอฮอล์
และคาร์บอนไดออกไซดใ์นเคร่ืองด่ืมหรือขนมปัง การใชเ้ช้ือราในการบ่มเนยแข็งหรือไสก้รอกบาง
ชนิดการเติมเช้ือแบคทีเรียแลกติกในการหมกัเน้ือสตัวต่์างๆและผลิตภณัฑน์มหมกั เป็นตน้ 

2. จุลินทรียท่ี์ใชเ้ป็นดชันีบ่งช้ีถึงคุณลกัษณะ (indicator organisms)  จุลินทรีย์
กลุ่มน้ีไม่จดัว่าเป็นจุลินทรียท่ี์ก่อใหเ้กิดโรค แต่มกัใชเ้ป็นตวับ่งช้ีว่าอาจมีการปนเป้ือนของเช้ือโรคเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ล าไสใ้นผลิตภณัฑ ์โดยจุลินทรียก์ลุ่มน้ีมีแหล่งท่ีมาจากล าไส้ของคนและสัตวซ่ึ์งไดแ้ก่ Coliforms, 
faecal Coliforms, Enterobacteria และ E. coli 

3. จุลินทรียท่ี์ก่อให้เกิดโรค (pathogenic organism ) เป็นกลุ่มของจุลินทรียท่ี์
ก่อใหเ้กิดโรคกบัผูบ้ริโภค ซ่ึงผูบ้ริโภคไดรั้บประทานอาหารท่ีมีเช้ือเหล่าน้ีปนเป้ือนอยู่ในปริมาณ
มาก พอท่ีจะก่อให้เกิดโรคแลว้ผูบ้ริโภคจะเกิดอาการผิดปกติในร่างกาย เช่น คล่ืนไส้ อาเจียน 
ทอ้งเสีย เป็นตน้ เช้ือจุลินทรียท่ี์อยูใ่นกลุ่มน้ีมีทั้งแบคทีเรีย ยสีต ์รา ไวรัส พาราสิต เป็นตน้ 

4. จุลินทรียท่ี์ก่อให้เกิดการเน่าเสีย (spoilage organism) จุลินทรียใ์นกลุ่มน้ีมกั
เจริญไดดี้ในผลิตภณัฑแ์ละเม่ือจุลินทรียด์งักล่าวเจริญในปริมาณมากแลว้จะท าใหเ้กิดกล่ินรส ซ่ึงไม่
เป็นท่ียอมรับของผูบ้ริโภคจุลินทรียก์ลุ่มน้ีไม่จดัว่าเป็นเช้ือโรคอาหารเป็นพิษ แต่ถา้พบว่ามีปริมาณ
มากในอาหาร เมื่อผูบ้ริโภคน าไปรับประทานแลว้อาจเกิดทอ้งเสียได ้

 

2.4 Bacillus cereus 
Bacillus cereus  เป็นแบคทีเรียกลุ่มท่ีสร้างสปอร์ สามารถพบไดใ้นอาหารหลากหลายชนิด 

และเป็นสาเหตุท่ีท าให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ สามารถสร้างสปอร์ท่ีทนความร้อน ความแห้งแลง้ 
และสามารถมีชีวิตรอดจากการปรุงอาหาร (cooking) และการจดัเก็บในท่ีท่ีแห้ง เมื่ออาหารท่ี
ปนเป้ือนสปอร์ของเช้ือ B. cereus จัดเก็บในช่วงอุณหภูมิอนัตราย (temperature danger zone) 
สามารถงอกและเพ่ิมจ านวน สร้างสารพิษและเป็นสาเหตุท่ีท าให้ผูบ้ริโภคป่วยอาหารเป็นพิษได ้
(ICMSF, 1996 and NZFSA, 2010) โรคอาหารเป็นพิษมีลกัษณะอาการ 2 ชนิด คือ Diarrheal 
syndrome เป็นชนิดท่ีก่อใหเ้กิดอาการชา้ ท าใหเ้กิดอาการทอ้งเสีย และ Emetic syndrome เป็นชนิด
ท่ีก่อใหเ้กิดอาการเร็ว และท าใหอ้าเจียน (Granum and Baird-Parker, 2000)  

 
2.4.1 ลกัษณะของเช้ือ Bacillus cereus 

Bacillus cereus เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างเป็นท่อน ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลาง 
1.0-1.2 µm  ความยาว 3.0-5.0 µm สร้างสปอร์และเคล่ือนท่ีไดส้ามารถเจริญไดท้ั้งท่ีมีอากาศและไม่
มีอากาศ (Facultative aerobe) สามารถสร้างสารพิษ (toxin) ท่ีทนต่อความร้อนได ้เจริญไดดี้ท่ี
อุณหภูมิปานกลาง อุณหภูมิท่ีเหมาะสมคือ 30 - 40oC ช่วงอุณหภูมิท่ีสามารถเจริญท่ีอุณหภูมิ 4-55oC 
ช่วงค่า pH ท่ีสามารถเจริญ คือ 4.5- 9.5 และช่วง pH ท่ีเหมาะสม คือ pH 6-7  มีค่า water activity (aw) 
ต  ่าสุด (ดว้ยเกลือแกง) ท่ีเช้ือน้ีเจริญไดคื้อ 0.93  (ICMSF,1996) 

 
2.4.2 การก่อโรคและการระบาด 

การก่อโรคของเช้ือชนิดน้ีมี 2 ลกัษณะ คือ อาการทอ้งเสีย (Diarrheal syndrome) 
และอาการอาเจียน (Emetic syndrome) ซ่ึงอาการท่ีพบมกัแสดงอาการอยู่นานประมาณ12- 24 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ชัว่โมง ไม่ส่งผลกระทบระยะยาว สามารถหายเองได ้โดยสามารถสรุปอาการเปรียบเทียบ 2 อาการ 
ไดด้งัตารางท่ี 2.3 

 
ตารางที่ 2.3 สรุปลกัษณะอาการก่อโรคอาหารเป็นพิษ ของเช้ือ Bacillus cereus 

ลกัษณะ 
อาการทอ้งเสีย  

(Diarrheal syndrome) 
อาการอาเจียน  

(Emetic syndrome) 
ระยะเวลาฟักตวั 8 – 16 ชัว่โมง 0.5 – 6 ชัว่โมง 
ระยะเวลาแสดงอาการ 12 - 24 ชัว่โมง 6 – 24 ชัว่โมง 
ปริมาณของเช้ือ (Dose) 105 – 107 (total cells) 105 – 108 (per g. viable cells) 
ต  าแหน่งท่ีสร้างสารพิษ สร้างในล าไสเ้ลก็ของ host สร้างในอาหาร 
อาการ ปวดเกร็งช่องทอ้ง ถ่ายอุจจาระ

เป็นน ้ า 
คล่ืนไสอ้าเจียน วิงเวียน  
คร่ันเน้ือคร่ันตวั 

ท่ีมา : Kramer and Gilbert (1989) ; ICMSF (1996) ; NZFSA (2010) 
 

การระบาดของโรคอาหารเป็นพิษจากเช้ือ B. cereus พบไดท้ัว่โลกเช่น ในญ่ีปุ่น 
พบอาการอาเจียน 1877 คร้ัง จากการปนเป้ือนในนมโรงเรียน  นอร์เวย ์พบอาการทอ้งเสีย 20 คร้ัง 
จากซุปปลาท่ีท าให้เย็นลงอย่างไม่เหมาะสมและพบมากกว่า 200 คร้ัง จากซอสวานิลลาท่ีมีการ
จดัเก็บท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นระยะเวลานาน   เดนมาร์ก พบอาการทอ้งเสีย มากกว่า 200 คร้ัง จากขา้วท่ี
มีเน้ือสตัวด์ว้ย   สเปน พบอาการทอ้งเสีย 13 คร้ัง จากบะหม่ีปรุงสุก ท่ีกระบวนการท าบะหม่ีท าให้
เย็นลงไม่เหมาะสมนิวซีแลนด์ พบ 5 คร้ัง จากแพนเค้กท่ีเกิดจากอุณหภูมิและการจัดเก็บไม่
เหมาะสม และ 27 คร้ัง จาก Sovoury rice, potato, mashed pumpkin (NZFSA, 2010) 

ในประเทศไทย ในปีพ.ศ. 2547 พบการระบาดของเช้ือ B. cereus จากการบริโภค
นมพาสเจอไรส์ของนักเรียนโรงเรียนประถมศึกษาในจังหวัดนครปฐม 2 แห่ง ในวันท่ี 18 
พฤศจิกายน 2547 โรงเรียนแห่งแรกคือโรงเรียนวดัหวา้เอน มีผูป่้วยจ านวน 16 ราย ซ่ึงมีอาการปวด
ท้อง ถ่ายเหลว คล่ืนไส้ อาเจียน และโรงเรียนวัดโพรงมะเด่ือมีผูป่้วยทั้ งส้ิน 24 รายมีอาการ
เช่นเดียวกบัผูป่้วยจากโรงเรียนวดัหวา้เอน ซ่ึงเมื่อท าการเก็บตวัอย่างอุจจาระโดยท า Rectal swab 
เก็บตวัอยา่งถุงนมท่ีเหลือหลงัการด่ืมนมสดพาสเจอไรส์ท่ียงัไม่เปิดถุงน ้ าแข็งท่ีใชแ้ช่ถุงนม และท า
การ swab ตูเ้ยน็ ผลตรวจจากห้องปฏิบัติการโรงพยาบาลนครปฐมพบว่า พบเช้ือ B. cereus ใน
ตัวอย่างน ้ าแข็งท่ีใช้แช่นมและถุงนม ซ่ึงจากการสอบสวนพบว่า ในช่วงบ่ายของทุกวัน
ผูป้ระกอบการจะขนส่งนมสดพาสเจอไรส์บรรจุถุงพลาสติกขนาด 200 มิลลิลิตร ไปส่งท่ีโรงเรียน
ก่อนรับประทาน 1 วนั จากนั้นโรงเรียนได้จัดเก็บนมทั้งหมดในตู้เย็น เช้าวนัรุ่งข้ึนจึงแจกให้
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นกัเรียนด่ืม ซ่ึงสภาพตูเ้ยน็ท่ีใชใ้นการจดัเก็บนมท่ีมีความเยน็ไม่เพียงพอ อาจท าให้นมเน่าเสียเป็น
เหตุใหเ้กิดอาการป่วยดงักล่าวได ้(กลุ่มระบาดวิทยา , 2547 อา้งโดย เสาวคนธ,์ 2551) 

ในปีพ.ศ. 2552 พบการระบาดของเช้ือ B. cereus จากการบริโภคไข่และหมูพะโล้
ของเด็กนักเรียนจากโรงเรียนอนุบาลเอกชนแห่งหน่ึงในกรุงเทพมหานคร ในวนัท่ี 18 ธนัวาคม 
2552 พบเด็กอนุบาล 20 กว่าราย เขา้รับการรักษาท่ีโรงพยาบาล ดว้ยอาการอาเจียน ปวดทอ้ง ผูป่้วยท่ี
ยนืยนัคือผูป่้วยท่ีมีอาการเขา้ข่ายกบัผูป่้วยสงสยัร่วมกบัผลการเพาะเช้ือจากอุจจาระหรือจากอาเจียน
พบเช้ือ B. cereus โดยอาการป่วย คือ อาเจียน (ร้อยละ 100) ปวดทอ้ง (ร้อยละ 59) ถ่ายเหลว (ร้อยละ 
31) และไข ้(ร้อยละ 26) นอกจาการน้ีจากผลการส่งตวัอยา่งอาเจียน อุจจาระ และอาหารท่ีสงสัย พบ
เช้ือ B. cereus ในอาเจียน 3 ตวัอยา่งจาก 6 ตวัอยา่ง และพบเช้ือน้ีจากน ้ าพะโลท่ี้เป็นอาหารกลางวนั
ของนักเรียน ดงันั้น การระบาดในคร้ังน้ีน่าจะมีสาเหตุจากเช้ือ B. cereus ชนิดท่ีท าให้อาเจียน 
(emetic toxin) ท่ีปนเป้ือนในไข่และหมพูะโล ้ซ่ึงมีสาเหตุมาจากหลายปัจจยั เช่นการการเก็บอาหาร
ในตูเ้ยน็ เน่ืองจากเปิดตูเ้ยน็บ่อยอาจท าให้อุณหภูมิไม่เหมาะสมในการเก็บอาหาร การเก็บและการ
ใชอุ้ปกรณ์เดียวกนัระหว่างอาหารท่ีปรุงสุกแลว้รวมกบัอาหารสด การผึ่งเคร่ืองใชใ้นครัวเอาไวใ้น
บริเวณท่ีมีฝุ่ นมาก การพกัอาหารท่ีปรุงสุกแลว้เป็นเวลานานก่อนเสิร์ฟ นอกจากน้ียงัมีการปรุง
อาหารโดยแม่ครัวท่ีมีอาการทางระบบทางเดินอาหาร หั่นอาหารท่ีปรุงสุกแลว้ เช่น ไข่ต้ม และ
อาหารชนิดอ่ืนๆ ท่ีพร้อมบริโภค เช่น แตงโม ขนมปัง โดยไม่ใส่ถุงมือ (กรมควบคุมโรคติดต่อ 
OSIR, 2555) 

ส่วนรายงานการเกิดโรคอาหารเป็นพิษท่ีเก่ียวขอ้งกบัสังขยาใบเตยนั้น ในปีพ.ศ. 
2556  มีรายงานอาหารเป็นพิษจากการบริโภคขนมปังสงัขยา เป็นนกัเรียนโรงเรียนอนุบาลแห่งหน่ึง 
เขตบางพลดั กรุงเทพมหานคร จ  านวน 166 ราย โดยมีผูป่้วย 22 ราย ต้องเข้ารับการรักษาตัวท่ี
โรงพยาบาล โดยทุกรายมีอาการคล่ืนไส ้อาเจียน ปวดมวนทอ้งถ่ายเหลว ไม่มีไข ้จากการสอบถาม
ครูและนักเรียน พบการบริโภคขนมปังสังขยามีรสเปร้ียว และมีกล่ินเหม็น ผลการตรวจทาง
หอ้งปฏิบติัการ ในตวัอยา่งขนมปังสงัขยา พบเช้ือ S. aureus  และตรวจเช้ือทางทวารหนักของผูป่้วย 
24 ราย พบเช้ือ  S. aureus  4 ราย  ดงันั้น ขนมปังสงัขยาจึงอาจเป็นสาเหตุให้อาหารเป็นพิษดงักล่าว 
(ส านกัระบาดวิทยา, 2556) 

 

2.5 งานวจิยัที่เกี่ยวข้อง 
NZFSA (2007) รายงานการส ารวจคุณภาพทางจุลินทรียข์องผลิตภณัฑ์เบเกอร่ี 69 ร้าน ซ่ึง

จากการเก็บตวัอย่างเบเกอร่ีทั้งหมด 250 ชนิดตวัอย่าง (126 ในฤดูร้อน และ 124 ในฤดูหนาว) มี
คุณภาพทางจุลินทรียอ์ยู่ในเกณฑ์คุณภาพอาหารพร้อมบริโภค (Food standards Australia New 
Zealand, 2001) เมื่อเปรียบเทียบกบัมาตรฐานอาหาร Australia New Zealand guidelines พบว่า 217 
ใน 250 ตวัอยา่ง (86.8%) มีคุณภาพทางจุลินทรียดี์อยูใ่นเกณฑ์การยอมรับ และ 33 ตวัอย่าง พบเช้ือ เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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E. coli, B. cereus, coagulase-positive staphylococci และ Salmonella spp. อยู่ในเกณฑ์เฝ้าระวงั 
ประกอบดว้ย 24 ตวัอยา่ง (9.6%) มีคุณภาพพอใชห้รือค่อนขา้งต ่า 6 ตวัอยา่ง (2.4%) อยู่ในเกณฑ์ไม่
พอใจ และ 3 ตัวอย่าง (1.2%) มีแนวโน้มเกิดอนัตรายต่อผูบ้ริโภค (ไส้ครีม 1 ตวัอย่าง และไส้
คสัตาร์ดครีม 2 ตวัอย่าง) คือ พบเช้ือ B. cereus สูง (>104 CFU/g) โดยผลการตรวจวิเคราะห์ใน
ตวัอยา่งจากฤดูร้อนหรือฤดูหนาวไม่มีความแตกต่างกนั 

จากผลการส ารวจคุณภาพทางจุลินทรียข์องผลิตภณัฑ์เบเกอร่ีของ NZFSA (2007) 250 
ตวัอย่าง มีไส้ครีม 126 ตวัอย่าง ไส้คสัตาร์ดครีม 120 ตวัอย่าง และ 4 ตวัอย่างผสมทั้งไส้ครีมและ
คสัตาร์ดโดยพบว่าไส้ครีมส าหรับสอดไส้ในผลิตภณัฑ์เบเกอร์ร่ี 126 ตวัอย่าง พบ E. coli  อยู่ใน
ระดบัท่ีไม่พอใจ 2 ตวัอย่าง(1.6%) และพบหน่ึงตวัอย่าง (0.8%) มีแนวโน้มท่ีก่อให้เกิดความไม่
ปลอดภยัจากเช้ือ B. cereus ส่วนตวัอยา่งไสค้สัตาร์ดครีมส าหรับสอดไส้ในผลิตภณัฑ์เบเกอร์ร่ี  120 
ตวัอย่างพบว่า 3 ตวัอย่าง (2.6%) อยู่ในระดบัท่ีไม่พอใจ และพบ 2 ตวัอย่าง (1.7%) มีแนวโน้มท่ี
ก่อใหเ้กิดความไม่ปลอดภยัจากเช้ือ B. cereus 

Valero et al. (2002) ไดส้ ารวจและแยกเช้ือ B. cereus จากผกัสดและอาหารแช่เยน็ท่ีผ่าน
กระบวนการนอ้ยท่ีมีส่วนประกอบของผกั พบว่าในพริกไทย พบ B. cereus 11 ตวัอยา่งจากทั้งหมด         
11 ตวัอยา่ง แตงร้านพบ 3 ตวัอยา่งจากทั้งหมด 9 ตวัอย่าง มะเขือเทศพบ 9 ตวัอย่างจากทั้งหมด 10 
ตวัอย่าง หัวหอมใหญ่พบ 1 ตวัอย่างจากทั้งหมด 7 ตวัอย่าง แครอทพบ 3 ตวัอย่างจากทั้งหมด 7 
ตวัอย่าง และในแตงกวาพบ 2 ตวัอย่างจากทั้งหมด 6 ตวัอย่าง ทั้งน้ีเม่ือน าสปอร์ของ B. cereus ท่ี
แยกได้จากผกัดงักล่าวมาหาค่าการทนความร้อนท่ี  90oC พบว่าสปอร์ของ B. cereus ท่ีพบใน 
พริกไทยแตงร้านมะเขือเทศหัวหอมใหญ่และแตงกวามีค่า D90 เท่ากบั 4.4 – 21.2 นาที 4.3 – 5.4 
นาที 1.5 – 2.3 นาที 6.6 นาที และ 3.5 นาที ตามล าดบั และเม่ือท าการส ารวจหาเช้ือ B. cereus ใน
อาหารแช่เย็นท่ีผ่านกระบวนการน้อยท่ีมีส่วนประกอบของผกัคือ gazpacho พบ B. cereus               
2 ตวัอย่างจาก 9 ตวัอย่าง salmorejo พบ B. cereus  4 ตวัอย่างจาก 9 ตวัอย่าง และ ajoblanco พบ     
B. cereus 1 ตวัอย่างจาก 4 ตวัอย่าง ซ่ึงสปอร์ของ B. cereus ท่ีพบใน gazpacho, salmorejo และ 
ajoblanco มีค่า D90  เท่ากบั 1.4 – 5.5 นาที 2.8 – 6.4 นาที และ 5.1นาที ตามล าดบั ซ่ึงแสดงให้เห็นถึง
ความหลากหลายของ B. cereus ท่ีแยกไดจ้ากผกัชนิดต่างๆ ซ่ึงมีค่าการทนความร้อนต่างกนั  

ส านกัอนามยั (2557) ไดจ้ดัท าโครงการกรุงเทพฯ เมืองอาหารปลอดภยั ภายใตแ้ผนพฒันา
กรุงเทพฯ พ.ศ. 2556-2559  โดยท าการสุ่มเก็บตวัอย่างอาหารพร้อมบริโภค 4 ประเภท โดยมีกลุ่ม
อาหารปรุงสุกหรืออาหารผา่นกรรมวิธีเก็บรักษา ซ่ึงมีขนมปังมีไสแ้ละไม่มีไส้ส่งตรวจวิเคราะห์หา
เช้ือชนิดก่อโรค โดยกลุ่มตวัอยา่งขนมปังกลุ่มมีไส้หรือไม่มีไส้ อาจผสมวตัถุอ่ืนท่ีไม่มีอนัตรายต่อ
สุขภาพ เช่น ลกูพรุน ลกูเกด ช็อกโกแลต จากผลการตรวจวิเคราะห์ทั้งหมด 220 ตวัอย่าง พบว่าไม่
ผ่านเกณฑ์มาตรฐาน 2 ตวัอย่าง คิดเป็น 0.9%โดยพบทั้งกลุ่มมีไส้กบัไม่มีไส้ กลุ่มละ 1 ตวัอย่าง 
ไดแ้ก่ ขนมปังไสส้งัขยา และขนมปังแผน่ โดยตรวจพบการปนเป้ือนเช้ือ  S. aureus 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



บทที ่3 

การด าเนินการวจิัย 
 
3.1 เช้ือจุลนิทรีย์ที่ใช้ทดสอบ 

เช้ือแบคทีเรีย  B. cereus ท่ีแยกไดจ้ากสงัขยาใบเตย ซ่ึงไดรั้บความอนุเคราะห์ในการยืนยนัสาย
พนัธุเ์ช้ือบริสุทธ์ิจากส านกัคุณภาพความและปลอดภยัอาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์กระทรวง
สาธารณสุข 
 
3.2 วตัถุดิบที่ใช้ในการท าสังขยาใบเตย 

(ท่ีมา : ดดัแปลงจาก Food Travel, 2011 ครัวบา้นพิมพ,์ 2553 และ Thai Dessert Recipes, 2012) 
3.2.1 กะทิพาสเจอไรส์ ตรา ชาวเกาะ    45%  
3.2.2 น ้าตาลทราย ตรา มิตรผล    22%    
3.2.3 ไข่ไก่สด ตรา ซีพี และเบทาโกร   13.8% 
3.2.4 น ้าใบเตยสด (อตัราส่วน ใบเตยต่อน ้ า 1:1)  10% 
3.2.5 แป้งขา้วโพด ตรา คนอร์    4.7%  
3.2.6 แป้งสาลี ชนิดแป้งเคก้ ตรา พดัโบก   4.5%  
3.2.7 โปแตสเซียมซอร์เบต    0.04% และ 0.07% 

 
3.3 อาหารเลีย้งเช้ือและส่วนประกอบที่ใช้ในการวเิคราะห์เช้ือ 

3.3.1 Agar  (Bacto, USA) 
3.3.2 Baird Paker base medium (Difco, USA) 
3.3.3 Beef extract  (Difco, USA) 
3.3.4 Brilliant green lactose bile broth (BGLB) (Oxoid, USA) 
3.3.5 Brain heart infusion (BHI) broth (Merck, Germany) 
3.3.6 Bismuth sulfite agar (BS) (Merck, Germany) 
3.3.7 Cooked meat medium (Difco, USA) 
3.3.8 Dextrose (Difco, USA) 
3.3.9 Dichloran glycerol (DG18)  agar  base (Oxoid, USA) 
3.3.10 D (+) glucose (Carlo Erba Reagent, Italy) 
3.3.11 Glycine (Merck, Germany) 
3.3.12 Glycerol (Merck, Germany) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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3.3.13 EC broth (Merck, Germany) 
3.3.14 Hektoenenteric agar (HE) (Oxoid, USA) 
3.3.15 Lactose broth (LB) (Oxoid, USA) 
3.3.16 Lauryl tryptosebroth (Oxoid, USA) 
3.3.17 Levine’s eosin-methylene  blue (L-EMB) agar (Oxoid, USA) 
3.3.18 Lysine-indole-motility (LIM) medium (Merck, Germany) 
3.3.19 Lysozyme (Merck, Germany) 
3.3.20 Mannitol egg yolk- polymyxin agar (MYP) (Difco, USA) 
3.3.21 Nutrient  agar  ( NA )    (Oxoid, USA) 
3.3.22 Proteose peptone (Bacto, USA) 
3.3.23 Plate count  agar (Oxoid, USA) 
3.3.24 Peptone (Difco, USA) 
3.3.25 Rappaport -vassiliadis (Merck, Germany) 
3.3.26 Rabbit plasma (Merck, Germany) 
3.3.27 Trypticase peptone (Tryptone) (Difco, USA) 
3.3.28 Phytone peptone (soytone) (Difco, USA) 
3.3.29 Tetrathionate broth (Oxoid, USA) 
3.3.30 Triple sugar iron (TSI) Agar (Merck, Germany) 
3.3.31 Trypticasesoy agar (TSA) (Difco, USA) 
3.3.32 Trypticase soy broth  (TSB) (Difco, USA) 
3.3.33 Trypticasesoy-sheep blood agar (TSSBA)  (Oxoid, USA) 
3.3.34 Xylose lysine deoxycholate agar (XLD) (Oxoid, USA) 
3.3.35 Yeast extract (Oxoid, USA) 

 
3.4 สารเคมทีี่ใช้ในการวเิคราะห์เช้ือ 

3.4.1 Ammonium sulfate (NH4)2SO4) (Carlo Erba Reagent, Italy) 
3.4.2 Brilliant green dye, sterile (Merck, Germany) 
3.4.3 Calcium chloride (CaCl2) (Carlo Erba Reagent, Italy) 
3.4.4 Copper sulphatepenta-hydrate  (CuSO4.5H2O) (Carlo Erba Reagent, Italy) 
3.4.5 D-cycloserine (Merck, Germany) 
3.4.6 Ferrous sulfate heptahydrate  (FeSO4. 7H2O) (Merck, Germany) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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3.4.7 Ferric ammonia citrate (Carlo Erba Reagent, Italy) 
3.4.8 Iodine, resublimed (I2) (Merck, Germany) 
3.4.9 Lithium chloride 6H2O (Carlo Erba Reagent, Italy) 
3.4.10 Manganese sulfate monohydrate (MnSO4 H2O) (Merck, Germany) 
3.4.11 Manganese chloride tetrahydrate (MnCl2.4H2O) (Merck, Germany) 
3.4.12 Magnesium sulfate (MgSO4) (Merck, Germany) 
3.4.13 Malachite green (APS, Australia) 
3.4.14 Polymyxin B solution (Difco, USA 
3.4.15 Potassium dihydrogen orthophosphate (KH2PO4 ) (Merck, Germany) 
3.4.16 Potassium iodide (KI) (Merck, Germany) 
3.4.17 Potassium nitrate (KNO3) (Merck, Germany) 
3.4.18 Potassium tellurite (Merck, Germany) 
3.4.19 Safranin O (Scharlau, Spain) 
3.4.20 Sodium chloride (NaCl) (Merck, Germany) 
3.4.21 Sodium hydroxide (NaOH) (Merck, Germany) 
3.4.22 Sodium metabisulfite (Merck, Germany) 
3.4.23 Sodium pyruvate (Merck, Germany) 
3.4.24 Zinc sulfate heptahydrate  (ZnSO4.7H2O) (Carlo Erba Reagent, Italy) 
3.4.25 น ้ากลัน่หรือ น ้ ากรอง (ประเทศไทย) 
3.4.26 เอทธานอล(95%Ethanol)  (องคก์รสุราสรรพสามิต, ประเทศไทย) 

 
3.5 เคร่ืองมอื 

3.5.1 ตูบ่้มเพาะเช้ือ (Incubator) 25, 30oC และ 35oC (Memmert, Germany) 
3.5.2 เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือ (Autoclave) 121oCModel SS-245 

และ ES315 
(Tomy, Japan)  

3.5.3 เคร่ืองชั่งดิจิตอล (Balance) 2 ต าแหน่ง  รุ่น 
DRAGON 3002 

(Mettler-Toledo, Switzerland)  

3.5.4 อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) (Memmert, Germany) 
3.5.5 ตูป้ลอดเช้ือ (Laminar Flow) (Boss Tech, Thailand) 
3.5.6 ตูอ้บลมร้อน (Hot Air Oven) (Heraeus, Germany) 
3.5.7 เคร่ืองผสมสารละลายในหลอดทดลอง (Vortex mixer) (Scientific Industries, USA) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.5.8 เคร่ืองวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH Meter) (INOLAB, Germany) 
3.5.9 เคร่ืองวดัค่าความหวาน (Refractometer) รุ่น N-2E : 

28-62% Brix 
(ATAGO, Japan) 

3.5.10 เคร่ืองวดัอุณหภูมิ (Thermometer) (Delta Trak, USA) 
3.5.11 ตูเ้ยน็ (Refrigerator) (Mitsubishi, Japan) 
3.5.12 กลอ้งจุลทรรศน์ (Microscope) (Nikon, Japan) 
3.5.13 เคร่ืองบดป่ันอาหาร (Blender) (TefalMixblend, Thailand) 
3.5.14 เคร่ืองตีผสมอาหาร (Stomacher) (IUL-Masticator, Spain) 
3.5.15 ไมโครเวฟ (Electrolux, Thailand) 
3.5.16 นาฬิกาจบัเวลา (Canon, Japan) 

3.5.17 เคร่ืองกวนขนาดเลก็ (Kajiwara Table Top Mixer) (KR-Mini, Japan) 
 
3.6 อุปกรณ์ 

3.6.1 จานเพาะเช้ือ (Petri dishes) ขนาด 90 x 15 มิลลิเมตร 
3.6.2 ปิเปตขนาด  1, 5  และ  10  มิลลิลิตร 
3.6.3 ขวดแกว้ใส่อาหารเล้ียงเช้ือ 
3.6.4 หลอดทดลองมีฝาปิด  
3.6.5 กระบอกใส่เพลท และกระบอกใส่ปิเปต 
3.6.6 แท่งแกว้งอ  
3.6.7 บีกเกอร์แกว้ขนาด 250 มิลลิลิตร 
3.6.8 บีกเกอร์พลาสติกมีหู ขนาด 1 และ 2 ลิตร 
3.1.1 กระบอกตวง ขนาด 100 และ 250 มิลลิลิตร 
3.1.2 ตะเกียงแอลกอฮอล ์
3.1.3 ตะแกรงใส่หลอดทดลอง  
3.1.4 ห่วงและเข็มเข่ียเช้ือ  
3.1.5 แผน่สไลด ์
3.1.6 กระบอกน ้ ากลัน่ 
3.1.7 ชอ้นตกัสาร 
3.1.8 ตะกร้อมือ 
3.1.9 กะละมงัและหมอ้สเตนเลส 
3.1.10 ทพัพีสเตนเลส 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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3.1.11 ผา้ขาวบางและตะแกรงกรองสเตนเลส 
 
3.7 สถานที่ด าเนินการทดลอง 

หอ้งปฏิบติัการสุขาภิบาลอาหาร (Food Sanitation Laboratory)  คณะอุตสาหกรรมเกษตร 
สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั 
 

3.8 ระยะเวลาที่ท าการทดลอง 
กรกฎาคม 2556 – พฤษภาคม 2558 
 

3.9 วธิีการทดลอง 
การทดลองแบ่งออกเป็น 4 ขั้นตอน ดงัน้ี 
3.9.1 ขั้นตอนที่ 1 ท าการสุ่มเก็บตวัอยา่งวตัถุดิบทุกชนิดท่ีใชใ้นการผลิตและสุ่มเก็บตวัอย่าง

สงัขยาใบเตย ในโรงงานอุตสาหกรรมขนาดเล็กแห่งหน่ึงในภาคกลาง มาท าการตรวจ
วิเคราะห์เช้ือจุลินทรีย ์ดงัน้ี 
3.9.1.1 ตรวจวิเคราะห์เช้ือจุลินทรียใ์นวตัถุดิบทุกชนิดท่ีใชใ้นการผลิตสงัขยาใบเตย 

วตัถุดิบท่ีใชใ้นการผลิตสงัขยาใบเตย แบ่งเป็น 2 กลุ่ม ดงัน้ี 
1.1)  กลุ่มท่ีมีความเส่ียงสูง คือ กลุ่มท่ีมีค่าความช้ืนและค่า Water activity สูง 

ไดแ้ก่ กะทิพาสเจอไรส์ ไข่ไก่สด และใบเตยสด ท าการสุ่มตวัอย่างมา
อยา่งละ 20 รุ่นการผลิต 

1.2)  กลุ่มท่ีมีความเส่ียงต ่า คือ กลุ่มท่ีมีค่าความช้ืนและค่า Water activity ต ่า 
ได้แก่ แป้งข้าวโพด แป้งสาลีชนิดเค้ก และน ้ าตาลทราย ท าการสุ่ม
ตวัอยา่งมาอยา่งละ 10 รุ่นการผลิต 

3.9.1.2 รายการตรวจวิเคราะห์เช้ือจุลินทรียแ์บ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มช้ีบ่งคุณภาพ (Food 
quality indicator) และช้ีบ่งความปลอดภยัอาหาร (Food safety indicator)โดย
รายการของเช้ือจุลินทรียท์  าการตรวจตามขอ้ก าหนด(Standard) ของวตัถุดิบ
นั้นๆ ดงัแสดงในตารางท่ี 3.1 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 3.1 รายการตรวจวิเคราะห์เช้ือจุลินทรียใ์นวตัถุดิบ 

ชนิดวตัถุดิบ 
รายการท่ีตรวจวิเคราะห์ 

ขอ้ก  าหนดอา้งอิง 
Food Quality Food Safety 

1. กะทิพาสเจอ
ไรส์ 

Aerobic Plate 
Count (APC), 
Yeasts & Molds, 
Coliforms 

Salmonella spp.,  
Staphylococcus 
aureus, Clostridium 
perfringens 

มอก. 582-2531 

2. ไข่ไก่สด APC, Coliforms, 
Escherichia coli 

Salmonella spp.,  
S. aureus 

กรมปศุสตัว ์2551 : 
ไข่ Non pasteurized 

3. ใบเตยสด APC, E. coli Salmonella spp.,  
S. aureus,  
B. cereus, 
C. perfringens 

กรมวิทยาศาสตร์กา
รแพทย ์2553 : 1.5 

4. แป้งขา้วโพด APC, Yeasts & 
Molds, E. coli 

Salmonella spp., 
 S. aureus,  
B. cereus 

มอก. 637-2529 

5. แป้งสาลีชนิด
เคก้ 

APC, Yeasts & 
Molds, 
Coliforms, 
E. coli 

Salmonella spp.,  
S. aureus, B. cereus 

มอก.373-2524 

6. น ้าตาลทราย Yeasts & Molds,  
E. coli 

Salmonella spp.,  
S. aureus,  
B. cereus,  
C. perfringens 

มอก. 56-2552และ
กรมวิชาการเกษตร 
(2556) 

 
3.9.1.3 ท าการตรวจวิเคราะห์เช้ือจุลินทรียใ์นวตัถุดิบแต่ละชนิดตามรายการในข้อ

3.9.1.2 โดยน าตวัอยา่งมาท าการตรวจวิเคราะห์ ดงัน้ี  
(1) Aerobic Plate Count (APC) ชัง่ตวัอย่าง 50 กรัมโดยวิธีปราศจากเช้ือ 

(Aseptic  technique)  เติม  Butterfield’s phosphate buffered (BPB) ลงไป  
450  มิลลิลิตร  ผสมให้เขา้กนัโดยใช ้ stomacher  นาน  2 นาที ท าการเจือ
จางลงคร้ังละ 10 เท่า จนไดค้วามเจือจางท่ีเหมาะสม  (ประมาณ10-1 – 10-6)

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ท าการตรวจวิเคราะห์ดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ   Plate  Count  Agar โดยวิธี pour 
plate น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35oC เป็นเวลา 48 ชั่วโมง  ตามวิธีการของ 
Compendium of  Method for The Microbiological Examination of  Foods 
Chapter 7: 2001 

(2) Yeasts and Molds (Y&M) ชัง่ตวัอย่าง 50 กรัมโดยวิธีปราศจากเช้ือ 
(Aseptic  technique) เติม 0.1% peptone water ลงไป 450 มิลลิลิตร ผสมให้
เขา้กนัโดยใช ้stomacher นาน 2 นาที ท าการเจือจางลงคร้ังละ 10เท่า จนได้
ความเจือจางท่ีเหมาะสมท าการตรวจวิเคราะห์ด้วยอาหารเล้ียงเช้ือ
Dichloran 18% glycerol (DG 18) agar โดยวิธี pour  plate บ่มท่ีอุณหภูมิ 
25oC เป็นเวลา 5  วนัตามวิธีการของ BAM (Online) Chapter  18: 2001  

(3) Coliforms & Escherichia coli  ชัง่ตวัอย่าง 50 กรัม โดยวิธีปราศจากเช้ือ  
(Aseptic technique)  เติม BPB ปริมาตร  450  มิลลิลิตร  ผสมใหเ้ขา้กนัโดย 
stomacher นาน 2 นาที ท าการเจือจางลงคร้ังละ 10 เท่า (10:90) จนไดค้วาม
เจือจางท่ีเหมาะสม ใชปิ้เปตท่ีฆ่าเช้ือดูดสารละลายตวัอย่าง 1 มิลลิลิตรใส่
ในหลอดอาหารเล้ียงเช้ือ Lauryl Tryptose (LST)  broth  ท่ีมีหลอดดกัก๊าซ 
(durham tube) โดยใส่ความเจือจางละ 3 หลอดๆ ละ 1 มิลลิลิตร โดยท า
อย่างน้อย 3 ความเจือจางท่ีต่อเน่ืองกนั (เช่น10-1 – 10-3) บ่มเพาะเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 35oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง อ่านผลแก๊สท่ีเกิดแต่ถา้ไม่มีแก๊สเกิดข้ึน
ให้บ่มต่ออีก 24 ชัว่โมง ท าการยืนยนั Coliformsโดยใช ้loop ถ่ายเช้ือจาก
หลอด LST broth ใส่ลงใน Brilliant green  lactosebile (BGLB) broth 
จ  านวน 1 loop ต่อ 1 หลอดแลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35oC เป็นเวลา 48 
ชัว่โมง อ่านผลหลอดท่ีมีแก๊ส  ส่วน E. coli  ท าการถ่ายเช้ือจากหลอด LST 
brothโดยใช ้loop ใส่ใน EC broth จ  านวน 1 loop ต่อ 1 หลอด น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 45.5oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ใน Water bath  อ่านผลหลอดท่ีมีแก๊ส
หากไม่มีแก๊สเกิดข้ึนให้น าไปบ่มต่อให้ครบ 48 ชัว่โมงและใช ้ loop ถ่าย
เช้ือจาก EC broth มา streak ลงบนผิวหน้าของ Levine’ s eosin-methylene  
blue (EMB) agar  บ่มท่ีอุณหภูมิ 35oC เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมงโดย E. coli 
บน EMB agar โคโลนีจะมีสีม่วงด าเป็นมนัวาวปนสีเขียว (metallic  sheen) 
หรือโคโลนีสีม่วงด าท าการตรวจวิเคราะห์ตามวิธีการของ BAM (Online)  
Chapter  4 : 2013  
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(4) Staphylococcus aureus  ชัง่ตวัอยา่ง 50 กรัมโดยวิธีปราศจากเช้ือ (Aseptic 
technique) เติม BPB ปริมาตร 450 มิลลิลิตร  ผสมให้ขา้กนัโดย stomacher 
นาน 2 นาที ท าการเจือจางลงคร้ังละ 10 เท่า (10:90) จนไดค้วามเจือจางท่ี
เหมาะสมใชปิ้เปตท่ีฆ่าเช้ือดูดสารละลายตวัอย่างอาหารท่ีระดบัความเจือ
จางต่างๆ ใส่ในหลอดอาหาร Tryptic Soy Broth (TSB) ท่ีเติม 10%NaCl
และ 1%Sodium  pyruvate โดยใส่ความเจือจางละ 3 หลอดๆ ละ 1 
มิลลิลิตร ท าอย่างน้อย 3 ความเจือจางท่ีต่อเน่ืองกัน และน าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 35oC เป็นเวลา 48+ 2 ชัว่โมง หลงัจากนั้นเขย่าตวัอย่างให้เขา้กนั
โดยใช ้vortex แลว้จึงใชl้oop ถ่ายเช้ือจากหลอดTSB ท่ีเติม 10%NaCl และ 
1%Sodium  pyruvate ท่ีมีความขุ่นมา streak  ลงบนผิวหน้าท่ีแห้งของ
อาหารเล้ียงเช้ือ Baird – Parker medium (BP) จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  
35oC เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ท าการตรวจวิเคราะห์ตามวิธีการของ BAM 
(Online) Chapter 12: 2001   

(5) Salmonella spp. ท าการชัง่ตวัอยา่ง 25 กรัม โดยวิธีปราศจากเช้ือ (Aseptic  
technique)  เติมอาหารเล้ียงเช้ือ lactose broth (LB) ลงไป  225 มิลลิลิตร 
ผสมให้เข้ากัน ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 60+5  นาที (1 ชั่วโมง)  
แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  35oC เป็นเวลา  24 + 2ชัว่โมง  กรณีไข่ไก่ตอก 
(ไข่เหลว) ชัง่ไข่ไก่ตอก 25  กรัม 15 คร้ัง โดยวิธีปราศจากเช้ือ (Aseptic 
technique) รวมกนัให้ไดป้ริมาณ 375 กรัม ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็น
เวลา 96 + 2 ชัว่โมง จากนั้นเติมอาหารเล้ียงเช้ือTrypticase (tryptic) soy 
broth (TSB) supplemented with ferroussulfate ลงไป 3,375  มิลลิลิตร 
ผสมให้เขา้กนั ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา  60 + 5  นาที น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 35oC เป็นเวลา 24 + 2  ชัว่โมง หลงัจากนั้นใชปิ้เปตถ่ายเช้ือจาก
อาหาร LB หรือ TSB supplemented with ferrous sulfate 1 มิลลิลิตร ใส่ใน
อาหารเล้ียงเช้ือ Tetrathionate broth (TT) น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35oC เป็น
เวลา 24 + 2  ชัว่โมง และใชปิ้เปตถ่ายเช้ือจากหลอดอาหาร LB หรือ TSB  
supplemented  with  ferrous sulfate 0.1  มิลลิลิตร ใส่ในอาหารเล้ียงเช้ือ 
Rappaport – assiliadis (RV) น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 42oC (ใน water  bath) 
เป็นเวลา 24+2  ชั่วโมงท าการตรวจวิเคราะห์ตามวิธีการของ BAM 
(Online) Chapter  5 : 2014 
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(6) Bacillus cereus ชั่งตัวอย่าง 50 กรัมโดยวิธีปราศจากเช้ือ (Aseptic  
technique) เติม BPB ปริมาตร 450 มิลลิลิตร  ผสมใหเ้ขา้กนัโดย stomacher 
นาน 2 นาที ท าการเจือจางลงคร้ังละ10 เท่า (10:90) จนไดค้วามเจือจางท่ี
เหมาะสมปิเปตตวัอย่างท่ีความเจือจางต่างๆ (10-1 – 10-3) 0.1 มิลลิลิตร ใส่
บนผวิหนา้ท่ีแห้งของอาหารเล้ียงเช้ือ Mannitol Egg Yolk Polymyxin agar 
(MYP) เกล่ียตวัอยา่งดว้ยแท่งแกว้งอท่ีปราศจากเช้ือ จนกระทัง่ผวิหนา้ของ
อาหารแหง้ ท าระดบัความเจือจางละ 2 Plate แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  30oC
เป็นเวลา 24 ชัว่โมงท าการตรวจวิเคราะห์ตามวิธีการของ BAM (Online) 
Chapter 14 : 2012   

(7) Clostridium perfringens ชั่งตัวอย่าง 50 กรัม โดยวิธีปราศจากเช้ือ 
(Aseptic technique) เติม 0.1%peptone water ลงไป 450 มิลลิลิตร ผสมให้
เขา้กนัโดยใช ้stomacher นาน 2 นาที ท าการเจือจางลงคร้ังละ 10 เท่า 
(10:90) ปิเปตตวัอยา่งท่ีท าการเจือจางแลว้ 0.1 มิลลิลิตร ใส่ลงบนผิวหน้าท่ี
แหง้ของอาหารเล้ียงเช้ือ Tryptose Sulfite Cycloserine egg yolk (TSC-EY) 
agar แลว้เกล่ียดว้ยแท่งแกว้งอ (spread ) ท่ีปราศจากเช้ือจนผิวหน้าอาหาร
เล้ียงเช้ือแห้ง (ประมาณ 5 นาที) เททบัหน้าอาหารเล้ียงเช้ือดว้ย Tryptose 
Sulfite Cycloserine (TSC) agar ปริมาตร 10 มิลลิลิตร รอใหอ้าหารท่ีเททบั
หน้าแข็งตวั น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35oC เป็นเวลา 20-24  ชั่วโมง ภายใต้
สภาวะไร้ออกซิเจน (ใน  anaerobic jar หรือ anaerobic incubator) ท าการ
วิเคราะห์ตวัอยา่งความเจือจางละ 2 ซ ้าและท าการส ารองเช้ือ (back-up)โดย
ใชปิ้เปตดูดตวัอยา่งจาก 0.1%peptone water ซ่ึงมีความเจือจางท่ี 1:10 (10-1)  
มา 2  มิลลิลิตรใส่ในหลอดอาหาร Cooked meat medium (modified) ท่ี
ผ่านการตม้ไล่อากาศแลว้ 3 - 4 หลอดและน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35oC เป็น
เวลา 24 - 48  ชัว่โมงแลว้ใช ้loop  ถ่ายเช้ือจาก Cooked meat mediumแต่ละ
หลอดมา  Streak  ลงบน  TSC – EY agar  น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  35oC เป็น
เวลา 20 - 24 ชัว่โมง ภายใตส้ภาวะไร้ออกซิเจน(ใน anaerobic jar หรือ
anaerobic incubator) ท าการตรวจวิเคราะห์ตามวิธีการของ BAM (Online) 
Chapter  16 : 2001   

3.9.1.4 การตรวจวิเคราะห์ปริมาณของสปอร์ B. cereus ในวตัถุดิบ  
น าวตัถุดิบท่ีตรวจพบเช้ือชนิดท่ีสร้างสปอร์ เช่น ใบเตย ท่ีตรวจพบ B. cereus 
มาท าการตรวจหาปริมาณสปอร์โดยการใหค้วามร้อน (Heat Shock) ท่ี 80 องศา
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เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที โดยน าใบเตยสด 50 กรัม ใชก้รรไกรปลอดเช้ือตดั
ใบเตยแบบหยาบใส่ในถุงพลาสติกปลอดเช้ือ แลว้เติม Butterfield’s phosphate  
buffered ปริมาตร 450 มิลลิลิตรผสมให้เขา้กนัโดย stomacher นาน 2 นาที ใช ้
ปิเปตดูดตวัอยา่งส่วนใสมา 10 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองปิดฝาให้สนิท น า
หลอดทดลองไปใหค้วามร้อน (Heat Shock) ใน Water Bath ท่ีตั้งอุณหภูมิไวท่ี้
80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และน ามาแช่เยน็ในน ้ าท่ีมีน ้ าแข็งอย่าง
รวดเร็ว นาน 2 นาที น าไปตรวจวิเคราะห์เช้ือ B. cereus ตามวิธีการในข้อ 
3.9.13 (6) ใชอ้าหารเล้ียงเช้ือ Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar (MYP) ท า
การตรวจวิเคราะห์ควบคู่กบัตวัอยา่งใบเตยสดท่ีไม่ไดน้ าไปใหค้วามร้อน (Heat 
Shock) แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

3.9.1.5 การตรวจยนืยนัสายพนัธุจุ์ลินทรียก่์อโรค 
ท าการเก็บสายพนัธุ์จุลินทรียก่์อโรคท่ีพบในตวัอย่างวตัถุดิบ เช่น S. aureus,   
B. cereus, Salmonella spp. และ C. perfringens เก็บในอาหาร Nutrient Agar 
slant แลว้ท าการส่งวินิจฉัยสายพนัธุ์เช้ือท่ีส านักคุณภาพความและปลอดภัย
อาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์กระทรวงสาธารณสุข 

3.9.1.6 ตรวจวิเคราะห์เช้ือจุลินทรียส์งัขยาใบเตย 
(1) ท าการสุ่มเก็บตวัอยา่งสงัขยาใบเตยในโรงงานขนาดเล็กแห่งหน่ึงในภาค

กลาง มาท าการตรวจวิเคราะห์เช้ือจุลินทรียโ์ดยการตรวจวิเคราะห์เช้ือ
อา้งอิงมาตรฐานตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบบัท่ี 364 พ.ศ. 2556 
เร่ือง มาตรฐานอาหารดา้นจุลินทรียท่ี์ท าให้เกิดโรค และ มผช. 527/2547 
เร่ือง สังขยา โดยมีกระบวนการผลิตตามภาพท่ี 3.1 ท่ีแสดงขั้นตอนการ
ผลิตสังขยาใบเตย และบรรจุใส่ถุงพลาสติกปลอดเช้ือขณะร้อน ขนาด     
5 กิโลกรัม โดยท าการเก็บตวัอยา่งสงัขยาใบเตย ท่ีผลิตใน 1 วนั มาวนัละ 
1 รุ่นการผลิตๆ ละ3 ถุง จ  านวน 20 รุ่นการผลิต 

(2) น าตัวอย่างส่งห้องปฏิบัติการโดยทันที เพื่อตรวจวิเคราะห์ ตามช่วง
ระยะเวลาจดัเก็บ โดยทางโรงงานก าหนดอายขุองไสท่ี้ 2 วนั ดงัน้ี  

2.1) ตวัอยา่งหลงัการผลิต และพกัเยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง นาน 2-4 ชัว่โมง 
คือ ตวัอยา่งท่ี 0  วนั 

2.2) ตวัอยา่งท่ีจดัเก็บ ณ อุณหภูมิหอ้ง 24 ชัว่โมง คือตวัอยา่งท่ี 1 วนั 
2.3) ตวัอยา่งท่ีจดัเก็บ ณ อุณหภูมิหอ้ง 48 ชัว่โมง คือตวัอยา่ง ท่ี 2 วนั 
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(3) น าตวัอยา่งมาตรวจวิเคราะห์เช้ือกลุ่มช้ีบ่งคุณภาพ (Food Quality) ไดแ้ก่ 
Aerobic Plate Count (APC), Yeasts & Molds, Coliforms และ E. Coli 
และกลุ่มจุลินทรียก์ลุ่มช้ีบ่งความปลอดภยัอาหาร (Food Safety) ไดแ้ก่             
S. aureus, Salmonella spp., B. cereus และ C. perfringens ตามขั้นตอน
วิธีการตามขอ้ 3.9.1.3 

3.9.1.7 การตรวจยนืยนัสายพนัธุจุ์ลินทรียก่์อโรคท าการเก็บสายพนัธุจุ์ลินทรียก่์อโรคท่ี
พบในตวัอยา่งอาหารซ่ึงมีลกัษณะเฉพาะของเช้ือ B. cereus ไดจ้ากการทดสอบ
ในข้อ 3.9.1.5 ท าการ Steak ลงอาหาร Nutrient Agar slant แลว้ท าการส่ง
วิ นิ จ ฉั ยส า ยพัน ธุ์ เ ช้ื อ ท่ี ส านั ก คุณภ าพและคว า มปลอ ดภั ย อ าหา ร 
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์เพ่ือน าเช้ือบริสุทธ์ิท่ีไดม้าทดลองต่อในขั้นถดัไป 

3.9.1.8 การวางแผนการทดลอง และวิจารณ์ผลในขั้นตอนท่ี 1 น้ี เพ่ือตรวจสอบความ
เส่ียงในการพบเช้ือ B. cereus ในวตัถุดิบท่ีใช้ผลิตและในสังขยาใบเตยวาง
แผนการทดลองแบบสุ่มในบลอคสมบูรณ์ Randomized Complete Block 
Design (RCBD) โดยให ้Lot ของวตัถุดิบ เป็นบลอ็ก 
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ภาพที่ 3.1 ขั้นตอนการผลิตสงัขยาใบเตย 
ท่ีมา : ดดัแปลงจากครัวบา้นพิมพ ์(2553) และ Thai Dessert Recipes  

 

กวนส่วนผสมในหมอ้กวนแบบ 2 ชั้น (Steam Jacket Mixing)  

ค่อยๆ เติมแป้งขา้วโพด แป้งสาลี ลงไป กวนตลอดเวลา 

กรองผา่นตะแกรงตาถ่ี หรือผา้ขาวบาง 

ไอน ้า 100-

110oC, ความดนั 

3.0-4.0 Bar 

 กวนอยา่งต่อเน่ืองจนไดส้งัขยาท่ีเน้ือเนียนขน้หนืดตามตอ้งการ 

บรรจุขณะร้อนใส่ถุงพลาสติกและซีลให้สนิทหรือกระปุกพลาสติก

ปิดฝาใหส้นิท 

ปล่อยใหเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง (30-32oC) ประมาณ 2-4 ชัว่โมง 

ช่ังวตัถุดิบส่วนผสม 
- กะทิพาสเจอร์ไรส์  45 % 
- น ้าตาลทรายขาว  22 % 
- ไข่ไก่ทั้งฟอง  14 % 
- น ้าคั้นใบเตย   10 % 

- แป้งขา้วโพด  5% 

- แป้งเคก้   4% 

 

เทกะทิ และน ้ าใบเตยลงไปและกวนใหเ้ขา้กนั 

ใชต้ะกร้อตีผสมไข่และน ้ าตาลใหเ้ขา้กนั 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.9.2 ขั้นตอนที่ 2 ศึกษาระยะเวลาในการความร้อนท่ีอุณหภูมิ Water bath 95oCท่ีใชใ้นการ
ผลิตสงัขยาใบเตย ท่ีมีผลต่อการเหลือรอดของเซลลแ์ละสปอร์ของเช้ือ B. cereus ท่ีระดบั
ปริมาณเช้ือตามท่ีตรวจพบในขอ้ 3.8.1.2 (3-4 log CFU/g) และปริมาณเช้ือในระดับ 
Worst Case (6 log CFU/g) ในการผลิตสงัขยาใบเตยดงัน้ี 
3.9.2.1 การเตรียมเช้ือ 

3.9.2.1.1 การเตรียมเซลลข์องเช้ือ B. cereus 
(1) น าเช้ือ B. cereus ท่ีท าการคัดแยกได้จากข้อ 3.9.1.5 มาท าการ

เพาะเล้ียงในอาหาร Trypticase Soy Agar (TSA) Slant บ่มท่ีอุณหภูมิ 
30oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เก็บรักษาไวใ้นตูเ้ยน็ อุณหภูมิ 4oC จนกว่า
จะน ามาใชง้าน 

(2) ท าการถ่ายเช้ือ 1 ลูป จากข้อ 3.9.2.1.1 (1) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ 
Tryticase Soy Broth (TSB) 10 มิลลิลิตร เพาะเล้ียงเช้ือในตู ้บ่มท่ี
อุณหภูมิ 30oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

(3) ตรวจนับจ านวนเช้ือเร่ิมต้น โดยท าการเจือจางด้วย Butterfied’s 
phosphate buffer ให้มีความเข้มขน้ท่ีเหมาะสม และ Spread plate 
โดยใชอ้าหารเล้ียงเช้ือ Trypticase Soy Agar (TSA) ระดบัความเจือ
จางละ 2 plate บ่มท่ี 30oC เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจนับจ านวน
โคโลนีจะได้ปริมาณเช้ือ B. cereus เร่ิมต้นท่ี 108 – 109 เซลล์ต่อ
มิลลิลิตร 

3.9.2.1.2 การเตรียมสปอร์ของเช้ือ B. cereus 
(1) น าเช้ือ B. cereus ท่ีไดจ้ากขอ้ 3.9.2.1.1 (1) ท าการถ่ายเช้ือ 1 ลปู ลงใน

อาหารเล้ียงเช้ือ  Fortified Nutrient Agar (FNA) Slant (ทศัพร, 2558) 
เพาะเล้ียงเช้ือในตูบ่้มท่ีอุณหภูมิ 30oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เติมน ้ ากลัน่
ปลอดเช้ือ 10 มิลลิลิตร ใชลู้ปปลอดเช้ือขูดเช้ือให้ละลายในน ้ ากลัน่
น าสปอร์ท่ีไดใ้นหลอดน ้ ากลัน่ปลอดเช้ือมาให้ความร้อนท่ี 80oC เป็น
เวลา 10 นาที เพื่อท าลายเซลลป์กติ (El-Nourand Hammad, 2013) 

(2) ตรวจนับจ านวนสปอร์เร่ิมตน้โดยน า Spore suspension ท่ีไดจ้ากขอ้ 
3.9.2.1.2 (1) มาท าการเจือจางดว้ย Butterfied’s phosphate buffer ให้
มีความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม และ Spread plate โดยใชอ้าหารเล้ียงเช้ือ 
Trypticase Soy Agar (TSA) ระดบัความเจือจางละ 2plate บ่มท่ี 30oC 
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เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตรวจนบัจ านวนโคโลนีจะไดป้ริมาณสปอร์ของ
เช้ือ B. ceruse เร่ิมตน้ท่ี 108 – 109 เซลลต่์อมิลลิลิตร 

3.9.2.2 ศึกษาระยะเวลาในการให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ Water bath 95oC ท่ีใชใ้นการผลิต
สงัขยาใบเตย ต่อการเหลือรอดของเซลลแ์ละสปอร์ของเช้ือ B. cereus 
3.9.2.2.1 ขั้นตอนการผลิตสงัขยาใบเตย 

(1) ชัง่เตรียมส่วนผสมส าหรับทดสอบท่ี 2 kg/batch ดงัน้ี 
1.1) กะทิพาสเจอร์ไรส์ ตรา ชาวเกาะ   45%  
1.2) น ้าตาลทราย ตรา มิตรผล   22% 
1.3) ไข่ไก่สด ตรา ซีพี และเบทาโกร  13.8%  
1.4) น ้าใบเตยสด (อตัราส่วน ใบเตยต่อน ้ า 1:1) 10%  
1.5) แป้งขา้วโพด ตรา คนอร์   4.7%  
1.6) แป้งสาลี ชนิดแป้งเคก้ ตรา พดัโบก  4.5% 

  
(2) ขั้นตอนการผลิตสงัขยาใบเตย 

2.1) จดัเตรียมตะกร้อมือ ทพัพี ผา้ขาวบาง Blender และกะละมงัส
เตนเลสปลอดเช้ือ 

2.2) ลา้งท าความสะอาดไข่ไก่ และแช่ในแอลกอฮอล์ 70% เป็น
เวลา 1 ชัง่โมง 

2.3) ลา้งท าความสะอาดใบเตยดว้ยน ้ าสะอาด และป้ันรวมกบัน ้ า
กลัน่ปลอดเช้ือ อตัราส่วน 1:1 

2.4) ตอกไข่ไก่ใส่กะละมงั ใชต้ะกร้อตีไข่ และเติมน ้ าตาลทรายลง
ไปคนใหเ้ขา้กนั หลงัจากนั้นเติมกะทิพาสเจอร์ไรส์ และค่อยๆ 
เทแป้งขา้วโพดและแป้งสาลี เติมน ้ าใบเตย และกรองผ่านผา้
ขาวบางปลอดเช้ือใส่กะละมงัสเตนเลส กรณีเติมเช้ือเซลล์
หรือสปอร์ใหเ้ติมหลงักรองผา่นผา้ขาวบางเสร็จ 

2.5) เปิดเคร่ือง Water bath ท่ี 95oC เมื่อเคร่ืองท าอุณหภูมิได้ท่ี 
95oC น ากะละมงัสแตนเลสใส่ส่วนผสมวางดา้นบนให้ไอน ้ า
ใหค้วามร้อน ใชต้ะกร้อมือกวนไปทางเดียวกนัอยา่งสม ่าเสมอ
พร้อมเร่ิมจบัเวลา 

2.6) วดัอุณหภูมิก่ึงกลาง และใช้ทพัพีปลอดเช้ือตักตวัอย่างตาม
ช่วงระยะเวลาท่ีก  าหนด 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.7) จดัเก็บตวัอยา่งใส่ถุงพลาสติก หรือกระปุกพลาสติกปิดสนิท 
3.9.2.2.2 ทดสอบหาระยะเวลาท่ีใช้การผลิตสังขยาใบเตย โดยใชW้ater bath 

ควบคุมอุณหภูมิท่ี 95oC ท าการผลิตสังขยาใบเตย ตามข้อ 3.9.2.2.1 
จนมีความข้นหนืดและวดัค่าของแข็งละลายน ้ าทั้ งหมดอยู่ท่ี 38-
40oBrixใช้เทอร์โมมิเตอร์วดัอุณหภูมิก่ึงกลางหมอ้กวน จดบันทึก
อุณหภูมิทุกๆ 5 นาที ท าซ ้ า  3 คร้ัง เพ่ือให้ได้ระยะเวลาเฉล่ียมา
ก าหนดแผนการทดลองในขั้นต่อไป 

 
3.9.2.3 ทดสอบผลของความร้อนท่ีอุณหภูมิ Water bath 95oC ท่ีใชใ้นการผลิตสังขยา

ใบเตย ต่อการเหลือรอดของเซลล ์และสปอร์ B. cereus ท่ี 2 ระดบัความเขม้ขน้ 
คือท่ีระดบัท่ีตรวจพบตามขอ้ 3.9.1.2 ทั้งเซลล ์และสปอร์ ท่ี 4 log CFU/g  และท่ี
ระดบั Worst Case ทั้งเซลล ์และสปอร์ ท่ี 6 log CFU/g โดยด าเนินการทดสอบ
ดงัน้ี 
(1) น าเซลล์และสปอร์ท่ีเตรียมได้จากขอ้ 3.9.2.1 ตามระดบัความเข้มข้นท่ี

ก  าหนด เติมลงในส่วนผสมไสส้งัขยาใบเตย  และท าการผลิตตามขั้นตอน
ขอ้ 3.9.2.2 จ  านวน 2 kg/batch ใชไ้อน ้ าจาก Water bath ควบคุมอุณหภูมิท่ี 
95oC ให้ความร้อน และใชเ้ทอร์โมมิเตอร์วดัอุณหภูมิก่ึงกลางหมอ้กวน 
จดบนัทึกอุณหภูมิทุกๆ 10 นาที 

(2) สุ่มชกัตวัอย่างทุกๆ 10 นาที โดยชกัตวัอย่างควบคุม (Control) 1 ชุดต่อ
การทดลอง 1 ซ ้ า ก่อนการเติมเช้ือ B. cereus (Control, 0, 10, 20, 30, 40, 
50, 60นาที) วิเคราะห์ควบคู่กนัไปทุกคร้ัง  

(3) น าตวัอย่างมาท าการทดสอบหาค่า pH, วดัค่าของแข็งละลายน ้ าทั้งหมด
และ B. cereus  ตามขั้นตอนขอ้ 3.9.1.3 

(4) ท าผลจากการทดลองในขอ้ (1) - (3) ซ่ึงท า 3 ซ ้า มาหาค่าเฉล่ียดูการเหลือ
รอดของเซลลแ์ละสปอร์ B. cereus 

3.9.2.4 การวางแผนการทดลอง และวิจารณ์ผลในขั้นตอนท่ี 2 น้ีเป็นการศึกษาการเหลือ
รอดของเช้ือ B. cereus ในการผลิตสังขยาใบเตยท่ีอุณหภูมิน ้ า 95oC และเติม
เซลลข์องB. Cereus และสปอร์ของB. Cereus ท่ี 2 ระดบั คือ 4 log และ 6 log 
CFU/g และสุ่มเก็บตวัอย่างทุกๆ 10 นาที  (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 นาที) มา
ทดสอบหาค่า pHค่าของแข็งละลายน ้ า และ B. cereus ท าการทดลอง 3 ซ ้ า เป็น
การวางแผนการทดลองแบบสปลิตพลอตใน RCBD  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.9.3 ขั้นตอนที่ 3 ศึกษาผลของความร้อนท่ีอุณหภูมิ Water bath 95oC ร่วมกับการใช ้       

โปแตสเซียมซอร์เบต (Potassium sorbate) ต่อการยบัย ั้งของเซลล์และสปอร์ของเช้ือ      
B. cereus โดยระยะเวลาสูงสุดท่ีไดจ้ากการทดลอง 3.9.2.3 มาก าหนด ดงัน้ี 
3.9.3.1 ทดสอบใชร้ะดบัความเขม้ขน้ของโปแตสเซียมซอร์เบต ท่ีโรงงานอุตสาหกรรม

ใช ้คือ 0.07% (700 ppm) และท่ีระดบัต ่า คือ 0.04% (400 ppm) เพื่อลดปริมาณ
การใชส้ารวตัถุกนัเสียโดยมีวตัถุดิบคือ กะทิพาสเจอไรส์ ตราชาวเกาะ ท่ีมีการ
เติมโซเดียมเบนโซเอต (Sodium benzoate) ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0.01% (1000 
ppm)  

3.9.3.2 ท าการผลิตตามขั้นตอนในขอ้ 3.9.2.2 จ  านวน 2 kg/batch  ท่ีระยะเวลาสูงสุดท่ีมี
ผลต่อเซลลแ์ละสปอร์ B. cereus คือ 60 นาที และปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ท่ี 0 นาทีท่ี
ระดบั Worst Case ทั้งเซลล ์และสปอร์  (6 log CFU/g) 

3.9.3.3 ทดสอบควบคู่กบัตวัอยา่งควบคุม 4 Treatment คือ  
(1) สงัขยาใบเตยท่ีไม่มีการเติมวตัถุกนัเสียและเช้ือ B. cereus 
(2) สงัขยาใบเตยท่ีมีการเติมเช้ือเซลลห์รือสปอร์ท่ี 6 log CFU/g 
(3) สงัขยาใบเตยท่ีมีการเติมโปแตสเซียมซอร์เบต 0.04%  
(4) สงัขยาใบเตยท่ีมีการเติมโปแตสเซียมซอร์เบต 0.07% 

3.9.3.4 สุ่มชกัตวัอยา่งท่ี 0 (เร่ิมเติม B. cereus) และ 60 นาที (อายุ 0 ชัว่โมง) น าตวัอย่าง
มาท าการทดสอบหาค่า pH, Brix และหาเช้ือ B. cereus 

3.9.3.5 จดัเก็บสงัขยาใบเตยในถุงพลาสติก หรือกระปุกพลาสติกปิดสนิทท่ีอุณหภูมิหอ้ง
ตามอายกุารจดัเก็บท่ี 24, 48, 72, 120 และ 168 ชัว่โมงและหาเช้ือ B. cereus ตาม
อายกุารจดัเก็บดงักล่าว 

3.9.3.6 ท าผลจากการทดลองในขอ้ 3.9.3.1 - 3.9.3.5 ซ่ึงท า 3 ซ ้ า มาหาค่าเฉล่ียดูการ
เหลือรอดของเซลลแ์ละสปอร์ B. cereus 

3.9.3.7 การวางแผนการทดลอง และวิจารณ์ผลในขั้นตอนท่ี 3 น้ีเพ่ือศึกษาการเหลือรอด
ของเช้ือ B. cereus ทั้งเซลลแ์ละสปอร์ (6 log CFU/g) ในการผลิตสังขยาใบเตยท่ี 
95oC ร่วมกบัการเติม Potassium sorbate ท่ี 2 ระดบัความเขม้ขน้ คือ 0.04 และ 
0.07%  สุ่มเก็บตวัอยา่งท่ี 0 และ 60 นาที มาทดสอบหาค่า pH ค่าของแข็งละลาย
น ้ าและ B. cereus และตรวจสอบปริมาณเช้ือ B. cereus ในสงัขยาใบเตยท่ีจดัเก็บ 
ณ อุณหภูมิห้องท่ี 0, 24, 48, 72, 120 และ 168 ชัว่โมงท าการทดลอง 3 ซ ้ า เป็น
การวางแผนการทดลองแบบสปลิตพลอตใน RCBD  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.9.3.8 การทดสอบผล pH ต่อประสิทธิภาพการยบัย ั้งเช้ือของโปแตสเซียมซอร์เบต 
ปริมาณ 0.04% (400 ppm) และ 0.07% (700 ppm) ต่อการยบัย ั้งการเจริญของ
สปอร์ของ B. cereus โดยใชเ้ทคนิค Spread plate สปอร์ของ B. cereus ปริมาตร 
0.1 มิลลิลิตรลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ Trypticase soy agar (TSA) แลว้น าแผ่น 
Antibiotic Assay Disks ท่ีบรรจุสารละลายโปแตสเซียมซอร์เบตปริมาณ 400 
และ 700 ppm ซ่ึงปรับค่า pH ท่ี 4.5, 5.0, 5.5 และ 6 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร วาง
ลงบนเช้ือท่ีเล้ียงไวบ้นอาหาร TSA บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมง 
จากนั้นท าการตรวจสอบดูโซนใสท่ีเกิดข้ึนบริเวณรอบแผ่น Antibiotic Assay 
Disks 
 

3.9.4 ขั้นตอนที่ 4 ทวนสอบ (Validate process) กระบวนการผลิตสงัขยาใบเตย ในอุตสาหกรรม
ขนาดเล็ก โดยใชเ้คร่ืองกวนขนาดเล็ก (Kajiwara Table Top Mixer KR-Mini, Japan) ใช้
แก๊สหุงตม้ LPG ใหค้วามร้อน 

3.9.4.1 การเตรียมวตัถุดิบ ก  าหนดให้เพ่ิมขั้นตอนการแช่ใบเตยในสารละลายคลอรีน 
เขม้ขน้ 50 ppm โดยน าใบเตยมาท าการตดัแต่งโคนไม่ให้มีคราบดินโคลน ลา้ง
ดว้ยน ้ าสะอาดทีละใบ และแช่ดว้ยสารละลายคลอรีน (โซเดียมไฮเปอร์คลอไรด์) 
ความเขม้ขน้ 50 ppm นาน 10 นาที หลงัจากนั้นท าการลา้งดว้ยน ้ าสะอาดก่อน
น าไปป่ันดว้ยเคร่ืองป่ันและคั้นน ้ าใบเตย 

3.9.4.2 ท าการผลิตสงัขยาใบเตย ตามขั้นตอนในขอ้ ขอ้ 3.9.2.2 จ  านวน 5 kg/batch โดย
ใชเ้คร่ืองกวนขนาดเล็ก (Kajiwara Table Top Mixer KR-Mini, Japan) ควบคุม
อุณหภูมิท่ี 100oC ในโรงอุตสาหกรรมขนาดเล็กแห่งหน่ึง ท าการวดัอุณหภูมิ
ก่ึงกลางทุกๆ 10 นาที และชกัตวัอย่างมาวดัค่า pH และค่าความหวานทุกๆ 10 
นาที 

3.9.4.3 การผลิตสังขยาใบเตย โดยให้ความร้อนร่วมกบัการใช้โปแตสเซียมซอร์เบต 
(Potassium sorbate) 0.07% และน าตวัอย่างมาตรวจสอบปริมาณเช้ือ B. cereus  
ตามช่วงอายกุารจดัเก็บ ณ อุณหภูมิหอ้งท่ี 0, 24, 48, 72, 120 และ 168 ชัว่โมง  

3.9.4.4 การวางแผนการทดลอง และวิจารณ์ผลในขั้นตอนท่ี 4 น้ีเพื่อดูผลการเหลือรอด
ของเช้ือ B. cereus ในการผลิตสังขยาใบเตยในอุตสาหกรรมขนาดเล็ก และ
ตรวจสอบปริมาณเช้ือ B. cereusตามช่วงอายกุารจดัเก็บ ณ อุณหภูมิห้องท่ี 0, 24, 
48, 72, 120 และ 168 ชัว่โมงเป็น เป็นการวางแผนการทดลองแบบสปลิตพลอต
ใน RCBD 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที่ 4 

ผลการทดลองและวจิารณ์ 
 

4.1 การตรวจวเิคราะห์เช้ือจุลินทรีย์ ในตวัอย่างวตัถุดิบทุกชนิดที่ใช้ในการผลิตและสังขยาใบเตย 
ที่สุ่มเก็บตวัอย่างจากโรงงานอุตสาหกรรมขนาดเล็กแห่งหน่ึงในภาคกลาง   
 

4.1.1 ผลการตรวจวเิคราะห์เช้ือจุลนิทรีย์ในตวัอย่างวตัถุดิบที่ใช้ในผลติสังขยาใบเตย  
จากการสุ่มเก็บตวัอย่างวตัถุดิบทุกชนิดท่ีใชใ้นการผลิตสังขยาใบเตย มาตรวจวิเคราะห์

เช้ือจุลินทรียก์ลุ่มช้ีบ่งคุณภาพ (Food Quality Indicator) ไดแ้ก่ Aerobic Plate Count (APC), Yeasts & 
Molds, Coliforms และ Escherichia coli และเช้ือจุลินทรียก์ลุ่มช้ีบ่งความปลอดภยัอาหาร (Food Safety 
Indicator) ไดแ้ก่ Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Bacillus cereus และ Clostridium perfringens 
ต าม เ กณฑ์ เ ช้ื อ จุ ลินท รีย์ ท่ี ก  า หนด  ( Standard) ของวัต ถุ ดิ บนั้ น ๆ  เ ช่น  มอก .  มกษ .  ปร ะกาศ
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์ประกาศกรมปศุสัตว ์เป็นตน้ โดยแบ่งวตัถุดิบท่ีใชใ้นการผลิตออกเป็น 2 กลุ่ม 
คือ กลุ่มท่ีมีความเส่ียงสูงท่ีมีค่าความช้ืนและค่า Water activity (aw) สูง ไดแ้ก่ กะทิพาสเจอไรส์ ไข่ไก่สด (ท่ี
ผา่นการลา้งท าความสะอาดและแช่ในสารละลายคลอรีนเขม้ขน้ 20 ppm นาน 5-10 นาที) และใบเตยสด (ท่ี
ตดัแต่งโคนและลา้งท าความสะอาดดว้ยน ้ าประปาพร้อมน าไปใช)้ ท าการสุ่มตวัอย่างมาอย่างละ 20 รุ่นการ
ผลิต และกลุ่มท่ีมีความเส่ียงต ่าท่ีมีค่าความช้ืนและค่า Water activity (aw) ต  ่า ไดแ้ก่ แป้งขา้วโพด แป้งสาลี
ชนิดเคก้ และน ้ าตาลทราย ท าการสุ่มตวัอยา่งมาอยา่งละ 10 รุ่นการผลิต 

จากผลการส ารวจคุณภาพของวตัถุดิบท่ีใช้ในการผลิตสังขยาใบเตย (ตารางท่ี 4.1) พบ
วตัถุดิบ 2 ชนิด ตรวจพบเช้ือชนิดก่อโรค ไดแ้ก่ ใบเตยสด ตรวจพบเช้ือ B. cereus และ S. aureus และไข่ไก่ 
ตรวจพบ Salmonella spp. ส่วนวตัถุดิบอ่ืนๆ ตรวจไม่พบเช้ือจุลินทรียช์นิดก่อโรค โดยผลการตรวจวิเคราะห์
เช้ือจุลินทรียช้ี์วดัคุณภาพในตวัอยา่งวตัถุดิบกลุ่มเส่ียง จ  านวน 20 รุ่นการผลิต ไดแ้ก่ ใบเตยสด ซ่ึงไดจ้ากการ
สุ่มเก็บตวัอยา่งใบเตยท่ีตดัแต่งโคนและลา้งท าความสะอาดดว้ยน ้ าประปาพร้อมน าไปใชใ้นการคั้นน ้ าใบเตย
ส าหรับใชผ้ลิตสังขยาใบเตย ตรวจพบเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมด (Aerobic Plate Count) จ  านวน 20 ตวัอย่าง 
(100%) โดยพบตั้ งแต่ 2.2 x 105 ถึง 8.8 x 106 โคโลนีต่อกรัม ซ่ึงมีปริมาณเกินกว่าเกณฑ์ของ
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์(2553) ก  าหนดไวใ้นอาหารดิบ (ขอ้ 1.5 อาหารพร้อมปรุงหรืออาหารอ่ืนๆ ท่ีมี
อาหารดิบเป็นส่วนประกอบหรือส่วนผสม) ก  าหนดจ านวนจุลินทรียท์ั้งหมด น้อยกว่า 1 x 106 โคโลนีต่อ
กรัม จ  านวน 19 ตวัอย่าง (95%) (ภาคผนวก ค ตารางท่ี ค.1) และใบเตยสด ยงัตรวจพบ E. coli จ  านวน 18 
ตัวอย่า ง  ( 90%) โดยพบตั้ งแต่  3.6 ถึงมากกว่ า  1100 MPN/g ซ่ึงมีปริมาณเกินกว่ า เกณฑ์ของ
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์(2553) ก  าหนดปริมาณ E. coli ในอาหารดิบ (ขอ้ 1.5) ไวน้้อยกว่า 100 MPN/g 
จ  านวน 7 ตวัอยา่ง (35%) (ภาคผนวก ค ตารางท่ี ค.1) สอดคลอ้งกบัรายงานของ พิมพเ์พ็ญและสาทิป (2555) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ท่ีตรวจพบการปนเป้ือนจุลินทรียท์ั้งหมดในใบเตย 7.41 log CFU/g และปริมาณโคลิฟอร์มทั้งหมดในใบเตย 
3.4 log CFU/g  เน่ืองจากใบเตยเป็นพืชคร่ึงบกคร่ึงน ้ า ปลูกไดดี้ตามชายน ้ า มีล  าตน้เต้ียโคนตน้แช่อยู่ในดิน
โคลนแฉะจึงมีโอกาสปนเป้ือนไดสู้ง (NACMCF, 1999 อา้งโดย พิมพเ์พ็ญและสาทิป, 2555) ประกอบกบั
ใบเตยซ่ึงมีพ้ืนผวิสมัผสัมาก ลกัษณะใบเป็นกาบเรียงซอ้นทบักนัท าใหง่้ายต่อการยดึเกาะของจุลินทรีย ์(พิมพ์
เพญ็และสาทิป, 2555) ถึงแมใ้บเตยท่ีน าใชใ้นการผลิตสงัขยาใบเตยท าการตดัแต่งส่วนรากและโคนใบออก
และลา้งท าความสะอาดคราบสกปรกดว้ยน ้ าประปาแลว้ ก็ยงัพบปริมาณจุลินทรียเ์ร่ิมตน้สูงมาก  

ส่วนตวัอยา่งไข่ไก่ ซ่ึงสุ่มเก็บจากไข่ไก่พร้อมน าไปใชผ้ลิตท่ีผ่านการลา้งท าความสะอาด
และแช่ในสารละลายคลอรีนเขม้ขน้ 20 ppm นาน 5-10 นาที ตรวจพบจุลินทรียท์ั้งหมดจ านวน 20 ตวัอย่าง 
(100%) โดยพบตั้งแต่ 70 ถึง 1.4 x 104 โคโลนีต่อกรัม พบเช้ือกลุ่ม Coliforms จ  านวน 10 ตวัอย่าง (50%) 
โดยพบตั้งแต่ 3.6 ถึง 93 MPN/g และตรวจไม่พบ E. coli ในตวัอย่าง 1 กรัม ในทุกตวัอย่าง ซ่ึงเป็นไปตาม
เกณฑ์ของกรมปศุสัตว ์(2551)  เร่ือง เกณฑ์ดา้นจุลชีววิทยาของสินค้าปศุสัตว์เพื่อการส่งออก (ไข่ Non 
pasteurized) ก  าหนดปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมดไวไ้ม่เกิน 1 x 106 โคโลนีต่อกรัม Coliforms ไม่เกิน 100 
โคโลนีต่อกรัม และตรวจไม่พบ E. coli ต่อกรัม ทั้งน้ีการพบเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดและ Coliforms อาจเกิดได้
จากหลายปัจจยั เช่น ฟาร์มเล้ียงไก่ การขนส่ง ภาชนะรองรับไข่ไก่ การเก็บรักษา การลา้งท าความสะอาด 
เป็นตน้ (ณัฐา และคณะ, 2558) 

ผลการตรวจวิเคราะห์เช้ือจุลินทรียช้ี์วดัคุณภาพในกะทิพาสเจอไรส์ จากการสุ่มเก็บตวัอยา่ง
กะทิพาสเจอไรส์ท่ีบรรจุถุงพลาสติกปิดสนิท ขนาด 1 กิโลกรัมต่อถุง มีการเก็บรักษาในตูเ้ยน็ ตรวจพบ
เฉพาะปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมด จ านวน 6 ตวัอยา่ง (30%) โดยพบตั้งแต่ 90 ถึง 5.3 x 102 โคโลนีต่อกรัม และ
ตรวจไม่พบจุลินทรียช์นิดก่อโรค โดยยงัอยูใ่นเกณฑม์าตรฐานของ มอก. 582-2531 ก  าหนดปริมาณจุลินทรีย์
ทั้งหมดในกะทิพาสเจอร์ไรส์ ไม่เกิน 20,000 โคโลนีต่อกรัม แสดงว่ากระบวนผลิตกะทิพาสเจอไรส์สามารถ
ลดปริมาณจุลินทรียใ์หอ้ยูใ่นระดบัปลอดภยัได ้ซ่ึงแตกต่างจากการกะทิสดท่ีขายในตลาด ตามรายงานของ  
นุชรา และคณะ (2550) ท่ีตรวจพบเช้ือจุลินทรียก์ลุ่ม Coliforms ในหวักะทิและหางกะทิทุกตวัอย่าง และพบ
เช้ือ S. aureus ในหัวกะทิ 75% และหางกะทิ 79.2% จากการส ารวจการปนเป้ือนแบคทีเรียในกะทิสดท่ี
จ  าหน่ายในตลาดท่ีตั้ งอยู่ใน 8 จังหวดั คือ กาญจนบุรี นครปฐม สุพรรณบุรี ราชบุรี สมุทรสงคราม 
สมทุรสาคร เพชรบุรี และประจวบคีรีขนัธ ์จ  านวน 24 ตลาด ตลาดละ 1 ร้าน ทุกร้านจะเก็บตวัอย่างหัวกะทิ
และหางกะทิ ซ่ึงมีปัจจยัในการตรวจพบเช้ือจุลินทรียห์ลายปัจจยั เช่น การวางมะพร้าวกบัพ้ืน การจดัวาง
เคร่ืองขูด เคร่ืองคั้น สูงไม่ถึง 60 เซนติเมตร โดยการส ารวจของนุชรา และคณะ (2550) พบว่าการจดัวาง
เคร่ืองขูด เคร่ืองคั้น ท่ีวางมะพร้าวลูก ท่ีวางจ าหน่ายกะทิ สูงตั้งแต่ 60 เซนติเมตร ข้ึนไป ตรวจพบเช้ือ          
S. aureus ในหัวกะทิน้อยท่ีสุด และสถานท่ีลา้งมะพร้าวลูกสูงตั้งแต่ 60 เซนติเมตร ข้ึนไป ตรวจพบเช้ือ       
S. aureus นอ้ยท่ีสุด 

 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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จากผลการส ารวจคุณภาพเช้ือจุลินทรียช้ี์วดัความปลอดภัยอาหาร ของวตัถุดิบกลุ่มเส่ียง 
จ  านวน 20 รุ่นการผลิต (ตารางท่ี 4.2) ตวัอย่างวตัถุดิบท่ีน ามาศึกษาทั้งหมดตรวจไม่พบเช้ือ C. perfringens 
ส่วนในตัวอย่างใบเตยสดท่ีได้จากการสุ่มเก็บตัวอย่างใบเตยท่ีตัดแต่งโคนและลา้งท าความสะอาดด้วย
น ้ าประปาพร้อมน าไปใชใ้นการคั้นน ้ าใบเตยส าหรับใชผ้ลิตสังขยาใบเตย ตรวจพบเช้ือชนิดก่อโรค คือ พบ 
B. cereus จ านวน 19 ตวัอย่าง (95%) โดยพบตั้งแต่ 2.5 x 102  ถึง 1.0 x 104 โคโลนีต่อกรัม และ S. aureus 
จ  านวน 2 ตวัอย่าง (10%) โดยพบตั้งแต่ 23 ถึง 93 MPN/g โดยปริมาณ B. cereus เกินกว่าเกณฑ์ของ
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์(2553) ก  าหนดไวใ้นอาหารดิบ (ขอ้ 1.5 อาหารพร้อมปรุงหรืออาหารอ่ืนๆ ท่ีมี
อาหารดิบเป็นส่วนประกอบหรือส่วนผสม) ก  าหนดปริมาณ B. cereus น้อยกว่า 1 x 103 โคโลนีต่อกรัม 
จ  านวน 19 ตวัอยา่ง (95%) (ภาคผนวก ค ตารางท่ี ค.1) ตามรายงานของ พิมพเ์พญ็และสาทิป (2555) ท่ีท าการ
ทดลองลา้งใบเตยดว้ยน ้ าเปล่าเป็นเวลา 30 วินาที ท าให้ปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมดลดลงได ้1.59 log CFU/g 
จากจุลินทรียเ์ร่ิมตน้ 7.41 log CFU/g เป็น 5.82 log CFU/g ทั้งน้ีขั้นตอนการลา้งเป็นขั้นตอนการเตรียม
วตัถุดิบท่ีส าคัญ เพ่ือก  าจดัส่ิงสกปรก ส่ิงแปลกปลอม และลดอนัตรายในอาหารโดยเฉพาะอนัตรายจาก
จุลินทรีย ์การลา้งท่ีดีตอ้งสามารถลดการปนเป้ือนท่ีพ้ืนผวิของวตัถุดิบได ้แต่อยา่งไรก็ตามการลา้งพ้ืนผวิดว้ย
น ้ าเปล่า หรือน ้ าประปาสามารถก าจดัเช้ือจุลินทรียไ์ดไ้ม่มากนัก ส่วนใหญ่สามารถลดไดเ้พียง 1 log CFU/g 
เม่ือเทียบกบัการใชส้ารฆ่าเช้ือ  (Singh et.al., 2002 อา้งโดย พิมพเ์พ็ญและสาทิป, 2555) เน่ืองจากลกัษณะ
ใบเตยเป็นกาบเรียงซอ้นทบักนัท าให้ง่ายต่อการยึดเกาะของจุลินทรีย์ปนเป้ือนอยู่ในปริมาณสูง การลา้ง
เฉพาะน ้ าประปา จึงไม่สามารถลดปริมาณของเช้ือ B. cereus ส่วนการปนเป้ือนของเช้ือ S. aureus ในใบเตย
นั้นตามขั้นตอนเก็บเก่ียวใบเตยมีการสมัผสักบัมือคนในทุกขั้นตอนจนถึงการลา้งและการขนส่ง จึงมีโอกาส
ปนเป้ือนเช้ือท่ีเป็น normal flora ตามผิวหนังของคนและสัตว์ คือ S. aureus และจุลินทรียท่ี์มาจากสุขนิสัย
ส่วนบุคคลท่ีไม่ถูกตอ้ง เช่น ไม่ลา้งมือหลงัหยบัจับอาหารดิบ หลงัจากเขา้ห้องน ้ าห้องส้วมไม่ลา้งมือให้
สะอาด เช่น จุลินทรียก์ลุ่ม Coliforms และ E. coli (ดาริวรรณ และคณะ, 2556)   

ผลการส ารวจคุณภาพเช้ือจุลินทรียช้ี์วดัความปลอดภยัอาหารในไข่ไก่ ซ่ึงสุ่มเก็บจากไข่ไก่
พร้อมน าไปใชผ้ลิตท่ีผ่านการลา้งท าความสะอาดและแช่ในสารละลายคลอรีนเขม้ขน้ 20 ppm นาน 5-10 
นาที ตรวจพบ Salmonella spp. จ  านวน 4 ตวัอย่าง (20%) สอดคลอ้งกบัรายงานของ ยศนันท์ (2550) ตรวจ
พบ Salmonella spp. ในไข่ไก่จากตลาดและห้างสรรพสินคา้ ผลรายงานพบการปนเป้ือนเช้ือ Salmonella 
ruiru ปริมาณ 4.76% ของตวัอยา่งเปลือกไข่จากตลาดสด ส่วนตวัอยา่งไข่ไก่จากหา้งสรรพสินคา้ตรวจไม่พบ
เช้ือ Salmonella spp. ทั้งในเปลือกไข่และเน้ือไข่ รายงานของ อรวรรณ์ (2543) ไดส้ ารวจการปนเป้ือนของ
เช้ือ Salmonella spp. จากฟาร์มไก่ 3 ฟาร์ม ในเขตจงัหวดัพระนครศรีอยุธยา ตรวจพบการปนเป้ือนของเช้ือ 
Salmonella spp. 3.2% ในตวัอย่างส่ิงแวดลอ้ม โดยพบการปนเป้ือนในถาดไข่พลาสติกมากท่ีสุด 26.7% 
รองลงมาพบในน ้ าส าหรับเล้ียงไก่ 13.5% มือคนเก็บไข่ 13.2% อาหารเล้ียงไก่ 10.3% และอุจจาระไก่ 0.2% 
โดยไม่พบการปนเป้ือนในตวัอยา่งเปลือกไข่และไข่ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ส่วนรายงานของ ณัฐาและคณะ (2558) ท่ีส ารวจการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียใ์นไข่ไก่ ไข่
เป็ด และไข่นกกะทา ท่ีวางจ าหน่ายในเขตอ าเภอคลองหลวง จังหวดัปทุมธานี พบการปนเป้ือน เช้ือ 
Salmonella spp. ในเปลือกไข่ไก่ จ  านวน 9% และเน้ือไข่ไก่ 7% ของตวัอย่างไข่ไก่ทั้งหมด 45 ตวัอย่าง ทั้งน้ี
ในกรณีท่ีตรวจพบเช้ือ Salmonella spp. จากทั้ง 3 รายงานดังกล่าวข้างตน้ มีปัจจัยในการตรวจพบเช้ือ 
Salmonella spp. หลายปัจจยั เช่น เกิดการติดเช้ือซลัเนลลาในสัตวปี์กหรือโรค salmonellosis ซ่ึงสัตวท่ี์ติด
เช้ือจะมีแบคทีเรียดงักล่าวในท่อน าไข่ท าให ้Salmonellae มีโอกาสเกิดการปนเป้ือนในระหว่างการสร้างไข่
ฟอง (Snoeyenbos, 1991 อา้งโดยณัฐาและคณะ, 2558)  ฟาร์มเล้ียงไก่มีการเก็บไข่ไก่ในภาชนะท่ีไม่สะอาด 
ดงัรายรายงานของอรวรรณ์ (2543) ท่ีตรวจพบ Salmonellae ในถาดไข่พลาสติกและมือคนเก็บไข่น่าจะเป็น
แหล่งส าคญัของการกระจายเช้ือ Salmonellae ขอ้มลูจะเป็นประโยชน์ส าหรับการบริหารจดัการและควบคุม
การแพร่กระจายของเช้ือ Salmonellae ในอุตสาหกรรมไข่ไก่ เพื่อใหก้ารควบคุมคุณภาพของอาหารเก็บรักษา
อุณหภูมิท่ีเหมาะสม ซ่ึงการรักษาไข่ไก่ไวต้ามท่ีก  าหนด จะสามารถชะลอการเส่ียเสียได ้ 

 
4.1.2 การตรวจวเิคราะห์ปริมาณของสปอร์ B. cereus ในวตัถุดิบ 

เมื่อน าใบเตยสด มาท าการตรวจวิเคราะห์หาปริมาณสปอร์ของเช้ือ B. cereus โดยการน า
ตวัอยา่งใบเตยสดหัน่หยาบ 50 กรัม โดยวิธีปราศจากเช้ือ (Aseptic  technique) เติม Butterfield’s phosphate  
buffered ปริมาตร  450  มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนัโดย stomacher นาน 2 นาที ใชปิ้เปตดูดตวัอย่างมา            
10 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองปิดฝาให้สนิท น าหลอดทดลองไปให้ความร้อนเพื่อท าลายเซลลแ์บคทีเรีย
โดยการท า Heat Shock ใน Water Bath ท่ี 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และน ามาแช่เยน็ในน ้ าท่ีมี
น ้ าแข็งอยา่งรวดเร็ว นาน 2 นาที น าไปตรวจวิเคราะห์หาปริมาณสปอร์ของเช้ือ B. cereus ควบคู่กบัตวัอย่าง
ใบเตยสดท่ีไม่ไดน้ าไป Heat Shock ใชอ้าหารเล้ียงเช้ือ  Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar (MYP) แลว้
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง สังเกตดูลกัษณะเฉพาะของเช้ือ B. cereus บน
อาหาร MYP โคโลนี B. cereus ท่ีข้ึนเป็นโคโลนีสีชมพู เกิด opaque zone รอบๆ โคโลนี ตามภาพท่ี 4.1a 
และ 4.1b และยนืยนัเบ้ืองตน้ว่าเป็นเช้ือ B. cereus โดยดูการสร้าง hemolysis ของเช้ือบนอาหาร TSA- Sheep 
Blood จะพบ hemolytic zone ขนาด 2 มิลลิเมตร รอบๆ โคโลนี  

ผลการตรวจวิเคราะห์เช้ือ  B. cereus ในตัวอย่างใบเตยสดก่อนการให้ความร้อนเพื่อดู
ปริมาณเซลลแ์ละสปอร์ของเช้ือและหลงัใหค้วามร้อนเพื่อตรวจหาปริมาณสปอร์ของเช้ือ พบว่าตรวจพบเช้ือ 
B. cereus ปริมาณใกลเ้คียงกนั คือ ก่อนการใหค้วามร้อนพบ จ านวน 4.80 x 102 + 1.18 x102 โคโลนีต่อกรัม 
และหลงัการ ใหค้วามร้อนพบ B. cereus จ  านวน 4.20 x 102 + 0.95 x102 โคโลนีต่อกรัม แสดงว่า B. cereus 
ส่วนใหญ่ ท่ีตรวจพบในตวัอยา่งใบเตยสด เป็นสปอร์ของ B. cereus ซ่ึงสามารถทนความร้อนไดสู้ง 
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   (4.1a)                                    (4.1b)            (4.3c) 
ภาพที่ 4.1 แสดง B. cereus ท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ MYP เช้ือ B. cereus จากใบเตยก่อน Heat Shock (4.1a) 

หลงั Heat Shock (4.1b) และ Hemolytic activity บนอาหาร TSA- Sheep Blood ซ่ึง B. cereus ยอ่ย
สลายเมด็เลือดแดง จะเกิดโซนใสรอบโคโลนี (4.1c) 

 
โดยผลการตรวจวินิจฉัยยืนยนัสายพนัธุ์เช้ือ S. aureus, B. cereus  และ Salmonella spp. ท่ี

พบการปนเป้ือนในวตัถุดิบ ยนืยนัผลทั้งหมดเป็น เช้ือ S. aureus, B. cereus  และ Salmonella spp. โดยส านัก
คุณภาพความและปลอดภยัอาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์กระทรวงสาธารณสุข   

 
4.1.3 ผลการตรวจวเิคราะห์เช้ือจุลนิทรีย์สังขยาใบเตย  

จากการสุ่มเก็บตัวอย่างสังขยาใบเตย จ  านวน 20 รุ่นการผลิตๆ ละ 3 ถุง จากโรงงาน
อุตสาหกรรมขนาดเลก็แห่งหน่ึงในภาคกลาง มาท าการตรวจวิเคราะห์เช้ือจุลินทรีย ์ท่ีอายุ 0 วนั (2-4 ชัว่โมง 
หลงัจากผลิตเสร็จ) อาย ุ1 วนั และอาย ุ2 วนั เน่ืองจากทางโรงงานไดก้  าหนดอายุของสังขยาใบเตยไว ้2 วนั 
โดยการวิเคราะห์อา้งอิงเกณฑ์มาตรฐานตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบบัท่ี 364 พ.ศ. 2556 เร่ือง 
มาตรฐานอาหารด้านจุลินทรียท่ี์ท าให้เกิดโรค และ มผช. 527/2547 เร่ือง สังขยา ซ่ึงท าการแบ่งกลุ่ม
เช้ือจุลินทรียอ์อกเป็น 2 กลุ่ม คือกลุ่มช้ีบ่งคุณภาพ (Food Quality Indictor) ไดแ้ก่ Aerobic Plate Count 
(APC), Yeasts & Molds, Coliforms และ E. coli (ตารางท่ี 4.3) และจุลินทรียก์ลุ่มช้ีบ่งความปลอดภยัอาหาร 
(Food Safety Indictor) ไดแ้ก่  S. aureus, Salmonella spp., B. cereus และ C. perfringens (ตารางท่ี 4.4) 

ผลการตรวจวิเคราะห์เช้ือกลุ่มช้ีวดัคุณภาพสังขยาใบเตย พบว่าเช้ือ Aerobic Plate Count 
(ตารางท่ี 4.3) พบการเจริญเพ่ิมข้ึนจากวนัท่ี 0 จนถึงวนัท่ี 2 ซ่ึงตรวจพบเช้ือ Aerobic Plate Count ท่ีอาย ุ0 วนั 
อายุ 1 วนั และอายุ 2 วนั คือ 1.90 + 1.21,  1.88 + 1.47 และ 3.89 + 1.13 โคโลนีต่อกรัม ตามล าดบั โดยใน
วนัท่ี 0 วนั  พบเช้ือ Aerobic Plate Count จ  านวน 14 ตวัอย่าง (70%) โดยพบตั้งแต่ 10 ถึง 1.2 x 104 โคโลนี
ต่อกรัม ในวนัท่ีอาย ุ1 วนั  พบเช้ือ Aerobic Plate Count จ  านวน 18 ตวัอย่าง (90%) โดยพบตั้งแต่ 10 ถึง 8.5 
x 104 โคโลนีต่อกรัม และท่ีอาย ุ2 วนั พบจ านวนจุลินทรียท์ั้งหมด จ านวน 19 ตวัอย่าง (95%) โดยพบตั้งแต่ 
10 ถึง 8.2 x 104 โคโลนีต่อกรัม  
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ส่วนผลการวิเคราะห์เช้ือยีสต์ (Yeasts) และรา (Molds) (ตารางท่ี 4.3) ในตวัอย่าง
สงัขยาใบเตย พบเช้ือ Yeasts & Molds ท่ีอาย ุ0 วนั อาย ุ1 วนั และอายุ 2 วนั คือ 1.00 + 0.00, 1.00 + 
0.00 และ 1.05 + 0.12 โคโลนีต่อกรัม ตามล าดบั โดยในวนัท่ี 0 วนั  พบเช้ือ Yeasts & Molds 
จ  านวน 2 ตวัอย่าง (10%) โดยพบปริมาณ 10 โคโลนีต่อกรัม ในวนัท่ีอายุ 1 วนั  พบเช้ือ Yeasts & 
Molds จ  านวน 3 ตวัอยา่ง (15%) โดยปริมาณ 10 โคโลนีต่อกรัม และท่ีอายุ 2 วนั พบเช้ือ Yeasts & 
Molds จ  านวน 6 ตวัอยา่ง (30%) โดยพบตั้งแต่ 10 - 20 โคโลนีต่อกรัม  

ผลการตรวจวิเคราะห์เช้ือกลุ่มช้ีบ่งความปลอดภยัอาหาร (ตารางท่ี 4.4) ในตวัอย่าง
สงัขยาใบเตย พบว่าผลสอดคลอ้งกบัเกณฑม์าตรฐานตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบบัท่ี 364 
พ.ศ. 2556 เร่ือง มาตรฐานอาหารดา้นจุลินทรียท่ี์ท าให้เกิดโรค และ มผช. 527/2547 เร่ือง สังขยา 
จ  านวน 11 ตวัอย่าง (55%) คือ พบเช้ือ B. cereus น้อยกว่า 100 โคโลนีต่อกรัม แต่ในการตรวจ
วิเคราะห์คร้ังน้ี พบ เช้ือ B. cereus มากกว่า 100 โคโลนีต่อกรัม จ  านวน 9 ตวัอย่าง (45%) โดย
ปริมาณท่ีพบตั้งแต่ 100 ถึง 8.2 x 103 โคโลนีต่อกรัม ในวนัท่ี 0 วนั พบ B. cereus จ  านวน 3 ตวัอย่าง 
(15%) วนัท่ี 1 พบ B. cereus จ  านวน 5 ตวัอยา่ง (25%) และวนัท่ี 2 พบ B. cereus จ  านวน 9 ตวัอย่าง 
(45%) ในขณะท่ีทุกตวัอยา่งตรวจไม่พบเช้ือ S. aureus และ Salmonella spp. ท่ีตรวจพบในวตัถุดิบ 
ซ่ึงแสดงไดว้่าความร้อนท่ีใชใ้นการผลิตสังขยาใบเตยซ่ึงส่วนมากใชค้วามร้อนสูงกว่า 94oC เป็น
เวลา 30 – 50 นาที มีผลในการฆ่าเช้ือ S. aureus และ Salmonella spp. ได ้ดงัรายงานของ ICMSF 
(1996) ท่ีพบว่า เช้ือ S. aureus และ Salmonella การใหค้วามร้อนในระดบัพาสเจอร์ไรซ์เพียงพอต่อ
การท าลายแบคทีเรียดงักล่าว ส่วนมากถกูท าลายดว้ยความร้อน 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 - 15 
นาที หรือ 62 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที สามารถท าลายเช้ือ Salmonella spp. ได ้(สุมณฑา, 
2549) แต่ไม่สามารถฆ่าเช้ือ B. cereus ได ้ 

ผลการประเมินคุณภาพของสงัขยาใบเตย สอดคลอ้งกบัรายงานการส ารวจคุณภาพ
ทางจุลินทรียข์องผลิตภณัฑ์เบเกอร่ี ของ New Zealand Food Safety Authority  (NZFSA, 2007) ท า
เก็บตวัอยา่งผลิตภณัฑเ์บเกอร่ีจาก 69 ร้านคา้ จ  านวน 250 ชนิดตวัอย่าง ประกอบดว้ย ไส้ครีม 126 
ตวัอย่าง ไส้คสัตาร์ดครีม 120 ตวัอย่าง และ 4 ตวัอย่าง ผสมทั้งไส้ครีมและคสัตาร์ดโดยพบว่าไส้
ครีมส าหรับสอดไสเ้บเกอร์ร่ี พบ E. coli อยู่ในระดบัท่ีไม่พอใจ จ  านวน 2 ตวัอย่าง (1.6%) และพบ
หน่ึงตวัอย่าง (0.8%) มีแนวโน้มท่ีก่อให้เกิดความไม่ปลอดภยัจากเช้ือ B. cereus ส่วนตวัอย่างไส้
คสัตาร์ดครีมส าหรับสอดไส้เบเกอร์ร่ี พบว่า 3 ตัวอย่าง (2.6%) อยู่ในระดบัท่ีไม่พอใจ และพบ         
2 ตวัอย่าง (1.7%) มีแนวโน้มท่ีก่อให้เกิดความไม่ปลอดภยัจากเช้ือ  B. cereus ท่ีพบในปริมาณสูง 
(104 CFU/g) 
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ภาพที ่4.2 แสดงปริมาณของ B. cereus ท่ีตรวจพบในตวัอยา่งสงัขยาใบเตย ท่ีอาย ุ0 วนั  1 วนั และ 2 

วนั จ  านวน 20 ตวัอยา่ง (Number of Bacillus cereus (Log CFU/g) in Thai pandan)  

 
ผลวิเคราะห์สังขยาใบเตย (ภาพท่ี 4.2)  พบเช้ือ B. cereus ในวนัท่ีอายุ 0 วนั คือ

ตวัอยา่งหลงัจากพกัเยน็ 2- 4 ชัว่โมง จ  านวน 3 ตวัอย่าง (15%) โดยพบปริมาณตั้งแต่ 1 x 102 (2 log 
CFU/g) ถึง 2 x 102 (2.3 log CFU/g) โคโลนีต่อกรัม ในวนัท่ี อายุ 2 วนั พบเช้ือ B. cereus จ  านวน 5 
ตวัอย่าง (25%) โดยพบปริมาณตั้งแต่ 2.5 x 102 (2.4 log CFU/g) ถึง 4.5 x 103 (3.65 log CFU/g) 
โคโลนีต่อกรัม และในวนัท่ีอาย ุ3 วนั พบเช้ือ B. cereus จ  านวน 9 ตวัอยา่ง จาก 20 ตวัอย่าง โดยพบ
ปริมาณตั้งแต่ 3.0 x 102 (2.48 log) ถึง 8.2 x 103 (3.9 log) โคโลนีต่อกรัม การเก็บรักษาสงัขยาใบเตย
ท่ีอุณหภูมิหอ้ง ท่ีอาย ุ0 วนั ถึง 2 วนั มีผลต่อการตรวจพบเช้ือ B. cereus มีความแตกต่างกนัอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ  (p <0.05)  ซ่ึงปริมาณท่ีตรวจพบมากถึง 3.0 log CFU/g ปริมาณน้ีมีโอกาสเพ่ิม
จ านวนจนสร้างสารพิษท่ีท าให้ผูบ้ริโภคเจ็บป่วยได ้ทั้งน้ี การตรวจพบ B. cereus ท่ีหลงเหลือใน
สงัขยาใบเตยหลงักระบวนใหค้วามร้อนแลว้อาจเกิดข้ึนจากหลายปัจจยั เช่น วตัถุดิบเกษตรใบเตยมี
เช้ือ B. cereus อยู่ในปริมาณสูงการลา้งใบเตยด้วยน ้ าประปาไม่เพียงพอต่อการลดปริมาณเช้ือ         
B. cereus ให้อยู่ในระดบัท่ีปลอดภยัได้ กระบวนการผลิตท่ีใชร้ะดบัความร้อนพาสเจอร์ไรส์ไม่
เพียงพอต่อการท าลายสปอร์ท่ีปนเป้ือนมาจากวตัถุดิบได้ รวมไปถึงอาจเกิดจากการควบคุม
กระบวนการผลิตท่ีไม่เหมาะสม สภาวะแวดลอ้ม วสัดุอุปกรณ์ เคร่ืองมือไม่สะอาด เป็นตน้ เป็น
สาเหตุใหต้รวจพบเช้ือแบคทีเรียดงักล่าวหลงเหลือในสงัขยาใบเตย 
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4.2 ศึกษาระยะเวลาในการให้ความร้อนที่อุณหภูมิ Water bath 95oC ที่ใช้ในการผลิต

สังขยาใบเตย ต่อการเหลือรอดของเซลล์และสปอร์ของเช้ือ B. cereus ที่ระดับ
ปริมาณเช้ือตามที่ตรวจพบในข้อ 4.1 (3-4 log CFU/g) และปริมาณเช้ือในระดับ 
Worst Case (6 log CFU/g) ในการผลิตสังขยาใบเตย 

 
4.2.1 การเตรียมเซลล์และสปอร์ของ B. cereus ที่ได้จากการปนเป้ือนในสังขยาใบเตย 

จากการเตรียมเซลล์และสปอร์ของเช้ือ B. cereus โดยเซลล์เพาะเล้ียงในอาหาร 
Trypticase Soy Agar (TSA) Slant บ่มท่ีอุณหภูมิ 30oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง น ามาตรวจนับจ านวน
โคโลนีจะไดป้ริมาณเช้ือ B. cereus เร่ิมตน้ท่ี 108 – 109 เซลลต่์อมิลลิลิตร ส่วนสปอร์เพาะเล้ียงเช้ือใน
อาหาร  Fortified Nutrient Agar (FNA) Slant บ่มท่ีอุณหภูมิ 30oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เติมน ้ ากลัน่
ปลอดเช้ือ 10 มิลลิลิตร น ามาตรวจนบัจ านวนโคโลนีจะไดป้ริมาณสปอร์ของเช้ือ B. ceruse เร่ิมตน้
ท่ี 108 – 109 เซลลต่์อมิลลิลิตร และน ายอ้มแกรมดูลกัษณะเซลล์ (ภาพท่ี 4.3 a, b) และสปอร์ (ภาพท่ี 
4.3 c, d) ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์  

 
 
       
 

 
 

 
ภาพที ่4.3 แสดงลกัษณะเซลลติ์ดสีม่วงแกรมบวก (4.3a-4.3b) และสปอร์ท่ีติดสีเขียวของ Malachite 

green (4.3c-4.3d) ของเช้ือ B. cereus ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ ท่ีก  าลงัขยาย 1000 เท่า 
 

4.2.2 ทดสอบหาระยะเวลาที่ใช้การผลติสังขยาใบเตย ปริมาตร 2 กโิลกรัมต่อรุ่นการผลติ 
ผลการทดสอบหาระยะเวลาท่ีใช้การผลิตสังขยาใบเตยโดยใช ้Water bath ควบคุม

อุณหภูมิท่ี 95 องศาเซลเซียส โดยท าการผลิตสังขยาใบเตย น ้ าหนักรวม 2 กิโลกรัม จนมีความขน้
หนืดและค่าของแข็งละลายน ้ าทั้งหมด (Total soluble solids) อยู่ท่ี 38-40oBrix ใชเ้ทอร์โมมิเตอร์วดั
อุณหภูมิก่ึงกลางหมอ้กวน จดบนัทึกอุณหภูมิทุกๆ 5 นาที พบว่าการผลิตสงัขยาใบเตย น ้ าหนักรวม 
2 กิโลกรัม ใชเ้วลา 15-20 นาที (ภาพท่ี 4.4) อุณหภูมิก่ึงกลางของสังขยาใบเตย อยู่ในช่วง 75-81 
องศาเซลเซียส ค่าของแข็งละลายน ้ าทั้งหมด (Total soluble solids) อยูใ่นช่วง 38-41oBrix และค่า pH 
อยูใ่นช่วง 6.10-6.30 ซ่ึงเป็นลกัษณะคุณภาพของสงัขยาใบเตยท่ีโรงงานก าหนด  

4.3a 4.3b 4.3c 4.3d 
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   (4.4a)              (4.4b) 
ภาพที่ 4.4 แสดงผลทดสอบหาระยะเวลาท่ีใชผ้ลิตสงัขยาใบเตย ท่ีให้คุณลกัษณะค่าความ TSS และ 

pH (4.4a) ตามท่ีก  าหนด และอุณหภูมิใจกลางขณะผลิตสังขยาใบเตย (4.4b) จากค่าเฉล่ีย
จากการท า 3 ซ ้า 

หมายเหตุ : TSS คือ ค่าของแข็งละลายน ้ าทั้งหมด หรือค่าความหวาน (Total soluble solids) 
 

จากผลการทดสอบหาระยะเวลาท่ีใชผ้ลิตสงัขยาใบเตย ปริมาณ 2 กิโลกรัม ใชเ้วลา 15- 
20 นาที ท าให้มีความขน้หนืดและค่า TSS อยู่ท่ี 38-40oBrix เป็นไปตามลกัษณะท่ีโรงงานก าหนด
เกณฑ์คุณภาพของสังขยาใบเตย ดงันั้น จึงท าการทดลองเติมเช้ือ (Spiked) ในวตัถุดิบท่ีเตรียมใช้
ผลิตสงัขยาใบเตย และสุ่มชกัตวัอย่างทุกๆ 10 นาที มาท าการตรวจหาการเหลือรอดของเซลลแ์ละ
สปอร์ B. cereus 
 
4.2.3 ผลของระยะเวลาในการให้ความร้อนที่อุณหภูมิ Water bath 95oC ที่ใช้ในการผลิตสังขยา

ใบเตย ที่มต่ีอการเหลอืรอดของเซลล์ และสปอร์ B. cereus  
จากผลการส ารวจปริมาณเช้ือก่อโรคท่ีสุ่มเก็บจากการโรงงานอุตสาหกรรมขนาดเล็กแห่ง

หน่ึงตรวจพบการปนเป้ือนของเช้ือ B. cereus ซ่ึงไม่สามารถทราบไดว้่าปนเป้ือนอยู่ในลกัษณะเป็น
เซลลห์รือสปอร์ และจากการประเมินโดยการ Heat Shock เช้ือ B. cereus ในตวัอยา่งใบเตยสด ส่วน
ใหญ่เป็นสปอร์เกือบทั้งหมด ดว้ยเหตุน้ีจึงท าการศึกษาหาระยะเวลาในการท าลายเช้ือเซลล์และ
สปอร์ B. cereus โดยจ าลองการปนเป้ือนท่ีระดบัต ่า (ประมาณ 4 log CFU/g) และท่ีระดบัรุนแรง 
(Worst case 6 log CFU/g) ในการผลิตสังขยาใบเตยโดยใชไ้อน ้ าร้อนจาก Water Bath ท่ีควบคุม
อุณหภูมิไวท่ี้ 95 องศาเซลเซียส จนลกัษณะสังขยาใบเตยมีความขน้หนืด และค่า TSS อยู่ท่ี 38-
40oBrix  เพียงพอต่อการท าลายเช้ือ B. cereus หรือไม ่

จากผลการศึกษาการเหลือรอดของเซลล ์และสปอร์ B. cereus โดยมีเช้ือเร่ิมตน้ท่ี 4 log 
CFU/g และ 6 log CFU/g โดยการเติม (Spiked) ลงในส่วนผสมของสังขยาใบเตย และน าไปท าการ
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ผลิตโดยใช ้Water Bath ท่ี 95 องศาเซลเซียส สุ่มชกัตวัอย่างท่ีทุกๆ 10 นาที (0, 10, 20, 30, 40, 50 
และ 60 นาที) และน าไปตรวจวิเคราะห์เช้ือดว้ยอาหาร Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar (MYP) 
โดยตรวจวิเคราะห์ตวัอยา่งควบคุมท่ีไม่มีการเติมเช้ือ B. cereus ดว้ยทุกคร้ัง โดยผลการศึกษาพบว่า
ตวัอยา่งควบคุมไม่พบเช้ือ B. cereus ทุกตวัอยา่ง พบว่าเซลลท่ี์ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ระดบัต ่าในนาทีท่ี 
0 พบเช้ือปริมาณ 4.37 + 0.21 log CFU/g และในนาทีท่ี 30 พบปริมาณเช้ือลดลง 1.67 + 0.69 log 
CFU/g อยูใ่นเกณฑ์กฎหมายก าหนดตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข คือ เช้ือ B. cereus ไม่เกิน 
100 CFU/g (2 log CFU/g) และในนาทีท่ี 50 ตรวจไม่พบปริมาณเช้ือ ส่วนเซลลท่ี์ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้
ระดบัสูง (Worst case) ในนาทีท่ี 0 พบเช้ือปริมาณ 6.10 + 0.08 log CFU/g และในนาทีท่ี 60 พบ
ปริมาณเช้ือลดลงไป 3 log โดยตรวจพบปริมาณ 3.11 + 0.06 log CFU/g ซ่ึงยงัเกินเกณฑ์กฎหมาย
ก าหนด 

ส่วนผลสปอร์ของเช้ือ B. cereus (ภาพและตารางท่ี 4.5) พบว่าท่ีปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ระดบัต ่า
ในนาทีท่ี 0 พบเช้ือปริมาณ 4.75 + 0.06 log CFU/g และในนาทีท่ี 60 พบปริมาณเช้ือลดลงไป 1 log 
โดยตรวจพบปริมาณ 3.84 + 0.19 log CFU/g และสปอร์ท่ีปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ระดบัสูง (Worst case) 
ในนาทีท่ี 0 พบเช้ือปริมาณ 6.30 + 0.45 log CFU/g และในนาทีท่ี 60 พบปริมาณเช้ือลดลงไป 1.6 
log โดยตรวจพบปริมาณ 4.69 + 0.30 log CFU/g ซ่ึงยงัเกินเกณฑก์ฎหมายก าหนด  
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  .(4.5a)                (4.5b) 
 
 
 
 
 
 
 
   .(4.5c)                (4.5d) 
 ภาพที่ 4.5 แสดงผลของระยะเวลาในการใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 95oC ของเซลลท่ี์เช้ือเร่ิมตน้ 4 log 

CFU/g (4.5a), 6 log CFU/g (4.5b) และสปอร์ เช้ือเร่ิมตน้ 4 log CFU/g (4.5c), 6 log 
CFU/g (4.5d) ในการผลิตสงัขยาใบเตย  

หมายเหตุ: ค่าท่ีไดเ้ป็นค่าเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซ ้า 
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ตารางที่ 4.5 ปริมาณเช้ือท่ีเหลือรอดจากกระบวนการใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 95oC ท่ีระยะเวลาต่างๆ 
ในการผลิตสงัขยาใบเตย 
เวลา 
(นาที 

ปริมาณเฉล่ียของเช้ือ B. cereus (CFU/g) 
เซลล ์ สปอร์ 

Control 0 0 
Low level   

0 2.36 x 104 5.68 x 104 
10 4.70 x 102 4.79 x 104 
20 3.10 x 102 3.90 x 104 
30 47 2.88 x 104

 

40 17 1.48 x 104
 

50 0 8.90 x 103
 

60 0 6.90 x 103
 

High level   
0 1.27 x 106 1.98 x 106 
10 1.11 x 105 5.10 x 105 
20 2.80 x 104 4.28 x 105 
30 5.10 x 103

 3.60 x 105
 

40 3.20  x 103
 2.30 x 105

 

50 1.90 x 103
 1.54 x 103

 

60 1.30 x 103
 4.90 x 104

 

หมายเหตุ : ค่าท่ีไดเ้ป็นค่าเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซ ้า 
 
 จากผลทดลองผลิตสังขยาใบเตยโดยใชค้วามร้อนจาก Water bath ท่ีอุณหภูมิ 95oC พบว่า
ปริมาณเซลลท่ี์เร่ิมตน้ 4 log CFU/g ใชเ้วลา 30 นาที ปริมาณเช้ือลดลงจนอยู่ในเกณฑ์กฎหมาย
ก าหนด และใชเ้วลา 50 นาที จึงตรวจไม่พบปริมาณเช้ือหลงเหลือในสังขยาใบเตย ในขณะท่ีสปอร์
ของ B. cereus ไม่สามารถท าลายไดห้มด ดงันั้น วตัถุดิบท่ีมีความเส่ียงในการมีอยู่ของเช้ือใน
ปริมาณสูง ตอ้งจดัการก่อนน ามาใชผ้ลิต เช่น ใบเตย ตอ้งเพ่ิมการจดัการให้มีปริมาณเช้ือลดลงน้อย
ท่ีสุด เมื่อน ามาผลิตจึงจะสามารถใช้อุณหภูมิ ท่ี  95oC เป็นเวลา 30 นาที จะได้สังขยาใบเตยท่ี
ปลอดภยั  
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4.3 ศึกษาผลของความร้อนที่อุณหภูมิ Water bath 95oC ร่วมกับการใช้โปแตสเซียม
ซอร์เบต (Potassium sorbate) ต่อการยับยั้งการเพิ่มจ านวนของเซลล์และสปอร์

ของเช้ือ B. cereus 
 

จากผลการศึกษาเติมเช้ือเซลลแ์ละสปอร์ท่ีระดบัท่ีตรวจพบในการปนเป้ือน (ประมาณ 4 
log CFU/g) และท่ีระดบัวิกฤต (Worst case 6 log CFU/g) ตามผลการทดลองในขั้นตอนท่ี 2 พบว่า
ไม่สามารถท าลายเซลลแ์ละสปอร์ใหอ้ยูใ่นระดบัท่ีปลอดภยัตามกฎหมายก าหนดได ้ยกเวน้ตวัอย่าง
ท่ีเติมเซลลท่ี์ระดบัเช้ือเร่ิมตน้ 4 log CFU/g สามารถท าลายเซลลใ์ห้ลดลงอยู่ในระดบัท่ีกฎหมาย
ก าหนดได้ในนาทีท่ี 30 และลดลงจนตรวจไม่พบปริมาณได้ในนาทีท่ี 50 และเน่ืองด้วย
ผูป้ระกอบการผลิตอาหารโดยส่วนใหญ่นิยมใชส้ารวตัถุกนัเสียโปแตสเซียมซอร์เบต (Potassium 
sorbate) เพื่อให้ช่วยยืดอายุการเก็บรักษาเน่ืองจากโปแตสเซียมซอร์เบตท่ีเติมลงไปไม่มีผลต่อสี 
กล่ินและรสชาติของอาหาร ดว้ยเหตุน้ีจึงไดท้ าการศึกษาการยบัย ั้งเซลลแ์ละสปอร์ของ B. cereus 
โดยเติมสารวตัถุกันเสียโปแตสเซียมซอร์เบต (Potassium sorbate) ร่วมกับการให้ความร้อนท่ี
อุณหภูมิ Water bath 95oC  โดยท าการเติมโปแตสเซียมซอร์เบตท่ี 2 ระดบัความเขม้ขน้ คือ ระดบั 
0.07% (700 ppm) และท่ีระดบัต ่า คือ 0.04% (400 ppm) ซ่ึงต ่ากว่ากฎหมายประกาศกระทรวง
สาธารณสุข ฉบบัท่ี  281 (2547)  เร่ือง วตัถุเจือปนอาหาร อนุญาตใหใ้ชไ้ม่เกิน 1000 ppm (มิลลิกรัม
ต่อกิโลกรัม) เพื่อเป็นการลดปริมาณการใชส้ารวตัถุกนัเสีย โดยมีวตัถุดิบท่ีใชใ้นการผลิตสังขยา
ใบเตย  1 ชนิด คือ กะทิพาสเจอร์ไรส์ ท่ีมีการเติมสารวตัถุกนัเสียโซเดียมเบนโซเอต ท่ีระดบัความ
เข้มข้น 0.01% (1000 ppm) ด้วย หลงัจากผลิตเสร็จน าสังขยาใบเตยมาตรวจสอบปริมาณเช้ือ          
B. cereus ตามช่วงอายกุารจดัเก็บ ณ อุณหภูมิหอ้งท่ี 0, 24, 48, 72, 120 และ 168 ชัว่โมง เพื่อดูมีการ
เจริญเพ่ิมจ านวนของเช้ือ B. cereus 

ผลการเติมเช้ือเซลลแ์ละสปอร์ของ B. cereus ท่ีระดบั Worst case ลงในวตัถุดิบส่วนผสม
ของสังขยาใบเตยและน าไปผลิตโดยให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ Water bath 95oC  เป็นเวลา 60 นาที 
พบว่า ตวัอยา่งสงัขยาใบเตยควบคุม (Control) ท่ีไม่มีการเติมวตัถุกนัเสียและเช้ือ B. cereus ตรวจไม่
พบเช้ือ B. cereus ในทุกตวัอย่าง ตวัอย่างสังขยาใบเตยควบคุม (Control) ท่ีไม่เติมสารวตัถุกนัเสีย 
และเติมเช้ือเซลลเ์ร่ิมตน้ 5.15 log CFU/g และสปอร์เร่ิมตน้ 5.34 log CFU/g พบว่าหลงัผ่านความ
ร้อนปริมาณเช้ือเซลล์และสปอร์มีแนวโน้มลดลงเป็น 3.20 log CFU/g และ 4.31 log CFU/g 
ตามล าดบั และเมื่อท าการจดัเก็บสังขยาใบเตยในกระปุกพลาสติกปลอดเช้ือปิดสนิท ปริมาณเช้ือ
เพ่ิมข้ึนถึง 5.75 log CFU/g และ 5.31 log CFU/g ตามล าดบั ในชัว่โมงท่ี 168 (7 วนั) ดงัแสดงในภาพ
ท่ี 4.6 
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ตวัอยา่งสงัขยาใบเตยท่ีเติมสารวตัถุกนัเสียโปแตสเซียมซอร์เบต 0.04% (400 ppm) และเติม
เช้ือเซลลเ์ร่ิมตน้ 5.65 log CFU/g และสปอร์เร่ิมตน้ 5.31 log CFU/g พบว่าหลงัผ่านความร้อน
ปริมาณเช้ือเซลลแ์ละสปอร์มีแนวโน้มลดลงเป็น 3.55 log CFU/g และ 4.28 log CFU/g ตามล าดบั 
และเม่ือท าการจดัเก็บสงัขยาใบเตยในกระปุกพลาสติกปลอดเช้ือปิดสนิท พบปริมาณเช้ือเพ่ิมข้ึนถึง 
5.59 log CFU/g และ 5.50 log CFU/g ตามล าดบั ในชัว่โมงท่ี 168 (7 วนั) ส่วนตวัอยา่งสังขยาใบเตย
ท่ีเติมสารวตัถุกนัเสีย 0.07% (700 ppm) และเติมเช้ือเซลลเ์ร่ิมตน้ 5.80 log CFU/g และสปอร์เร่ิมตน้ 
5.29 log CFU/g พบว่าหลงัผา่นความร้อนปริมาณเช้ือเซลลแ์ละสปอร์มีแนวโน้มลดลงเป็น 4.34 log 
CFU/g และ 4.06 log CFU/g ตามล าดบั และเมื่อท าการจดัเก็บสังขยาใบเตยในกระปุกพลาสติก
ปลอดเช้ือปิดสนิท พบว่าชั่วโมงท่ี 72 พบการเส่ือมเสีย มีกล่ินบูดเหม็นเปร้ียวในทุกตัวอย่าง
เช่นเดียวกับตัวอย่างท่ีเติมโปแตสเซียมซอร์เบต 0.04% และพบปริมาณเช้ือเพ่ิมข้ึนถึง 5.78 log 
CFU/g และ 5.59 log CFU/g ตามล าดบั ในชัว่โมงท่ี 168 (7 วนั) ดงัแสดงในภาพท่ี 4.6 

ตามภาพท่ี 4.6 แสดงผลการเติมเช้ือเซลลแ์ละสปอร์ B. cereus ร่วมกบัการเติมสารวตัถุกนั
เสียโปแตสเซียมซอร์เบต (Potassium sorbate) ท่ีความเขม้ขน้ 0.04% (400 ppm) และ 0.07% (700 
ppm) ซ่ึงน าไปผ่านความร้อนท่ีอุณหภูมิ Water bath 95oC ตามกระบวนการผลิตสังขยาใบเตยนั้น 
พบว่าหลงัผ่านความร้อนปริมาณเช้ือเซลลแ์ละสปอร์มีแนวโน้มลดลง เฉล่ีย 1.78 และ 1.05 log 
CFU/g ตามล าดบั และพบปริมาณเช้ือเซลลแ์ละสปอร์ B. cereus มีแนวโน้มเพ่ิมข้ึนจากชัว่โมงท่ี 0 
ไปชัว่โมงท่ี 168  เฉล่ีย 1.74 และ 1.38 log CFU/g โดยเช้ือเซลลแ์ละสปอร์ลดลง เฉล่ีย 1.42 log 
CFU/g และปริมาณเช้ือเซลลแ์ละสปอร์เพ่ิมข้ึน เฉล่ียจากชัว่โมงท่ี 0 ไปชัว่โมงท่ี 168 ประมาณ 1.56 
log CFU/g 

ผลจากการจดัเก็บสงัขยาใบเตยในกระปุกพลาสติกปลอดเช้ือปิดสนิท พบว่าตวัอยา่งสังขยา
ใบเตยท่ีเติมเช้ือเซลลแ์ละสปอร์และไม่เติมสารโปแตสเซียมซอร์เบต ชัว่โมงท่ี 24 พบการเส่ือมเสีย 
มีกล่ินบูดเหม็นเปร้ียวในทุกตัวอย่าง สังขยาใบเตยควบคุมท่ีไม่เติมเช้ือ แต่เติมสารกันเสีย         
โปแตสเซียมซอร์เบต และสังขยาใบเตยท่ีเติมทั้งเช้ือเซลล์และสปอร์และโปแตสเซียมซอร์เบต 
ความเขม้ขน้ 0.04% (400 ppm) และ 0.07% (700 ppm) ท่ีชัว่โมงท่ี 72 พบการเส่ือมเสีย มีกล่ินบูด
เหมน็เปร้ียวในทุกตวัอย่าง โดยตวัอย่างท่ีเติมโปแตสเซียมซอร์เบต 0.07%  มีกล่ินบูดอ่อนกว่า ซ่ึง
สาเหตุจากการเส่ือมเสียเกิดจากเช้ือจุลินทรียท์ัว่ไปท่ีอาจเกิดการปนเป้ือนภายหลงัการผลิต หรือเช้ือ
ยสีต ์เช้ือรา ไม่ใช่เกิดจากเช้ือ B. cereus ซ่ึงในตวัอย่างท่ีมีการเติมโปแตสเซียมซอร์เบต จะช่วยยืด
อายกุารเก็บไดเ้พ่ิมข้ึน จาก 24 ชัว่โมง เป็น 72 ชัว่โมง 
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ภาพที่ 4.6 แสดงปริมาณของเช้ือ B. cereus ท่ีเติมลงไปก่อนการผลิตสงัขยาใบเตย (Spiked) หลงัการ

ผลิต (0 hr) และท่ี 24, 48, 72, 120 และ 168 ชัว่โมง โดยมีตวัอยา่งควบคุมท่ีเติมเซลลแ์ละ
สปอร์ B. cereus และไม่เติม Sorbate (4.6a) ตวัอยา่งท่ีเติมเซลลแ์ละสปอร์ B. cereus และ 
Sorbate 400 ppm (4.6b) และ Sorbate 700 ppm (4.6c) 

หมายเหตุ : ค่าท่ีไดเ้ป็นค่าเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซ ้ า ตัวอย่างควบคุมท่ีไม่เติมเช้ือตรวจไม่พบ         
B. cereus 

 CBC : Cells of B. cereus, SBC : Spore of B. cereus 
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(4.6b) ตัวอย่างที่เติม B.cereus และ Sorbate 400 ppm  

CBC+ sorbate 400 ppm SBC + sorbate 400 ppm
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(4.6a) ตัวอย่างควบคุมที่เติม B. cereus และไม่เติม Sorbate 

Control CBC - No sorbate Control SBC- No sorbate
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(4.6c) ตัวอย่างที่เติม B. cereus และ Sorbate 700 ppm 

CBC+ sorbate 700 ppm SBC + sorbate 700 ppm
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จากผลการเติมเช้ือเซลล์และสปอร์ร่วมกับการเติมสารวตัถุกนัเสียโปแตสเซียมซอร์เบต 
(Potassium sorbate) 0.04% (400 ppm) และ 0.07% (700 ppm) ในส่วนผสมวตัถุดิบและน าไปผ่าน
ความร้อนตามกระบวนการผลิต โดยทดลองควบคู่กบัตวัอย่างท่ีไม่เติมเช้ือและไม่เติมสาร และ
ตวัอยา่งควบคุมท่ีมีการเติมเซลลแ์ละสปอร์แต่ไม่เติมสาร พบว่ามีผลต่อการยบัย ั้งต่อการเพ่ิมจ านวน
ของไม่แตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p<0.05) เน่ืองดว้ยคุณสมบติัของสังขยาใบเตยหลงั
กวนมีค่า pH 6.25-6.28 ค่าความหวาน 40-50oBrix และอุณหภูมิในการจดัเก็บ อยู่ในช่วง 30-32oC มี
ความเหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือไดเ้ป็นอย่างดี โดยช่วง pH ท่ีเหมาะสมต่อการแตกตวัของ   
โปแตสเซียมซอร์เบตไปเป็นกรดซอร์บิค อยูใ่นช่วง pH 3.5- 4.75 แตกตวัได ้50-90% และท่ี pH>5.0 
สามารถแตกตวัต ่าได ้40% (Livestock, 2002; Hawkins Watts Limited, 2009 และ Dharmadhikari, 
2014)  

เพื่อเป็นการยนืยนัว่า pH มีผลต่อประสิทธิภาพการยบัย ั้งเช้ือของโปแตสเซียมซอร์เบต จึง
ไดท้ าการศึกษาผลของโปแตสเซียมซอร์เบต ปริมาณ 0.04% (400 ppm) และ 0.07% (700 ppm) ต่อ
การยบัย ั้งการเจริญของเซลลแ์ละสปอร์ของ B. cereus เพ่ิมเติม โดยใชโ้ปแตสเซียมซอร์เบต ปริมาณ 
0.04 และ 0.07% ท่ีมีค่า pH แตกต่างกนั คือ pH 6.0 (ภาพท่ี 4.7a), pH 5.5 (ภาพท่ี 4.7b), pH 5.0 
(ภาพท่ี 4.7c) และ pH 4.5 (ภาพท่ี 4.7d) ดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ Trypticase soy agar (TSA) แลว้ท าการ 
spread plates น าแผ่น Antibiotic Assay Disks ท่ีบรรจุโปแตสเซียมซอร์เบต ปริมาณ 0.04 และ 
0.07% ซ่ึงปรับค่า pH ท่ี 4.5, 5.0, 5.5 และ 6.0 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร วางลงบนเช้ือท่ีเล้ียงไวบ้น
อาหาร TSA บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
 
 
 
 
 

 
  (4.7a)              (4.7b)   (4.7c)   (4.7d) 

ภาพที่ 4.7 แสดงผลของการยบัย ั้งการเจริญของสปอร์ B. cereus ของโปแตสเซียมซอร์เบต ความ
เขม้ขน้ 0.04 และ 0.07% ท่ี pH 6.0 (4.7a) , pH 5.5 (4.7b) , pH 5.0 (4.7c) และ pH 4.5 
(4.7d) 

 
ผลพบว่าโปแตสเซียมซอร์เบต 0.04% ท่ีมีค่า pH 4.5 จึงจะสามารถยบัย ั้งการเจริญของ

สปอร์ B. cereus ได ้ส่วนโปแตสเซียมซอร์เบต 0.07% ท่ีมีค่า pH น้อยกว่าหรือเท่ากบั 5 สามารถ
ยบัย ั้งการเจริญของสปอร์ B. cereus ได ้ เร่ิมตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 6 พบสปอร์ยงัคงเจริญ
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เพ่ิมข้ึนโดยมีการเพ่ิมจ านวนข้ึนเลก็นอ้ย จนเม่ือเขา้สู่ชัว่โมงท่ี 12 พบการเจริญลดลงหลงัจากนั้นเม่ือ
ระยะเวลาผ่านไปพบว่าการเจริญของ B. cereus มีการเพ่ิมจ านวนข้ึนอีกคร้ังไปจนถึงชัง่โมงท่ี 24  
ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นว่าสปอร์ของ B. cereus ไม่ไดถ้กูท าลายแต่เป็นเพียงการยบัย ั้งในช่วงระยะเวลาหน่ึง 
(Bacteriostatic) เท่านั้น แสดงว่า pH มีส่วนช่วยใหโ้ปแตสเซียมซอร์เบตในการสนับสนุนการยบัย ั้ง
เซลลแ์ละสปอร์ของ B. cereus ใหมี้ประสิทธิภาพเพ่ิมมากข้ึน แต่ทั้งน้ีการปรับค่า pH ให้ต  ่ากว่า 5 มี
ผลต่อรสชาติของสังขยาใบเตย ท่ีตอ้งทดสอบให้ผูบ้ริโภคทดสอบชิมก่อนว่าสามารถยอมรับได้
หรือไม ่

 

4.4 ทวนสอบ (Validate process) กระบวนการให้ความร้อนร่วมกับการใช้โปแตสเซียม
ซอร์เบต (Potassium sorbate) ในการผลิตสังขยาใบเตยในอุตสาหกรรมขนาดเล็ก 

และตรวจสอบปริมาณเช้ือ B. cereus  ตามช่วงอายุการจัดเก็บ ณ อุณหภูมิห้องที่ 0, 
24, 48, 72, 120 และ 168 ช่ัวโมง 

 
ผลการทวนสอบกระบวนการผลิตสังขยาใบเตยในอุตสาหกรรมขนาดเล็กโดยใช้เคร่ือง

กวนขนาดเล็ก (Kajiwara Table Top Mixer KR-Mini, Japan) ให้ความร้อนดว้ยแก๊สหุงตม้ LPG 
ร่วมกบัการใชโ้ปแตสเซียมซอร์เบต (Potassium sorbate) ท่ีความเขม้ขน้ 0.07% โดยมีวตัถุดิบ คือ 
กะทิพาสเจอไรซ ์ท่ีมีการเติมโซเดียมเบนโซเอต ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0.01% ดว้ย โดยในขั้นตอน
การผลิตไดม้ีการเพ่ิมขั้นตอนการเตรียมวตัถุดิบ คือ การแช่ใบเตยในสารละลายคลอรีน เขม้ขน้ 50 
ppm โดยการท าความสะอาดใบเตยสด ท าการตดัแต่งโคนไม่ใหมี้คราบดินโคลน ลา้งดว้ยน ้ าสะอาด
ทีละใบ และแช่ดว้ยสารละลายคลอรีน ความเขม้ขน้ 50 ppm นาน 10 นาที และลา้งซ ้าดว้ยน ้ าสะอาด
ก่อนน าไปป่ันด้วยเคร่ืองป่ันและคั้นน ้ าใบเตย หลงัจากนั้นน าไปใช้ในการผลิตสังขยาใบเตย 
หลงัจากการผลิตสงัขยาใบเตยตามขั้นตอนการผลิต ในขั้นตอนท่ี 2 จ  านวน 5 กิโลกรัม ต่อรุ่นการ
ผลิต และบรรจุขณะร้อนใส่ถุงปลอดเช้ือปิดสนิท ขนาดถุงละ 1 กิโลกรัม น ามาวางรอเย็นท่ี
อุณหภูมิหอ้งปรับอากาศ 23-25 องศาเซลเซียส โดยสภาวะในการควบคุมในการผลิต ไดท้ าการวดั
อุณหภูมิก่ึงกลางทุกๆ 10 นาทีและชกัตวัอยา่งมาวดัค่า pH และค่าของแข็งละลายน ้ าทั้งหมดทุกๆ 10 
นาที พบอุณหภูมิก่ึงกลางเฉล่ียได ้90oC ในนาทีท่ี 60 และ 95oC ในนาทีท่ี 80 (ภาพท่ี 4.8b) และวดั
ค่าของแข็งละลายน ้ าทั้งหมดได ้58oBrix และค่า pH 6.11 ในนาทีท่ี 60 (ภาพท่ี 4.8a) หลงัจากพกัเยน็
แลว้น าสงัขยาใบเตยมาตรวจหาปริมาณเช้ือ B. cereus ตามช่วงอายุการจดัเก็บ ณ อุณหภูมิห้องท่ี 0, 
24, 48, 72, 120 และ 168 ชัว่โมง จ  านวน 3 รุ่นการผลิต 
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(4.8a)      (4.8b) 

ภาพที่ 4.8 แสดงค่าของแข็งละลายน ้ าทั้ งหมด (TSS) และค่า pH ท่ีช่วงเวลาต่างๆ (4.8a) และ
อุณหภูมิก่ึงกลางระหว่างผลิตโดยใช ้Water bath ท่ี 95oC ของการผลิตสังขยาใบเตย
ใบเตย (4.8b) 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4.9 แสดงผลการตรวจเช้ือ B. cereus ในสังขยาใบเตยหลงัการผลิตท่ีโรงงานอุตสาหกรรม
ขนาดเลก็ จดัเก็บท่ีอุณหภูมิหอ้งท่ี 0, 24, 48, 72, 120 และ 168 ชัว่โมง  

หมายเหตุ : ค่าท่ีไดเ้ป็นค่าเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซ ้า 
 
ผลการทดสอบพบว่าสังขยาใบเตย ตรวจไม่พบการเจริญของเช้ือ B. cereus เกินจาก

กฎหมายก าหนดในทุกตวัอย่าง (ภาพท่ี 4.9) ซ่ึงตรวจพบปริมาณ 2 log CFU/g (100 CFU/g) ใน
ชัว่โมงท่ี 168 จ  านวน 2 รุ่นการผลิต จาก 3 รุ่นการผลิต และตรวจไม่พบเช้ือก่อโรคทุกชนิด (S. 
aureus, Salmonella spp. และ C. perfringens)ในสงัขยาใบเตย พบการเน่าเสียมีกล่ินบูดท่ี 72 ชัว่โมง 
( 3 วนั) โดยจากการตรวจไม่พบเช้ือ B. cereus หลงักระบวนการผ่านความร้อนนั้น ตอ้งเพ่ิมการ
พิสูจน์ยนืยนัว่าภายหลงัจากการลา้งท าความสะอาดใบเตยสด และน าไปแช่ดว้ยสารละลายคลอรีน 
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ความเขม้ขน้ 50 ppm นาน 10 นาที ช่วยลดปริมาณเช้ือท่ีมีอยูใ่นใบเตยไดน้อ้ยท่ีสุด และตอ้งเพ่ิมการ
ยืนยนัผลของอุณหภูมิก่ึงกลางขณะผลิตท่ีสูงข้ึนมีผลท าลายเช้ือเซลลแ์ละสปอร์ ซ่ึงจากผลการ
ทดลองน้ีท าใหไ้ดล้กัษณะของสงัขยาใบเตยท่ีมีลกัษณะเน้ือแข็งเพ่ิมข้ึน และวดัค่าของแข็งละลายน ้ า
ทั้งหมดได ้58oBrix และค่า pH 6.11  เน่ืองจากอุณหภูมิขณะผลิตเพ่ิมสูงข้ึนจากขั้นตอนท่ี 2 และ 3 
ซ่ึงใชค้วามร้อนจาก Water bath ท่ี 95oC วดัอุณหภูมิก่ึงกลางไดเ้ฉล่ีย 80o ในนาทีท่ี 60 ส่วนในการ
ทดลองขั้นตอนท่ี 4 ใชเ้คร่ืองกวนขนาดเลก็ (Kajiwara Table Top Mixer KR-Mini, Japan) ให้ความ
ร้อนดว้ยแก๊สหุงตม้ LPG วดัอุณหภูมิก่ึงกลางเฉล่ียได ้90oC ในนาทีท่ี 60 และ 95oC ในนาทีท่ี 80 จึง
ท าให้ไดล้กัษณะเน้ือสังขยาใบเตยแข็งและหนืดข้ึน ทั้งน้ีเม่ือเปรียบเทียบกบัรายงานใน ICMSF 
(1996) ทดสอบในตวัอย่าง Rice broth ท่ี pH 7.0 ใชอุ้ณหภูมิ 100oC มีค่า D-value 4.2 และ 6.3 นาที 
และตวัอย่าง 0.25 M phosphate ท่ี pH 7.0 ใชอุ้ณหภูมิ 85oC มีค่า D-value 33.8 นาที ค่า Z ท่ี 9.7oC  
และ 6.3 นาที ดงันั้น หากพบการปนเป้ือนเช้ือ B. cereus ในปริมาณท่ีสูงจึงตอ้งใชอุ้ณหภูมิในการฆ่า
เช้ือสูง และระยะนานข้ึน ซ่ึงกระบวนการผลิตสังขยาใบเตยในอุตสาหกรรมขนาดเล็กอาจใช้
อุณหภูมิและเวลาไม่เพียงพอต่อการฆ่าเช้ือทั้งหมดได ้
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 
 

5.1 สรุปผลการทดลอง 
 

จากผลการประเมินคุณภาพวตัถุดิบและสงัขยาใบเตยจากโรงงานอุตสาหกรรมขนาดเลก็
แห่งหน่ึงในภาคกลาง โดยสุ่มเก็บวตัถุดิบกลุ่มท่ีมีความเส่ียงสูง ไดแ้ก่ กะทิพาสเจอไรซ์ ไข่ไก่สด 
และใบเตยสดจ านวนชนิดละ 20 รุ่นการผลิต และกลุ่มท่ีมีความเส่ียงต ่า ไดแ้ก่ แป้งขา้วโพด แป้ง
สาลี และน ้ าตาลทราย จ  านวนชนิดละ 10 รุ่นการผลิต ท าการตรวจวิเคราะห์เช้ือกลุ่มช้ีบ่งคุณภาพ 
ไดแ้ก่ Aerobic Plate Count (APC), Yeasts & Molds, ColiformsและE. coli และช้ีบ่งความปลอดภยั
อาหารได้แก่ Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Bacillus cereusและ Clostridium 
perfringens ซ่ึงรายการตรวจแต่ละชนิดไดอ้า้งอิงตามขอ้ก  าหนดของวตัถุดิบนั้นๆ เช่น มอก. มกษ. 
ประกาศกรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์ประกาศกรมปศุสตัว ์เป็นตน้ ผลการตรวจวิเคราะห์คุณภาพทาง
จุลินทรียใ์นวตัถุดิบคร้ังน้ีตรวจพบเช้ือจุลินทรียช์นิดก่อโรคในใบเตยและไข่ไก่สด ส่วนวตัถุดิบอ่ืน
ตรวจไม่พบจุลินทรียช์นิดก่อโรค โดยใบเตยสดตรวจพบเช้ือ B. cereus จ  านวน 19  ตวัอย่าง (95%) 
พบปริมาณตั้งแต่ 2.5 x 102ถึง 1.0 x 104 โคโลนีต่อกรัม เฉล่ีย 3.40 + 0.45 log CFU/g และ S. aureus
จ านวน 2 ตวัอยา่ง (10%) ปริมาณ23-93 MPN/g และไข่ไก่สด ตรวจพบ Salmonella spp. จ  านวน 4 
ตวัอย่าง (20%) ส่วนตวัอย่างสังขยาใบเตย สุ่มเก็บมาจ านวน 20 รุ่นการผลิตๆ ละ 3 ถุงๆ ละ 5 
กิโลกรัมท าการตรวจวิเคราะห์เช้ือจุลินทรียเ์ปรียบเทียบกบัประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบบัท่ี 
364 พ.ศ. 2556 เร่ือง มาตรฐานอาหารดา้นจุลินทรียท่ี์ท าให้เกิดโรค และ มผช. 527/2547 เร่ือง 
สังขยาโดยท าการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห้องท่ี 0, 1 และ 2 วนั พบว่าตรวจพบB. cereusในสังขยา
ใบเตย จ  านวน 9 ตวัอย่าง ท่ีไม่สอดคลอ้งตามกฎหมายฉบบัดงักล่าว ซ่ึงพบในวนัท่ี 0 จ  านวน 3 
ตวัอยา่ง (15%)  วนัท่ี 1 จ  านวน 5 ตวัอย่าง (25%) และวนัท่ี 2 จ  านวน 9 ตวัอย่าง (45%) ในปริมาณ
เฉล่ีย 2.0-3.9 log CFU/g และทุกตวัอยา่งตรวจไม่พบเช้ือ S. aureus และ Salmonella spp. ในวตัถุดิบ 
การวินิจฉัยยืนยนัสายพนัธุ์เช้ือ S. aureus, B. cereus และ Salmonella spp. ท่ีพบการปนเป้ือนใน
วัตถุดิบและสังขยาใบเตยยืนย ันผลทั้ งหมดโดยส านักคุณภาพความและปลอดภัยอาหาร 
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์กระทรวงสาธารณสุข   

ผลการตรวจวิเคราะห์เช้ือ  B. cereus ในตวัอยา่งใบเตยสดท่ีลา้งท าความสะอาดก่อนและ
ก่อน-หลงัการใหค้วามร้อนพบ โดยในตวัอยา่งใบเตยก่อนผ่านความร้อนพบปริมาณจ านวน 4.80 x 
102+ 1.18 x102โคโลนีต่อกรัมและหลงัการใหค้วามร้อนพบ B. cereusจ านวน 4.20 x 102+ 0.95 x102
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โคโลนีต่อกรัมแสดงว่า B. cereus ส่วนใหญ่ ท่ีตรวจพบในตัวอย่างใบเตยสด เป็นสปอร์ของ           
B. cereus ซ่ึงสามารถทนความร้อนไดสู้ง 

ผลจากการศึกษาระยะเวลาท่ีใช้ในการผลิตสังขยาใบเตยโดยใช้ไอน ้ าร้อนจาก Water 
Bath ท่ีควบคุมอุณหภูมิไวท่ี้ 95oC ต่อการเหลือรอดของเซลลแ์ละสปอร์B. cereus โดยจ าลองการ
ปนเป้ือนท่ีระดบัต ่า (ประมาณ 4 log CFU/g) ซ่ึงตรวจพบการปนเป้ือนในสังขยาใบเตยและท่ีระดบั
รุนแรง (Worst case ประมาณ 6 log CFU/g) ท าการผลิตสังขยาใบเตยจนลกัษณะไส้สังขยามีความ
ขน้หนืด ท่ีปริมาณ 2 กิโลกรัมใชเ้วลา 15-20 นาที ท าให้ไดค่้าของแข็งละลายน ้ าทั้งหมดอยู่ท่ี 38-
40oBrix จึงไดท้ดลองเพ่ิมเวลาผลิตจนถึง 60 นาที ผลพบว่าเซลลท่ี์ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ระดบัต ่าใน
นาทีท่ี 30 ปริมาณเช้ือลดลง 1.67+0.69log CFU/g อยู่ในเกณฑ์กฎหมายตามประกาศกระทรวง
สาธารณสุข ก  าหนด คือ เช้ือ B. cereus ไม่เกิน 100 CFU/g (2 log) และในนาทีท่ี 50 ตรวจไม่พบ
ปริมาณเช้ือ ส่วนเซลลท่ี์ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ระดบัสูง (Worst case) ในนาทีท่ี 60 พบปริมาณเช้ือลดลง 
3 log CFU/g โดยตรวจพบปริมาณ 3.11+ 0.06 log CFU/g ยงัเกินเกณฑก์ฎหมายก าหนด ส่วนสปอร์
ของเช้ือ B. cereus พบว่าท่ีปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ระดบัต ่าในนาทีท่ี 60 พบปริมาณเช้ือลดลงไป 1 log 
CFU/g และสปอร์ท่ีปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ระดบัสูง (Worst case) ปริมาณเช้ือลดลงไป 1.6 log CFU/g 
โดยตรวจพบปริมาณ 4.69 + 0.30 log CFU/g ซ่ึงยงัเกินเกณฑก์ฎหมายก าหนดจึงไดท้ดสอบผลของ
ความร้อนท่ีอุณหภูมิ Water bath 95oC ท่ีเวลา 60 นาที ร่วมกบัการเติมสารวตัถุกนัเสียโปแตสเซียม
ซอร์เบต (Potassium sorbate) ท่ีความเขม้ขน้ 0.04% (400 ppm) และ 0.07% (700 ppm) ซ่ึงไม่เกิน
กฎหมายก าหนดไว ้คือ 0.1% (1000 ppm) พบว่าหลงัผ่านความร้อนปริมาณเช้ือเซลลแ์ละสปอร์
ลดลงเฉล่ีย 1.42 log CFU/g และเมื่อท าการจดัเก็บสงัขยาใบเตยในภาชนะปิดสนิทปลอดเช้ือ พบว่า
ท่ี 72 ชัว่โมงสงัขยาใบเตยท่ีเติมทั้งเช้ือเซลลส์ปอร์ร่วมกบัโปแตสเซียมซอร์เบต 0.04% (400 ppm)
หรือ 0.07% (700 ppm) พบการเส่ือมเสีย มีกล่ินบูดเหม็นเปร้ียวในทุกตวัอย่าง และพบปริมาณเช้ือ 
B. cereusเพ่ิมข้ึน เฉล่ียจากชัว่โมงท่ี 0 ไปชัว่โมงท่ี 168 ประมาณ 1.56log CFU/g โดยสังขยาใบเตย
หลงักวนมีค่า pH 6.25-6.28 ค่าของแข็งละลายน ้ าทั้ งหมดวดัได ้40-50oBrix ซ่ึงอุณหภูมิในการ
จดัเก็บอยูใ่นช่วง 30-32oC มีความเหมาะสมต่อการเจริญเพ่ิมจ านวนของเช้ือไดเ้ป็นอยา่งดี 

จากการทดสอบการยบัย ั้งการเจริญของเซลลแ์ละสปอร์ของ B. cereus เพ่ิมเติมโดยใช ้
Antibiotic Assay Disks ท่ีบรรจุโปแตสเซียมซอร์เบตปริมาณ 0.04 และ 0.07% โดยปรับค่า pH ท่ี 
4.5, 5.0, 5.5 และ 6 พบว่าโปแตสเซียมซอร์เบต 0.07% ท่ีมีค่า pH น้อยกว่าหรือเท่ากบั 5 สามารถ
ยบัย ั้งการเจริญของสปอร์ B. cereusไดแ้ละผลการทวนสอบกระบวนการใหค้วามร้อนร่วมกบัการใช้
โปแตสเซียมซอร์เบต (Potassium sorbate) ท่ี 0.07% ในอุตสาหกรรมขนาดเลก็ โดยเพ่ิมขั้นตอนการ
เตรียมวตัถุดิบโดยเพ่ิมการแช่ใบเตยในสารละลายคลอรีน เขม้ขน้ 50 ppm การผลิตสังขยาใบเตย
จ านวน 5 กิโลกรัม ต่อรุ่นการผลิตและน าไสส้งัขยาใบเตยมาตรวจหาปริมาณเช้ือ B. cereusตามช่วง
อายกุารจดัเก็บ ตรวจไม่พบการเจริญของเช้ือ B. cereus เกินจากกฎหมายก าหนดในทุกตวัอยา่ง และ
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ตรวจไม่พบเช้ือก่อโรคชนิดอื่นๆ แต่พบสงัขยาใบเตยพบการเน่าเสียมีกล่ินบูดท่ี 72 ชัว่โมง ( 3 วนั) 
ซ่ึงการลา้งท าความสะอาดใบเตยสดทีละใบช่วยลดปริมาณเช้ือท่ีปนเป้ือนมากบัดินท่ีติดอยูก่บัใบเตย
ได้บางส่วน อุณหภูมิก่ึงกลางขณะผลิตวดัได้เฉล่ีย 90oC ในนาทีท่ี 60 และ 95oC ในนาทีท่ี 80 
ลกัษณะของไส้สังขยามีความแข็งและหนืดเพ่ิมข้ึน วดัค่าของแข็งละลายน ้ าทั้งหมดหลงัผลิตได ้
58oBrix และค่า pH 6.11 ซ่ึงเป็นปัจจยัท่ีช่วยชะลอการเส่ือมเสียของสงัขยาใบเตยได ้แต่การปนเป้ือน
เช้ือ B. cereus ในปริมาณท่ีสูงตอ้งใชอุ้ณหภูมิในการฆ่าเช้ือสูงข้ึน และระยะนานข้ึนเพื่อให้เพียงพอ
ต่อการฆ่าเช้ือทั้งหมดได ้หรืออีกทางหน่ึงอุตสาหกรรมขนาดเลก็มีวตัถุดิบท่ีมีความเส่ียงในการมีอยู่
ของเช้ือในปริมาณสูงตอ้งหามาตรการลดปริมาณเช้ือลงก่อนน ามาใชผ้ลิต เช่น ใบเตย ตอ้งเพ่ิมการ
จดัการใหมี้ปริมาณเช้ือลดลงนอ้ยท่ีสุด ซ่ึงเม่ือน ามาผลิตจึงจะสามารถใชอุ้ณหภูมิ ท่ี 95oC เป็นเวลา 
30 นาที จะไดส้งัขยาใบเตยท่ีปลอดภยัต่อผูบ้ริโภค 

 

5.2 ข้อเสนอแนะ 
ขอ้เสนอแนะในการศึกษาเพ่ิมเติม ดงัน้ี 

1. ควรมีการศึกษาเพ่ิมปัจจยัอ่ืนท่ีช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพของการฆ่าเช้ือ B. cereus  
เช่น เพ่ิมสารช่วยปรับกรดท่ีมีผลต่อลดชาตินอ้ยท่ีสุด และช่วยใหล้ดเวลาและอุณหภูมิในการฆ่าเช้ือ 

2. ทดสอบสารฆ่าเช้ือส าหรับใช้แช่ล้างฆ่าเช้ือใบเตยเพ่ิมเติม เพื่อลดปริมาณ
เช้ือจุลินทรียท่ี์มีอยูใ่นวตัถุดิบใหเ้หลือนอ้ยท่ีสุด 

3. ในกระบวนการผลิตซ่ึงนิยมใชส้ารวตัถุกนัเสียโปแตสเซียมซอร์เบต ซ่ึงช่วยยบัย ั้ง
การเส่ือมเสียของจุลินทรียท์ัว่ไปแต่ไม่ช่วยยบัย ั้งการเพ่ิมจ านวนของเช้ือ B. cereus ดงันั้น ควรศึกษา
สารยบัย ั้งชนิดอ่ืนท่ีมีผลยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ B. cereus เป็นสารวตัถุเจือปนอาหาร 

4. ในกรณีท่ีเป็นอุตสาหกรรมขนาดเล็ก หรืออุตสาหกรรมในครัวเรือน ตอ้งมีการ
ควบคุมวตัถุดิบเพ่ิมข้ึน เช่น การลา้งใบเตยใหส้ะอาด ก่อนน ามาใชง้าน และให้ความร้อนดว้ยไอน ้ า
เดือด เป็นเวลาอยา่งน้อย 30 นาที ซ่ึงหากไม่มีการเติมวตัถุกนัเสีย ควรจดัเก็บไวไ้ม่เกิน 24 ชัว่โมง 
หรือจดัเก็บในตูเ้ยน็เพื่อช่วยชะลอการเส่ือมเสียของสงัขยาใบเตยไดไ้ดไ้ม่เกิน 48 ชัว่โมง 
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ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



บรรณานุกรม 
 
กระทรวงสาธารณสุข. 2556. ประกาศกระทรวงสาธารณสุข. มาตรฐานอาหารดา้นจุลินทรียท่ี์ท า

ให้เกิดโรค (364-2556,  24 กันยายน 2556). แหล่งท่ีมา : http://elib.fda.moph.go.th/ 
fulltext2/กฎหมาย/กองควบคุมอาหาร/ประกาศกระทรวงสาธารณสุข/56/364.pdf. 
ส านกังานคณะกรรมการอาหารและยา, นนทบุรี. 

กรมควบคุมโรคติดต่อ. 2555. Outbreak, Surveillance and Investigation Reports. OSIR December 
2012. 5(2): 9-15. 

กรมปศุสตัว.์ 2551. เกณฑด์า้นจุลชีววิทยาของสินคา้ปศุสัตวเ์พื่อการส่งออก (30 ธนัวาคม 2551). 
แหล่งท่ีมา: http://qcontrol.dld.go.th/images/law/ma.pdf. กรมปศุสตัว,์ ปทุมธานี. 

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย.์ 2553. เกณฑ์คุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารและภาชนะสัมผสั
อาหาร. 2: 1-6 (22 กนัยายน 2553). แหล่งท่ีมา : http://dmsc2.dmsc.moph.go.th/webroot 
/BQSF/File/VARITY/dmscguide1.pdf. กรมวิทยาศาสตร์การแพทย,์ นนทบุรี. 

กรมวิชาการเกษตร. 2556. ขอ้ก  าหนดและมาตรฐาน ของสินคา้น ้ าตาลและผลิตภณัฑ์ส าหรับ
ผูป้ระกอบการท่ีส่งออกสินค้าประเภทน้าตาลและผลิตภัณฑ์. 4(1):1-8. แหล่งท่ีมา : 
http://www.doa.go.th. วนัท่ีเขา้ถึง 7 พฤศจิกายน 2558. 

กรมส่งเสริมอุตสาหกรรม. 2550. ความส าคญัและขอบข่ายของการเลือกใชว้ตัถุเจือปนอาหาร. 
แหล่งท่ีมา: http://library.dip.go.th/multim6/edoc/16730.pdf. วนัท่ีเขา้ถึง 7 พฤศจิกายน 
2558. 

กลา้ณรงค์ ศรีรอต และสิริวฒันา จิตตรีพล. 2539. การตรวจสอบจุลินทรียท่ี์ทนอุณหภูมิสูงใน
น ้ าตาลทรายขาวของประเทศไทยา. หน้า 173-180. ในการประชุมทางวิชาการของ
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ค ร้ังท่ี  34. 30 มกราคม - 1 กุมภาพันธ์ 2539. สาขา
วิทยาศาสตร์, วิศวกรรมศาสตร์, อุตสาหกรรมเกษตร, คหกรรมศาสตร์, การจดัการ
ทรัพยากรและส่ิงแวดลอ้ม, ศึกษาศาสตร์, สงัคมศาสตร์, เศรษฐศาสตร์และบริหารธุรกิจ 
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์. 

ครัวบา้นพิมพ.์ 2553. สงัขยาใบเตย. แหล่งท่ีมา: www.pim.in.th/thai-dessert/275-sangkaya.  วนัท่ี
เขา้ถึง 17 มีนาคม 2557. 

ณัฐา จริยภมรกุร. วิชยั สุทธิธรรม และดรุณี ศรีชนะ. 2558. การส ารวจแบคทีเรียก่อโรคซ่ึง
ปนเป้ือนในไข่ท่ีวางจ าหน่าย ในเขตอ าเภอคลองหลวง จงัหวดัปทุมธานี.  Journal of 
Science and Technology 4(1): 104-114. 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



68 
 

ดาริวรรณ เศรษฐรีธรรม, กาญจนา นาถะพินธุ, จรัสศรี นามแกว้ และภคัวลญัชณ์ จนัทรา. 2556. 
สถานการณ์การปนเป้ือนจุลินทรียใ์นอาหารพร้อมบริโภค กรณีศึกษาจงัหวดัขอนแก่น
และอุดรธานี. วารสารสาธารณสุขศาสตร์ มหาวิทยาลยัขอนแก่น 6(2): 154-159. 

ทศัพร แจง้ค า. 2558. การเหลือรอดของเซลลแ์ละสปอร์ของ Bacillus cereus ในระหว่างการเตรียม
อาหารเหลวสายยางส าหรับผูป่้วย. วิทยานิพนธว์ิทยาศาสตรมหาบณัฑิต สาขาสุขาภิบาล
อาหาร สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั. 

นุชรา บุญกนก, พิทกัษ ์ตรีธารา และวนันี มากนัต.์ 2550. การศึกษาการปนเป้ือนแบคทีเรียในกะทิ
สดท่ีจ  าหน่ายในตลาดประเภทท่ี  1 ศูนย์อนามัยท่ี  4 ราชบุรี.  แหล่งท่ีมา: 
http://hpc.go.th/rcenter//_fulltext/20130318145415_2901/fullnutchara.pdf. วนัท่ีเข้าถึง 
17 มีนาคม 2557. 

นริศรา ฮะเจริญ. 2554. การเพ่ิมความคงตวัต่อความร้อนในการแปรรูปและความคงตวัต่อความเยน็
ในการเก็บรักษาของผลิตภณัฑก์ะทิพาสเจอไรซ์. วิทยานิพนธ์วิทยาศาสตรมหาบณัฑิต 
สาขาเทคโนโลยอีาหาร มหาวิทยาลยัศิลปากร. 

พิชยั สราญรมย.์ 2526. เตย. วารสารข่าวสารเกษตรศาสตร์. โครงการคลงัความรู้ดิจิทลัดา้นเกษตร 
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ (มิถุนายน-กรกฎาคม 2526) 28(3): 18-22. 

พิมพเ์พ็ญ พรเฉลิมพงศ ์และนิธิยา รัตนาปนนท์. 2557. Sucrose/น ้ าตาลซูโครส. ศูนยเ์ครือข่าย
ข้อมูลอาหารครบวงจร (Food Network Solution) แหล่งท่ีมา: http://www. 
foodnetworksolution.com/wiki/word/0978/sucrose-น ้ า ต า ลทร า ย .  ว ัน ท่ี เ ข้ า ถึ ง  17 
มีนาคม 2557. 

พิมพเ์พ็ญ พรเฉลิมพงศ์ และสาทิป รัตนภาสกร. 2555. การพฒันากระบวนการผลิตตน้แบบชา
สมุนไพรคุณภาพสูง ในระดบัวิสาหกิจขนาดกลางและขนาดย่อม. รายงานวิจยัฉบับ
สมบูรณ์ คณะวิศวกรรมศาสตร์ สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหาร
ลาดกระบงั. 

พุทธรินทร์ วรรณิสสร. 2558. Hot Issue : สารกนับูด. แหล่งท่ีมา: ส านกังานคณะกรรมการอาหาร
และยา http://elib.fda.moph.go.th/2008/default.asp?page2=subdetail&id_L1=27&id_ 
L2=15799&id_L3=3075. วนัท่ีเขา้ถึง 7 พฤศจิกายน 2558. 

ภูมิพิชญ ์ สุชาวรรณ. 2535. พืชสมุนไพรใชเ้ป็นยา. อกัษราพิพฒัน์, กรุงเทพฯ. 7: 14-15. 
มกษ. 6702. 2553. มาตรฐานสินคา้เกษตรไขไก่ (มกษ. 6702-2553). ส านักงานมาตรฐานสินคา้

เกษตรและอาหารแห่งชาติ, กรุงเทพฯ. 
มผช. 527. 2547. มาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชนสังขยา (มผช. 527/2547). ส านักงานมาตรฐาน

ผลิตภณัฑอุ์ตสาหกรรม, กรุงเทพฯ. 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



69 
 

มอก. 56. 2552. มาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรมน ้ าตาลทราย (มอก. 56-2552). ส านักงาน
มาตรฐานผลิตภณัฑอุ์ตสาหกรรม, กรุงเทพฯ. 

มอก. 335. 2523. วิธีวิเคราะห์อาหารทางจุลชีววิทยา (มอก. 335-2523 เล่ม 1) อาหารกระป๋อง. 
ส านกังานมาตรฐานผลิตภณัฑอุ์ตสาหกรรม, กรุงเทพฯ. 

มอก. 373. 2524. มาตรฐานผลิตภณัฑอุ์ตสาหกรรมแป้งสาลีชนิดเคก้ (มอก. 373-2524). ส านักงาน
มาตรฐานผลิตภณัฑอุ์ตสาหกรรม, กรุงเทพฯ.  

มอก. 637. 2529. มาตรฐานผลิตภณัฑ์อุตสาหกรรมแป้งขา้วโพด (มอก. 637-2529). ส านักงาน
มาตรฐานผลิตภณัฑอุ์ตสาหกรรม, กรุงเทพฯ. 

มอก. 582. 2531. มาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรมกะทิพาสเจอร์ไรส์  (มอก. 582-2531). 
ส านกังานมาตรฐานผลิตภณัฑอุ์ตสาหกรรม, กรุงเทพฯ. 

มหาวิทยาลยัมหิดล. 2556. ผลิตภณัฑแ์ป้ง. สารานุกรมผลิตผลและผลิตภณัฑ์จากพืช ในซุปเปอร์
มาร์เก็ต. แหล่งท่ีมา: http://www.sc.mahidol.ac.th/wiki/doku.php?id=ผลิตภัณฑ์แป้ง. 
วนัท่ีเขา้ถึง 25 กนัยายน 2558. 

ยศนนัท ์โสภิตภกัดีพงษ.์ 2550. การศึกษาปริมาณ Salmonella ในไข่ไก่. ศนูยข์อ้มลูโรคติดต่อและ
พาหะน าโรค. แหล่งท่ีมา : http://webdb.dmsc.moph.go.th/ifc_nih/a_nihR_search.asp? 
info_id =347 วนัท่ีเขา้ถึง 20 ธนัวาคม 2558. 

วิกีพีเดีย, 2558. แป้งขา้วโพด. แหล่งท่ีมา:  https://th.wikipedia.org/wiki/แป้งขา้วโพด. วนัท่ีเขา้ถึง 
7 พฤศจิกายน 2558. 

วินยั ปิติยนต.์ 2550 (2007). Quality for food เร่ืองของไข่ (ไก่/เป็ด) กบัสุขภาพของคน เร่ืองง่ายแต่
ยาก ตอนท่ี 1. ห้องปฏิบติัการกลาง. 14 (121): 100-102.   แหล่งท่ีมา: http://www.tpa. 
or.th/publisher/pdfFileDownloadS/fq121_p100-102.pdf. วนัท่ีเขา้ถึง 17 มีนาคม 2557. 

วีรยา การพาน. 2558. กรดเบนโซอิก; วตัถุกนัเสียท่ีนิยมใชใ้นอาหาร. แหล่งท่ีมา: สถาบัน
โภชนาการ มหาวิทยาลัยมหิดล http://www.thaitox.org/media/upload/file/Benzoic 
Acid.pdf. วนัท่ีเขา้ถึง 7 พฤศจิกายน 2558. 

ศิริลกัษณ์ เชาวช์  านาญ. 2533. ปัจจยัท่ีมีผลต่อคุณภาพและอายุการเก็บของฝอยทอง. วิทยานิพนธ ์
คหกรรมศาสตรมหาบณัฑิต สาขาคหกรรมศาสตร์ มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์. 

ส านักงานคณะกรรมการอาหารและยา. 2547. ขอ้ก  าหนดการใชว้ตัถุเจือปนอาหาร (281-2547). 
แหล่งท่ีมา: http://elib.fda.moph.go.th/elib/cgi-bin/opacexe.exe. ศูนย์วิทยบริการ  
ส านกังานคณะกรรมการอาหารและยา, นนทบุรี. 

ส านกัระบาดวิทยา. 2556. สรุปการตรวจสอบข่าวการระบาดของโรคในรอบสปัดาห์. รายงานการ
เฝ้าระวงัทางระบาดวิทยาประจ าสปัดาห์ 44(22):  343-344.   

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



70 
 

ส านกัอนามยั. 2557. ผลการด าเนินงานตามโครงการกรุงเทพฯ เมืองอาหารปลอดภยั ปีงบประมาณ 
พ.ศ.  2557. แหล่ง ท่ีมา: http://www.foodsanitation.bangkok.go.th/Foodsanitation/ 
File/document/สรุปรายงานประจ า ปี%20%20โครงก รุง เทพปี%2057%20_24-6-
58_.pdf. วนัท่ีเขา้ถึง 25 กนัยายน 2558. 

สุดารัตน์ พุทธฤกษ์มงคล, สุจิตรตรา เหมคช, จันทิมา ภูงามเงิน และ เกตินันท์ กิตติพงศพ์ิทยา. 
2551. ผลของปริมาณไขมนัและความร้อนระดบัสเตอริไลส์ต่อคุณภาพสีของน ้ ากะทิ. 
วารสารวิชาการพระจอมเกลา้พระนครเหนือ 18 (1) : 80-88. 

สุมณฑา วฒันสินธุ์. 2549. ต  าราจุลชีววิทยาทางอาหาร. ส านักพิมพม์หาวิทยาลยัธรรมศาสตร์, 
กรุงเทพฯ. 

เสาวคนธ์ ต่วนเทศ. 2551. ผลของความร้อนและค่าเป็นกรดด่างต่อการยบัย ั้งสปอร์ของเช้ือ 
Bacillus cereus และ Clostridium sporogenes ในผลิตภัณฑ์หน่อไมล้วกบรรจุถุง. 
วิทยานิพนธว์ิทยาศาสตรมหาบณัฑิต ภาควิชาจุลชีววิทยา มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์. 

สถาบนัอาหาร. 2555. สถานการณ์อุตสาหกรรมกะทิไทย. Thailand Food Industry Profiles:
อุตสาหกรรมมะพร้าวและผลิตภณัฑ์เก่ียวเน่ือง. แหล่งท่ีมา: http://fic.nfi.or.th. วนัท่ี
เขา้ถึง 25 กนัยายน 2558. 

สถาบันส่งเสริมนวัตกรรมการเรียนรู้. 2558. คามรู้เร่ืองแป้งสาลี-การท าโรตี - ปาท่องโก๋. 
แหล่ง ท่ีมา: http://dnfe5 .nfe.go.th/ilp/occupation/45307/307.1.html. ว ันท่ี เข้า ถึง 25 
กนัยายน 2558. 

ส านักงานไกด์อุบลดอทคอม. 2557. ส่ือมวลชน จ.อุบลฯ หารายไดเ้สริม ขายปาท่องโก๋ สังขยา
ใบเตย. แหล่งท่ีมา: http://www.guideubon.com/2.0/ubon-food/486/. วนัท่ีเข้าถึง 25 
กนัยายน 2558. 

อดิศร เสวตวิวฒัน์. 2538. อาหารแช่แข็งพร้อมบริโภคกบัความปลอดภัยในด้านจุลชีววิทยา. 
วารสารเกษตรพระจอมเกลา้. 13(2): 29-41. 

อรอนงค์ ล  าดวน. 2556. สังขยาชานม. โครงการ e-learning เพื่อพฒันาอาชีพ ตามพระราชด ารัส
ส ม เ ด็ จ พ ร ะ เ ท พ รั ต น ร า ช สุ ด า ฯ  ส ย า ม บ ร ม ร า ช กุ ม า รี   แ ห ล่ ง ท่ี ม า : 
http://edltv.vec.go.th/courses/1/01010347.pdf. วนัท่ีเขา้ถึง 11 พฤษภาคม 2557.  

อบเชย วงศท์อง. 2543. การผลิตขนมไทย. เอกสารประกอบหารสอน ภาควิชาคหกรรรมศาสตร์ 
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์. 

อรวรรณ ชินตระกลู. 2541. Preservative. จาร์พา, สมุทรปราการ. 43(4): 30-33 
อรวรรณ์ คูหา. 2543. การปนเป้ือนของเช้ือ Salmonella ในไข่ไก่และส่ิงแวดลอ้มในฟาร์มไก่. 

วิทยานิพนธม์หาบณัฑิต ภาควิชาวิทยาศาสตร์ (โรคติดเช้ือ) มหาวิทยาลยัมหิดล. 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



71 
 

American Public Health Association. 2001. Aerobic Plate Count. Compendium of Method for 
The Microbiological Examination of Foods. 4thed. American Public Health 
Association, Washington, DC. 

Dharmadhikari, M.R. 2014. Sorbic acid. Available at https://www.extension.iastate.edu/wine/ 
sites/www.extension.iastate.edu/files/wine/SorbicAcid1.pdf Verified 1 February 2014. 

EFSA. 2005. Opinion of the Scientific Panel on Biological Hazards on Bacillus cereus and other 
Bacillus spp. in foodstuffs. The EFSA Journal 175: 1-48. 

El-Nour, S.A. and A. Hammad. 2013. Inactivation of Bacillus cereus spores in liquid food by 
combination treatments of heat and irradiation. Food Science and Quality 
Management. 19:  33-40.  

Food Travel. 2011. ขนมปังสังขยา. Available at http://www.footravel.tv. Verified 11 January 
2015. 

Granum P.E. 1997. Bacillus cereus. In Food Microbiology: fundamentals and frontiers, p. 327-
336. ASM Press, Washington, D.C. 

Granum, P.E. and T.C. Baird-Parker. 2000. Bacillus species., In Lund, B.M., T.C. Baird-Parker 
and G.W. Gould, eds. The Microbiological Safety and Quality of   Food. 2 : 1029-
1039. Aspen Publishers, Inc. U.S.A. 

Hawkins W. 2009. The effect of pH on Potassium Sorbate effectiveness. Available at  
http://www.hawkinswatts.com.au/documents/091207%20Potassium%20Sorbate%20p
H.pdf. Verified 11 January 2015. 

Kramer J.M. and R.J. Gilbert. 1989. Bacillus cereus and other Bacillus species. In Food borne 
Bacterial Pathogens, p. 21-70. Marcel Dekker Inc. New York. 

Livestock. 2002. Potassium Sorbate. CFNP This Technical Advisory Panel (TAP) review. 
Available at http://www.ams.usda.gov/AMSv1.0/getfile?dDocName=STELPRDC 
5067082. Verified 11 January 2015. 

Margarita. G., L., and M. Roberto. 1995. Effect of sporulation media and strain on thermal 
resistance of Bacillus cereus spores. International Journal of Food science and 
Technology. Spain. P.71-78.  

Michael P. D. 2009. Compendium of the Microbiological Spoilage of Foods and Beverages. In 
Heap, F.K. Cook and B.L. Johnson. Compound Cereal Products. p. 242-244. Springer. 
USA.  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



72 
 

National Advisory Committee on Microbiological Criteria for Foods (NACMCF). 1999. 
Microbiological safety evaluations and recommendations on fresh produce. Food  
Control 10 : 117-143. 

New Zealand Food Safety Authority (NZFSA). 2001. Bacillus cereus. Downloaded from  
http://www.okyanusbilgiambari.com/ GG/Hazards/MO/bacillus-cereus.pdf. Verified 
14 September 2013. 

New Zealand Food Safety Authority (NZFSA). 2007. Microbiological Quality of Bakery 
Product. Downloaded from: http://www.foodsafety.govt.nz/elibrary/Microbiological 
_Quality-investigates_Relationship.pdf. Verified 14 September 2013. 

New Zealand Food Safety Authority (NZFSA). 2010. Bacillus cereus. Downloaded from:  
http://www.foodsafety. govt.nz/elibrary/industry/Bacillus_Cereus-Spore_Forming.pdf. 
Verified 14 September 2013. 

Rosenkvist, H. and A. Hansen. 1994. Contamination profiles and characterization of Bacillus 
species in wheat bread and raw materials for bread. International journal of food 
microbiology. 26 :   353-363. 

Saranraj.P. and M. Geetha. 2011. Microbial Spoilage of Bakery Products and Its Control by 
Preservatives. International Journal of Pharmaceutical & Biological Archives 3(1): 38-
48.  

Thai Dessert Recipes. 2012. Pandan coconut custard or dipping sauce. Available at  
http://thaidessertsrecipes.blogspot.com/2012/10/pandan-coconut-custard-or-dipping-
sauce.html. Verified 8 October 2013. 

The International Commission on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF). 1996.  
Bacillus cereus. In Microorganisms in Foods 5 Microbiological Specifications of Food 
Pathogens.  p. 20-35.  Suffolk: Great Britain. 

U.S. Food and Drug Administration. 2001. BAM - Clostridium perfringens. Chapter 16. 
Available at http://www.fda.gov. Verified 14 September 2013. 

U.S. Food and Drug Administration. 2001. BAM - Staphylococcus aureus.Chapter 12. Available 
at http://www.fda.gov. Verified 14 September 2013. 

U.S. Food and Drug Administration. 2001. BAM - Yeasts, Molds and Mycotoxins. Chapter  18. 
Available at http://www.fda.gov. Verified 14 September 2013. 

U.S. Food and Drug Administration 2012.BAM - Bacillus cereus. Chapter 14. Available at 
http://www.fda.gov. Verified 14 September 2013. 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



73 
 

U.S. Food and Drug Administration 2012. BAM - Salmonella. Chapter 5. Available at http:// 
www.fda.gov. Verified 14 September 2013. 

U.S. Food and Drug Administration. 2013. BAM - Coliforms  &  E. coli. Chapter  4. Available 
at http:// www.fda.gov. Verified 14 September 2013. 

Valero, M., L.A. Hernandez-Herrero, P.S. Fernandez and M.C. Salmeron. 2002. 
Characterization of Bacillus cereus isolates from fresh vegetables and refrigerated 
minimally processed foods by biochemical and physiological tests. J. Food Microbial. 
19: 491-499. 

World Health Organization (WHO).  2005. Benzoic acid and sodium benzoate. Available at: 
http://www.who.int/ipcs/publications/cicad/cicad26_rev_1.pdf. Verified 25 December 
2015. 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ก 

การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



75 
 

ก.1 อาหารเลีย้งเช้ือที่ใช้ในการทดลองและวธีิการเตรียม 
 
ก.1.1 Baird Paker Agar 

1. Base edium 
- Tryptone  10 g 
- Beef extract  1 g 
- Yeast extract  1 g 
- Sodium pyruvate  10 g 
- Final pH  7.0 + 0.2 

- Glycine    12 g 
- Lithium chloride 6H2O 5 g 
- Agar    15 g 
- น ้ากลัน่    900 mL 

ผสมองคป์ระกอบทั้งหมดรวมกนั แลว้ตม้จนวุน้ละลาย ปรับ pH เทสารละลายลงใน
ขวด Duran ปริมาตร 225 มิลลิลิตร ปิดฝา น าไปน่ึงฆ่าเช้ือใน Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121oC เป็นเวลา 
15 นาที 

2. สารละลาย Potassium tellurite 1% 
- Potassium tellurite 1 g - น ้ากลัน่ 100 mL  

ละลาย Potassium tellurite ในน ้ ากลัน่ กรองผ่านแผ่นกรองปลอดเช้ือ เก็บในขวด
ปลอดเช้ือปิดสนิท เก็บไวใ้นตูเ้ยน็ 4oC 

3. Egg-yolk emulsion 50%  
ลา้งไข่ไก่ให้สะอาด แช่ใน 70% Ethanol เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ตอกไข่ไก่และท าการ

แยกไข่ขาวโดยวิธี aseptic technic น าไข่แดงท่ีแยกได ้ใส่ลงในขวดปราศจากเช้ือท่ีมี ปริมาตร 100 
mL เติมน ้ าเกลือ 0.85% Normal saline 100 mL ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ ผสมใหเ้ขา้กนัปิดฝา เก็บในตูเ้ยน็
อุณหภูมิ 4oC  

4. การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 
แบ่งอาหาร Baird Paker base medium มา 95  มิลลิลิตร (อุณหภูมิประมาณ 45-50oC) 

เติม Egg-yolk tellurite emulsion ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั แลว้เทลงใส่ลงในจานเพาะ
เช้ือท่ีปลอดเช้ือ 
 
ก.1.2 Brain Heart Infusion (BHI) Broth  

- Calf brain infusion 200 g 
- Proteose peptone 10g 
- Na2HPO4.12H2O 2.5 g 
- Beef Extract  250 g 

- Sodium chloride (NaCl) 5 g 
- Dextrose  2 g 
- น ้ากลัน่   1L 
- Final pH  7.0 + 0.2
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ละลายส่วนผสมทั้งหมด ถ่ายอาหารเล้ียงเช้ือใส่ในหลอดทดลองหรือขวด ปิดฝา 
จากนั้นน าไปน่ึงฆ่าเช้ือใน Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121oC เป็นเวลา 15 นาที 
 
ก.1.3 Brilliant Green Lactose Bile Broth (BGLB)  

- Brilliant green lactose bile broth  ยีห่อ้ Oxiod 40 g 
- น ้ากลัน่ 1 L 

ท าการชัง่อาหารละลายในน ้ ากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร น าหลอดดกัก๊าซ (durham tube) 
ใส่ในหลอดท่ีมีฝาเกลียวปิด แลว้ดูดอาหารใส่ลงในหลอด ปริมาตร 10มิลลิลิตร  และปิดฝาจากนั้น
น าไปน่ึงฆ่าเช้ือใน Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121oC เป็นเวลา 15 นาที ค่า pH ของอาหาร  : 7.2 + 0.2  
 
ก.1.4 Butterfield’s  Phosphate  buffered  

- Potassium  dihydrogen  orthophosphate  ( KH2PO4 ) 34.0 g 
- NaOH 1N 175 mL 
- น ้ากลัน่  1 L 
 ชัง่ Potassium dihydrogen orthophosphate ละลายในน ้ ากลัน่ 500  มิลลิลิตร และ

ปรับค่า pH   ( 7.2 + 0.2 ) โดยเติม 1N NaOH  175  มิลลิลิตร ปรับปริมาตรให้ได ้ 1 ลิตร น าไปน่ึง
ฆ่าเช้ือใน Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121oC เป็นเวลา 15 นาที แลว้น าไปเก็บไวใ้นตูเ้ยน็ เมื่อจะน ามาใช้
ให้น า  stock  Buffered มา  1.25  มิลลิลิตร   เติมน ้ ากลัน่ให้ไดป้ริมาตร   1 ลิตร  เทใส่ขวดหรือ
หลอดท่ีมีฝาปิด  แลว้น าไปฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ  121oC นาน 15 นาที น าไปใชง้านตามปกติ       
 
ก.1.5 Bismuth Sulfite agar (BS) ยีห้่อ Merck 

- Bismuth sulfite agar 47.0 g - น ้ากลัน่    1L 
ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ ตม้พอเดือดเทใส่ขวดปิดฝา ไม่ตอ้งน าเขา้ฆ่าเช้ือ

ใน Autoclave ปล่อยใหเ้ยน็ลง ประมาณ 50oC แลว้เทใส่จานเพาะเช้ือท่ีปราศจากเช้ือ 
 
ก.1.6 Cooked Meat Medium 

- Beef extract  454 g 
- Dextrose  2 g 
- Proteose peptone 20g 

- Sodium chloride (NaCl) 5 g 
- น ้ากลัน่    1L 
- Final pH  7.2 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



77 
 

บด Beef extract ใหล้ะเอียดในน ้ า ตม้จนเดือดและเค่ียวประมาณ 1 ชัว่โมง ท าให้เยน็
แลว้ปรับ pH ใหไ้ดป้ระมาณ 7.2 ตม้อีก 10 นาที ใชผ้า้ขาวบางกรองและแยกเน้ือและน ้ าออกจากกนั 
ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ าท่ีแยกเน้ือออกแลว้ ปรับปริมาตรน ้ าใหไ้ด ้1 ลิตร เติมเน้ือท่ีแยกออก
ใส่ลงในหลอดทดลอง ขนาด 20 x 150 mm ใหมี้เน้ือในหลอดทดลองสูงประมาณ 1.2-2.5 cm  เติม
น ้ าท่ีผสมสารละลายต่างๆ ลงในหลอดทดลองท่ีมีเน้ืออยู่ปริมาตรหลอดละ 10-12 มิลลิลิตร ปิดฝา
แลว้น าเขา้ฆ่าเช้ือใน Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121oC เป็นเวลา 15 นาที 
 
ก.1.7 Dichloran glycerol (DG 18) medium  

- Dichloran glycerol (DG18)  agar  base 31.5 g 
- Glycerol 85%    175 mL 

ชัง่อาหาร DG18 31.5 กรัม ใส่ในบีกเกอร์ท่ีมีน ้ ากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น าไป
ตม้บน hot plate จน เดือด และ Agar ละลายจนหมด จากนั้นเติมกลีเซอรอล 175 มิลลิลิตร น าไปเท
ใส่ขวดอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมไว ้ แลว้ปิดฝา น าไปฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ือง Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121oC 
เป็นเวลานาน 15 นาที ค่า pH ของอาหาร : 5.6 + 0.2 
 
ก.1.8 Fortified Nutrient Agar (FNA)  (For spore production) 

- Beef extract 3.0  g 
- Peptone 5.0  g 
- Dextrose 0.1  g 
- Agar 15.0  g 
- Sodium chloride (NaCl) 8.0  g 
- Calcium chloride (CaCl2) 0.06  g 
- Ammonium sulfate ( (NH4)2SO4 ) 0.08 g 
- Manganese sulfate monohydrate (MnSO4 H2O) 0.05 g 
- Ferrous sulfate heptahydrate  (FeSO4. 7H2O) 0.0005 g 
- Manganese chloride tetrahydrate (MnCl2.4H2O) 0.008 g 
- Magnesium sulfate (MgSO4) 0.2 g 
- Copper sulphate penta-hydrate  (CuSO4.5H2O) 0.005 g 
- Zinc sulfate heptahydrate  (ZnSO4.7H2O) 0.005 g 
- น ้ากลัน่  1  L 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ผสมองค์ประกอบทั้งหมดรวมกนั แลว้ตม้จนวุน้ละลาย ถ่ายอาหารเล้ียงเช้ือใส่ใน
หลอดทดลอง ขนาด 16 x 150 มิลลิเมตร ปริมาตรหลอดละ 5 มิลลิลิตร ปิดฝา น าไปน่ึงฆ่าเช้ือใน 
Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121oC เป็นเวลา 15 นาที 
 
ก.1.9 EC  Broth     

- EC broth ยีห่อ้ Merck  37 g  - น ้ากลัน่   1 L  
ชัง่อาหาร EC broth ละลายในน ้ ากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร น าหลอดดกัก๊าซ (durham 

tube) ใส่ในหลอดท่ีมีฝาเกลียวปิด แลว้ดูดอาหารใส่ลงในหลอด ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  และปิดฝา 
น าไปน่ึงฆ่าเช้ือใน Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121oC เป็นเวลา 15 นาที 
 
ก.1.10 Hektoen Enteric agar (HE) 

- Hektoen enteric agar ยีห่อ้ Oxoid 76 g - น ้ากลัน่   1 L  
ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ ตม้พอเดือดเทใส่ขวดปิดฝา ไม่ตอ้งน าเขา้ฆ่าเช้ือ

ใน Autoclave ปล่อยใหเ้ยน็ลง ประมาณ 50oC แลว้เทใส่จานเพาะเช้ือท่ีปราศจากเช้ือ 
 
ก.1.11 Lactose Broth (LB)  

- Lactose broth ยีห่อ้ Oxoid  13 g - น ้ากลัน่   1 L  
ชัง่ Lactose broth ละลายในน ้ ากลัน่ ใส่ขวด ขวดละ 225 mL ปิดฝา แลว้น าไปน่ึงฆ่า

เช้ือใน Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121oC เป็นเวลา 15 นาที 
 

ก.1.12 Lysine-Indole-Motility (LIM) Medium 
- Polypeptone  10 g 
- Dextrose  1.0 g 
- L-Trytophan  0.5 g 
- Agar   3.0 g 

- Yeast extract  3.0 g 
- L-lysine   10 g 
- Bromcresol purple 0.02 g 
- น ้ากลัน่   1 L

ผสมองค์ประกอบทั้งหมดรวมกัน แลว้ต้มละลายส่วนผสมทั้งหมดจนเดือด ดูด
ส่วนผสมท่ีไดใ้ส่ในหลอดทดลอง ขนาด 13 x 100 มิลลิเมตร ใหไ้ดป้ริมาตร 1 ใน 3 ของหลอด ปิด
ฝา แลว้น าไปน่ึงฆ่าเช้ือใน Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121oC เป็นเวลา 15 นาที 
 
ก.1.13 Lysozyme broth

- Nutrient broth 13 g - Lysozyme  0.1 g 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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- HCl 0.1 N 65 mL - น ้ากลัน่ 1 L
Base 

ชัง่ Nutrient broth ละลายในน ้ ากลัน่ 1 ลิตร เทใส่ขวดๆ ละ 90 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่า
เช้ือใน Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121oC เป็นเวลา 15 นาที 

Lysozyme solution 
ละลาย Lysozyme ลงใน HCl 0.01 N ปริมาตร 65 มิลลิลิตร แลว้ตม้ เป็นเวลา 20 

นาที แลว้ปรับปริมาตรใหค้รบ 100 มิลลิลิตร ดว้ย HCl 0.1 N เติมสารละลาย Lysozyme จ  านวน 1 
มิลลิลิตร ใส่ในขวดอาหาร Nutrient broth 99 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั แบ่งอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไดใ้ส่
ในหลอดท่ีปลอดเช้ือ หลอดละ 25 มิลลิลิตร 
 
ก.1.14 Lauryl Tryptose Broth  ( LST ) 

- Lauryl tryptose broth 35.6 g - น ้ากลัน่   1 L  
ชัง่อาหาร LST 35.6 กรัม ใส่ในบีกเกอร์ เติมน ้ ากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร  คนให้ละลาย 

ใส่หลอดดักก๊าซ (durham tube) ในหลอดท่ีมีฝาเกลียวปิด แลว้ดูดใส่ลงในหลอด ปริมาตร 10
มิลลิลิตร  และปิดฝา แลว้น าไปน่ึงฆ่าเช้ือใน Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121oC เป็นเวลา 15 นาที  ค่า pH 
ของอาหาร : 6.8 + 0.2  
 
ก.1.15 Levine's Eosin Methylene Blue Agar (EMB) 

- EMB  36 g - น ้ากลัน่   1 L  
ชัง่อาหาร EMB 36  กรัม ใส่ในบีกเกอร์เติมน ้ ากลัน่ 1,000  มิลลิลิตร  น าไปตม้จน

เดือดและ Agar ละลายหมด น าไปเทใส่ขวดท่ีมีฝาปิด น าไปน่ึงฆ่าเช้ือใน Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 
121oC เป็นเวลา 15 นาที  แลว้น าออกมาตั้งวางไวร้อจนอุณหภูมิของอาหารลดลง จึงน ามาเทใส่จาน
เพาะเช้ือประมาณ  20  มิลลิลิตร  ตั้งท้ิงไวจ้นอาหารแข็งตวัแลว้จึง  น าไปใชง้าน  ค่า pH ของ
อาหาร : 7.1 + 0.2   
 
ก.1.16 Mannitol - egg yolk - polymyxin  ( MYP ) agar  plates 

- MYP  Agar     11.5 g 
- Egg-yolk emulsion 50% 25 mL 

- Polymyxin B solution 1 mL 
- น ้ากลัน่   225 mL 

ชัง่อาหาร   MYP  Agar  ใส่ในบีกเกอร์ เติมน ้ ากลัน่ 225 mL น าไปอุ่นให้ละลายบน  
Hot  plate   เทใส่ขวดเตรียมอาหารท่ีมีฝาปิด น าไปน่ึงฆ่าเช้ือใน Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121oC เป็น
เวลา 15 นาที แลว้น าออกมาตั้งวางไวร้อจนอุณหภูมิลดลงประมาณ  50oC   

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Polymyxin B solution ละลายผง Polymyxin B sulfate (sigma P1 004) ลงในน ้ า
กลัน่ ท่ีปลอดเช้ือ 100 มิลลิลิตร กรองผา่นแผน่กรองปลอดเช้ือ 0.2 µm เก็บในขวดปลอดเช้ือท่ีปิด
สนิท เก็บในตูเ้ยน็ 4 oC จนกระทัง่ใช ้

Egg-yolk emulsion 50% ลา้งไข่ไก่ให้สะอาด แช่ใน 70% ethanol เป็นเวลา 1 
ชัว่โมง ตอกไข่ไก่และท าการแยกไข่ขาวโดยวิธี aseptic technic น าไข่แดงท่ีแยกได ้ใส่ลงในขวด
ปราศจากเช้ือท่ีมี ปริมาตร 100 mL เติมน ้ าเกลือ 0.85% normal saline 100 mL ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือ 
ผสมใหเ้ขา้กนัปิดฝา เก็บในตูเ้ยน็อุณหภูมิ 4oC  

การเตรียมผสมอาหารเลีย้งเช้ือ Mannitol - egg yolk - polymyxin  ( MYP ) agar  
plates น า MYP Agar 225 mL (อุณหภูมิ ประมาณ 50oC) เติม Polymyxin B solution 1 mL และ 
sterile egg-yolk emulsion  25 mL ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้น าไปเทลงในเพลทท่ีปราศจากเช้ือ 18 – 20 
mL   ตั้งท้ิงไวจ้นอาหารแข็งตวั แลว้จึงน าไปใชง้าน ค่า pH ของอาหาร : 7.2 +  0.2   

 
ก.1.17 Motility  medium 

- Trypticase 10 g 
- Yeast  extract 2.5 g 
- Dextrose 5.0 g 

- Na2HPO4  2.5 g 
- Agar  3.0 g 
- น ้ากลัน่   1L 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่  และน าไปต้มจนส่วนผสมทั้งหมดละลายเข้า
ดว้ยกนั ดูดอาหารใส่ลงในหลอดท่ีมีฝาเกลียวปิด  ปริมาตร  3  มิลลิลิตร  น าไปน่ึงฆ่าเช้ือใน 
Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121oC เป็นเวลา 15 นาที เก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งนาน  2  วนั ก่อนน าไปใชง้าน 
ค่า pH ของอาหาร  : 7.+ 0.2 
 
ก.1.18 Nutrient  Agar 

- Nutrient  Agar  ( NA )   28 g - น ้ากลัน่   1 L 
ชัง่อาหาร  Nutrient  Agar  ใส่ในบีกเกอร์  เติมน ้ ากลัน่   1 ลิตร  น าไปอุ่นให้ละลาย 

กรณีเตรียม  NA Slant ส าหรับเล้ียงเช้ือเพ่ือน าไปใชต้รวจสอบยนืยนัในขั้นตอนต่อไป ปิเปตอาหาร
ใส่ลงในหลอดท่ีมีฝาเกลียวปิด  ปริมาตร  5  มิลลิลิตร กรณีเตรียม  NA plate ส าหรับทดสอบการ
สร้างไรซอยด์ เทใส่ขวดเตรียมอาหารท่ีมีฝาปิด น าไปฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ือง   Autoclave  ท่ีอุณหภูมิ  
121o C  เป็นเวลา  15  นาที   

กรณีเตรียม  NA Slant ส าหรับเล้ียงเช้ือเพ่ือน าไปใชต้รวจสอบยืนยนัในขั้นตอน
ต่อไป ใหว้างหลอดใหอ้าหารภายในเอียงโดยส่วนท่ีเป็น  butt   สูงจากกน้หลอดประมาณ  1  น้ิว   
ตั้งท้ิงไวจ้นอาหารแข็งตวัแลว้น าไปใชง้านตามปกติ  กรณีเตรียม  NA plate ส าหรับทดสอบการ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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สร้างไรซอยด์ เม่ืออาหารเล้ียงเช้ือมีอุณหภูมิประมาณ 50oC เทใส่จานเพาะเช้ือประมาณ  25  
มิลลิลิตร   ตั้งท้ิงไวจ้นอาหารแข็งตวัแลว้น าไปใชง้านตามปกติ  ค่า pH ของอาหาร  :  7.4  +/- 0.2 
 
Nก.1.19 Nitrate broth 

- Beef extract  3.0 g 
- Peptone  5.0 g 

- Potassium nitrate (KNO3) 1.0 g 
- น ้ากลัน่ 1 L

ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ ดูดใส่หลอดๆ ละ  5  มิลลิลิตร  น าไปน่ึงฆ่าเช้ือ
ใน Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121oC เป็นเวลา 15 นาที ค่า pH ของอาหาร  :    7.0 + 0.2 
 
ก.1.20 Plate Count  Agar  

- Plate Count Agar ยีห่อ้ Oxoid 22.5 g - น ้ากลัน่ 1L
ชัง่ Plate Count Agar ใส่ในบีกเกอร์เติมน ้ ากลัน่ปริมาตร 1,000  มิลลิลิตร  น าไปตม้

ใหค้วามร้อน จนกระทัง่เดือด  และวุน้ละลาย น าไปเทใส่ขวดอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมไว ้ แลว้ปิดฝา  
น าไปน่ึงฆ่าเช้ือใน Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121oC เป็นเวลา 15 นาที ค่า pH ของอาหาร  : 7.+   0.2  
 
ก.1.21 0.1%Peptone  Water 

- Peptone water 1.0 g  - น ้ากลัน่ 1 L
การเตรียม ชัง่อาหาร peptone water ใส่ในน ้ า 1,000  มิลลิลิตร  คนให้อาหารละลาย 

เทใส่ขวดน าไปน่ึงฆ่าเช้ือใน Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121oC เป็นเวลา 15 นาที ค่า pH ของอาหาร :   
7.2 + 0.2 
 
ก.1.22 Rappaport – Vassiliadis (RV) 

- Rappaport – Vassiliadis 
 ยีห่อ้ Merck 41.8 g 

- น ้ากลัน่ 1 L

ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ น าไปตม้ให้ความร้อน จนละลาย ดูดใส่หลอด
ทดลอง หลอดละ 10 มิลลิลิตร ปิดฝา น าไปน่ึงฆ่าเช้ือใน Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121oC เป็นเวลา 15 
นาที 
 
ก.1.23 Trypticase Soy Agar (TSA) ส าหรับวเิคราะห์เช้ือ B. cereus 

- Trypticase peptone (Tryptone) 15 g 
- Phytone peptone (soytone) 5.0 g 

- Sodium chloride (NaCl)  5.0 g 
- Agar  12 g 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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- น ้ากลัน่  1 L
ผสมองค์ประกอบทั้งหมดรวมกนั แลว้ตม้จนวุน้ละลาย ถ่ายอาหารเล้ียงเช้ือใส่ใน

ขวดปิดฝา น าไปน่ึงฆ่าเช้ือใน Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121oC เป็นเวลา 15 นาที 
 

 

ก.1.24 Trypticase Soy Broth  (TSB) ส าหรับวเิคราะห์เช้ือ B. cereus
- Trypticase peptone (Tryptone)  15 g 
- Phytone peptone (soytone) 5.0 g 
- Sodium chloride (NaCl)  5.0 g 
- D (+) glucose   2.5 g 

- di-Potassium hydrogen phosphate 
(K2HPO 4)    2.5 g 

- น ้ากลัน่    1 L 

ผสมองค์ประกอบทั้งหมดรวมกนั แลว้ตม้จนวุน้ละลาย ถ่ายอาหารเล้ียงเช้ือใส่ใน
ขวดปิดฝาน าไปน่ึงฆ่าเช้ือใน Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121oC เป็นเวลา 15 นาที 
 

ก.1.25 Trypticase Soy – Sheep Blood Agar (TSSBA) ส าหรับวเิคราะห์เช้ือ B. cereus 
 อาหารส าเร็จรูปยีห่อ้ Oxoid 

  
ก.1.26 Tryptic soy broth (TSB ) with 10%NaCl  and 1% Sodium  Pyruvate ส าหรับวเิคราะห์

เช้ือ S. sureus 
- Tryptic soy broth       15 g 
- Sodium chloride (NaCl) 47.5 g 

- Sodium  pyruvate  5.0 g 
- น ้ากลัน่  500  mL

ผสมองค์ประกอบทั้งหมดรวมกัน  ดูดอาหารใส่ลงในหลอดท่ีมีฝาเกลียวปิด  
ปริมาตร  10  มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเช้ือใน Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121oC เป็นเวลา 15 นาที 
 
ก.1.27 Tetrathionate Broth (TT) 

1. Tetrathionate broth base 
- Tetrathionate broth ยีห่อ้ Oxoid 77g 
- น ้ากลัน่  1 L
ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ 1 ลิตร ผสมและตม้จนเดือด ดเทใส่ขวดปิดฝาให้

สนิท ไม่ตอ้งน าเขา้ฆ่าเช้ือใน Autoclave ปล่อยใหเ้ยน็ลง ประมาณ 50oC เก็บรักษาไวใ้นตูเ้ยน็ 
2. Iodine-Potassium Iodide solution 

- Potassium iodide (KI) 5 g 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



83 
 

- Iodine, resublimed (I2) 6 g 
- น ้ากลัน่ Sterile 20 mL
ละลาย KI ในน ้ ากลัน่ 5 มิลลิลิตร เติม I2 คนจนละลาย จากนั้นเติมน ้ ากลัน่ปลอดเช้ือ 

20 มิลลิลิตร ใส่ขวดสีชา เก็บในท่ีมืด 
3. Brilliant Green solution 

- Brilliant green dye, sterile 5 g - น ้ากลัน่ Sterile 100 mL
ละลาย Brilliant green ในน ้ ากลัน่ปลอดเช้ือ เก็บใส่ขดปิดสนิทท่ีปราศจากเช้ือ 

4. การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 
ในวนัท่ีจะใชอ้าหารเล้ียงเช้ือดงักล่าว ให้เติม Iodine-Potassium Iodide solution 20 

มิลลิลิตร และ 10 มิลลิลิตร ของสารละลาย Brilliant Green ผสมให้เขา้กนั ดูดอาหารใส่หลอด
ทดลองท่ีปราศจากเช้ือหลอดละ 10 มิลลิลิตร 
 
ก.1.28 TSC Agar (Tryptose Sulfite Cycloserine Agar) With Egg Yolk 

1. Base medium 
- Tryptose  15 g 
- Yeast extract  5.0 g 
- Ferric ammonia citrate 1.0 g 
- Soytone   5.0 g 

- Sodium metabisulfite 1 g 
- Agar   15 g 
- Final p H 7.6 + 0.2  

อุ่นละลานส่วนผสมทั้งหมด ถ่ายอาหารปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในฟลาส์กหรือขวด
จุกส าลีหรือปิดฝา ขนาด 500 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเช้ือใน Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121oC เป็นเวลา 
15 นาที 

2. สารละลาย D-cycloserine 
- D-cycloserine 1.0 g 
- น ้ากลัน่ 200 mL 

ละลาย D-cycloserine ในน ้ ากลัน่ กรองผา่นแผน่กรองปลอดเช้ือ เก็บในขวดปลอด
เช้ือท่ีปิดสนิท เก็บในตูเ้ยน็ 4oC จนกว่าจะใช ้

3. Egg-yolk emulsion 50%  
ลา้งไข่ไก่ให้สะอาด แช่ใน 70% ethanol เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ตอกไข่ไก่และท าการ

แยกไข่ขาวโดยวิธี aseptic technic น าไข่แดงท่ีแยกได ้ใส่ลงในขวดปราศจากเช้ือท่ีมี ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร เติมน ้ าเกลือ 0.85% normal saline 100 มิลลิลิตร ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือ ผสมให้เขา้กนัปิดฝา 
เก็บในตูเ้ยน็อุณหภูมิ 4oC 

4. การเตรียมผสมอาหารเล้ียงเช้ือ Tryptose Sulfite Cycloserine Agar With Egg Yolk เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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แบ่งอาหาร TSC agar base medium มา 250 มิลลิลิตร  (อุณหภูมิประมาณ 45-50oC) 
เติม สารละลาย D-cycloserine 20 มิลลิลิตร เติม Egg-yolk emulsion 50% ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนั ระวงัฟองอากาศ แลว้เทลงในจานเพาะเช้ือท่ีปราศจากเช้ือ 

 
ก.1.29 Xylose Lysine Deoxycholate agar (XLD) 

- Xylose Lysine Deoxycholate agar 53 g 
- น ้ากลัน่ 1 ลิตร  

ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ ตม้พอเดือดเทใส่ขวดปิดฝา ไม่ตอ้งน าเขา้ฆ่าเช้ือ
ใน Autoclave ปล่อยใหเ้ยน็ลง ประมาณ 50oC แลว้เทใส่จานเพาะเช้ือท่ีปราศจากเช้ือ 
 
ก.2 สารเคมทีี่ใช้ในการทดลองและวธิีการเตรียม 
ก.2.1 Basic Fuchsin Staining solution 

- สียอ้ม basic fuchsin 0.5 g 
- เอทานอล ( 95% ) 20 mL 
- น ้ากลัน่ 100 mL 
- กระดาษกรอง Whatman no.31   
ละลายสียอ้ม basic fuchsin  ในเอทานอล ปริมาตร 20 มิลลิลิตร  เจือจางดว้ยน ้ ากลัน่ จนได ้

100 มิลลิลิตร กรองดว้ยกระดาษกรอง Whatman No. 31 เพื่อขจดัสีท่ีไม่ละลาย  
 
ก.2.2 NaOH 1  N   

- Sodium hydroxide  (NaOH)   40 g 
- น ้ากลัน่ 1 L 
ชัง่   Sodium hydroxide  (NaOH)  40  กรัม    ละลายในน ้ ากลัน่  และ ปรับปริมาตรให้ได ้ 

1 ลิตร    
 
ก.2.3 HCl 0.01 N 

- HCl   0.43 mL 
- น ้ากลัน่ 500 mL 
ปิเปตสาร   HCl   0.43 mL ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ใหค้รบ   500  มิลลิลิตร  ดว้ยขวดวดั

ปริมาตร (volumetric  flask) 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ก.2.4  แอลกอฮอล 70% 
 
ก.2.5 สารละลายโซเดยีมไฮโปรคลอไรด์ 50 ppm 
 ตวงโซเดียมไฮโปรคลอไรด ์10% มา 5 มิลลิตร ละลายในน ้ า 10 ลิตร 
 
ก.2.6 Spore stain Malachite green 

- Malachite green 0.5 g 
- น ้ากลัน่   30 mL 

 
ก.2.7 0.5% Safranin O spore stain  

- Safranin O 0.5 g 
- น ้ากลัน่   30 mL 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข 

การตรวจวเิคราะห์เช้ือและ 
วธีิการวดั pH และค่าความหวาน 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ข.1 ขั้นตอนการตรวจวเิคราะห์เช้ือ B. cereus 
 

ข.1.1 ขั้นตอนการวเิคราะห์ 
 

 
 

      0.3, 0.3 และ 0.4 มิลลิลิตร 
      หรือ 0.1, 0.1 มิลลิลิตร 

 
  

30oC เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง 
 
 

 
 
 

30oC เป็นเวลา 4 ชัว่โมง 
 
 
 
 
 

ภาพที่ ข.1.1 การตรวจปริมาณ (enumeration)  Bacillus cereus ในอาหาร โดยวิธี spread plate 
 
  

ตวัอยา่งเร่ิมตน้ หรือตวัอยา่งท่ีเจือจาง ตามความเหมาะสม (1:1 หรือ 1 : 100, …) 

MYP agar หรือ Bacara agar     

นบัโคโลนีท่ีมีลกัษณะเฉพาะ (15 – 150 โคโลนี) 

เข่ียเช้ืออยา่งนอ้ย 5 โคโลนี/จานเพาะเช้ือ ลงบน NA slant 

ตรวจยนืยนัโดยทดสอบทางชีวเคมี (ภาพท่ี ข.1.2, ข.1.3) 

ค านวณและรายงานผล 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ข.1.2 ขั้นตอนการยนืยนัเช้ือ B. cereus  
 

  
           
           
           
           
           
           
           
           
       
          
           
           
           
           
           
           
           
           
           
           
           
  

ภาพที่ ข.1.2 การตรวจยนืยนัเบ้ืองตน้ของ  Bacillus cereus 
 

NA slant 
จากภาพท่ี ข.1.1 

ยอ้มสีแกรม BPB 0.5 ม.ล. 

ไม่ใช่ B.cereus 

ผสมใหเ้ขา้กนั 

35oC 24 ชม. 
(AnO2) 
 

35oC   
24 ชม. 
 

35oC   
48+/-2 ชม. 
 

35oC   
2-7 วนั 
 

B. cereus group หรือ presumptive B. cereus 

แกรมลบ 
แกรมบวก 

รูปท่อนสร้างสปอร์ 
Culture suspension 

Phenol red 
Glucose broth 

ผลบวก 
(ขุ่น, สีเหลือง) 

Nitrate 
broth 

Modified 
VP medium 

Tyrosine  
agar 

ผลบวก 
(สีส้ม) 

ผลบวก 
(สีชมพูหรือ

ม่วง) 

ผลบวก 
(วุน้ใสบริเวณ
ท่ีเช้ือเจริญ) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ข.1.3 ขั้นตอนจ าแนก  B. cereus จาก B. cereus group 
 
           
           
           
           
           
           
           
           
           
           
           
           
           
           
           
           
           
           
           
           
           
           
        

 
ภาพที่ ข.1.3 การจ าแนก  B. cereus จาก B. cereus group 

 
  

35oC   
48-72 ชม. 
 

35oC   
18-24 ชม. 
 

NA slant 
จาก ข.1.1 

BPB 0.5 มล. บ่มต่อที่อุณหภูมิหอ้ง 
2-3 วนั Culture suspension 

Rhizoid 
growth 

 

Motility 
test 

 

ยอ้มสี 
Endotoxin crytals 

 
NA 
plate 

 

Motility 
medium 

 

ส่วนใหญ่ให้
ผลบวก (เช้ือ
เจริญแผ่ออก
จากแนว stab) 

 

ผลลบ 
(เช้ือเจริญเฉพาะ
บริเวณที่แตะ) 

 

B. cereus 
 

ผลลบ 
(ไม่พบ endotoxin 

crytals) 
 

43oC   
4 วนั 
 

35oC   
24 ชม. 
 

Hemolytic 
activity 

 

Growth 
At 43oC 

 
TS-SBA 

plate 
 

TSA 
plate 

 

ผลบวก  
(strong β-
hemolysis) 

 

ผลบวก  
(เช้ือเจริญ) 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ข.1.4 การอ่านผล 
 
ตารางที่ ข.1.1 การตรวจยนืยนัเบ้ืองตน้ของ B. cereus 

Test Reagent Positive result B. cereus group 
Anaerobic utilization 

of glucose 
- Yellow + 

Nitrate reduction* Nitrite detection 
reagent 

Orange + 

VP reaction VP test reagent Pink or violet + 
Tyrosine 

decomposition 
- Clearing of medium 

near growth 
+ 

หมายเหตุ :  1) ถา้ทั้ง 4 รายการให้ผลบวก เป็นการยืนยนัเบ้ืองตน้ว่าพบ B. cereus หรือเช้ือใน       
B. cereus group  

1) B. cereus บางสายพนัธ์ (ส่วนน้อย) ให้ผลลบกบัปฏิกิริยา Nitrate reduction ให้
ทดสอบต่อไป 

 
ตารางที่ ข.1.2  การจ าแนก B. cereus จาก B. cereus group 

Test B. cereus B. thuringiensis B. mycoides B. weihenstephanensis B. anthracis 

Motility +/- +/- 
- 

(90-100% of 
strains) 

+ - 

Rhizoid growth - - + - - 

β-hemolysis 
(sheep blood) 

++ 
(strong  

2-4 mm) 

+ 
(weak) 

+ 
(weak) 

ND 
- 

(most strains) 

endotoxin 
crystals 

- + - - - 

Growth 
At 43oC, 4 days 

+ + - - + 

ND = Not determined 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ข.1.5 วธิีย้อมสปอร์ 
ข.1.5.1 ขั้นตอนการยอ้มสปอร์ 

1. Smear เช้ือบนแผน่กระจกปล่อยใหแ้หง้ แลว้ fix ดว้ยความร้อน 
2. หยด malachite green staining solution (5%) ใหท่้วมรอย smear  
3. ลนใตแ้ผน่กระจกดว้ยไฟอ่อนๆ หรือองัดว้ยไอน ้ า จนขอบของหยดสีเร่ิมแหง้ 
4. หยด malachite green staining solution (5%) ซ ้า และท าตามขอ้ 3. 
5. ลา้งสีเขียวออก โดยน าไปผา่นน ้ าประปา แลว้ซบัใหแ้หง้ 
6. ยอ้มทบัดว้ย Safranin O นาน 30 วินาที 
7. ลา้งแผน่กระจก โดยน าไปผา่นน ้ าประปา ซบัและปล่อยใหแ้หง้ 
8. ส่องกลอ้งจุลทรรศน์ ก  าลงัขยาย 100 เท่า ภายใต ้oil immersion 

 
ข.1.5.2 การอ่านผล 

 สปอร์ติดสีเขียว  
 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ข.2 ภาพแสดงขั้นตอนการตรวจวเิคราะห์เช้ือ B. cereus 
 
ตารางที่ ข.1.3 ขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์ B. cereus  

ขั้นตอน ภาพ 

1. ลกัษณะโคโลนี บนอาหาร MYP  

2. การทดสอบ Phenol red glucose broth 
จะเปล่ียนจากสีแดงเป็นสีเหลือง 

 

3. การทดสอบการรีดิวส์ไนเตรตโดย B. 
cereus จะสามารถรีดิวส์ไนเตรตเป็นไน
ไตรตไ์ด ้โดยหยดสารละลาย  N-(1-
naphthyl) thylenediamine  และ
สารละลาย  sulfanilic  acid  โดยจะเกิดสี
ม่วงหรือสีม่วงแดง 

 

4. ลกัษณะของ Modified VP medium 
หลงัจากหยดสารละลาย alpha-naphthol 
และ 40% KOH  และเติมผง Creatine  
จะท าใหเ้กิดสีชมพมู่วง 

 

5. ลกัษณะของ B. cereus ในอาหาร 
Lysozyme broth 

 

6.  ลกัษณะการเกิด Motility ของ B. cereus  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ ข.1.3 (ต่อ)  

ขั้นตอน ภาพ 

7. ลกัษณะการเกิดไรซอยด ์ของ B. cereus  

8. การทดสอบปฏิกิริยา hemolytic activity 
บนอาหาร TSSBA โดย B. cereus 
สามารถยอ่ยสลายเมด็เลือดแดง จะเกิด
โซนใสรอบโคโลนี 

 

9. ลกัษณะเซลลข์อง B. cereus 

 
10. ลกัษณะสปอร์ของ B. cereus  

 

ข.3 วธิีการวดัค่า pH 
1. เปิดเคร่ืองวดั pH (pH Meter) ก่อนการวิเคราะห์ไวอ้ยา่งนอ้ย 15 นาที 
2. ท าการ  Calibrate pH Meter ดว้ย Standard Buffer Solution pH  4, Standard Buffer 

Solution  pH  และ Standard Buffer Solution pH 10  ท่ี 25oC  ตามวิธีการในคู่มือการ 
Calibrate pH  Meter 

3. ท าการตรวจวดั  pH โดยใชน้ ้ ากลัน่ฉีดลา้งอิเลคโทรด และซบัแหง้ดว้ยกระดาษทิชชู แลว้
จุ่มอิเลคโทรด (Probe) วดัอุณหภูมิในตวัอยา่งท่ีตอ้งการวดัค่า pH 

4. รอจนตวัเลขแสดงค่า pH และอุณหภูมิหยดุน่ิง อ่านค่า pH และอุณหภูมิท่ีวดัได ้ บนัทึกค่า  
pH และอุณหภูมิ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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5. ท าความสะอาดอิเลคโทรด ดว้ยน ้ ากลัน่แลว้ซบัดว้ยกระดาษทิชชู แลว้จึงวดัตวัอยา่งต่อไป 
6. ใหท้ าการวดัค่า pH  ในตวัอยา่ง ตวัอยา่งละ 2  ซ ้า 
7. เม่ือวิเคราะห์เสร็จหลงัจากท าการลา้งอิเลคโทรดดว้ยน ้ ากลัน่จนสะอาด และซบัใหแ้หง้ 

แลว้ใหแ้ช่ อิเลคโทรด ไวใ้นสารละลายท่ีมีอิออนมากพอควรและมีฤทธ์ิเป็นกรด  เช่น 
buffer  pH  4 หรือน ้ ายาส าหรับเก็บอิเลคโทรด KCl Solution 

 
ข.4 การตรวจวเิคราะห์หาค่าของแข็งทั้งหมดที่ละลายน า้ (TSS) โดยใช้ Hand Refractometer 

ข.4.1 อุปกรณ์  
- Hand Refractometer 
- ชอ้นตกัสาร 
- กระดาษทิชชู 
- น ้ากลัน่ 

ข.4.2 วิธีการตรวจสอบ : 
1. ฉีดน ้ ากลัน่ลา้งปริซึมก่อนและใชก้ระดาษทิชชูซบัใหแ้หง้ 
2. หยดตวัอยา่งหรือป้ายตวัอยา่งท่ีตอ้งการวดัค่าของแข็งท่ีละลายน ้ า ลงปริซึมของ   

Hand Refractometer 1- 2 หยด 
3. ปิดฝากระจกดา้นบนเบาๆ  และกดลงใหแ้น่นระวงัอยา่ใหมี้ฟองอากาศเกิดข้ึน 
4. ตวัอยา่งทดสอบตอ้งแผก่ระจายครอบพ้ืนท่ีแถบสีฟ้าทั้งหมด 
9. อ่านค่าผา่นทางช่องตา และหมุนปรับ Hand Refractometer ท่ีอยูใ่กล้ๆ  กบักระบอก

ตา  เพื่อท าการอ่านค่า TSS ไดอ้ยา่งชดัเจน 
10. อ่านค่าท่ีอยูก่ึ่งกลางระหว่างเขตแบ่งแถบสีฟ้ากบัสีขาว โดยอ่านค่าจากล่างข้ึนบน  
11. ฉีดลา้งตวัอยา่งดว้ยน ้ ากลัน่แลว้ซบัดว้ยกระดาษทิชชูใหแ้หง้ 
12. หลงัการใชง้านในการปรับเทียบ Refractometer แต่ละเคร่ือง ใหเ้ช็ดท าความ

สะอาดผวิหนา้ปริซึมดว้ยกระดาษทิชชู่ และน ้ ากลัน่ 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ค 

ข้อมูลผลการทดลอง 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ ค.1 ผลตรวจวิเคราะห์เช้ือในวตัถุดิบใบเตยสด 
No Raw Material  No. of  APC E.coli S.aureus Salmonella spp. C.perfringens B.cereus 
    sample (cfu/g) (MPN/g) (MPN/g) (per 25 g) (cfu/g) (cfu/g) 
1 ใบเตยสด 20 8,800,000 36 <3 ND <100 <100 
2 ใบเตยสด 20 5,500,000 460 <3 ND <100 3,500 
3 ใบเตยสด 20 4,600,000 1100 <3 ND <100 10,000 
4 ใบเตยสด 20 220,000 3.6 93 ND <100 4,300 
5 ใบเตยสด 20 3,100,000 14 <3 ND <100 2,300 
6 ใบเตยสด 20 4,400,000 21 <3 ND <100 350 
7 ใบเตยสด 20 7,700,000 120 23 ND <100 5,700 
8 ใบเตยสด 20 6,900,000 210 <3 ND <100 16,000 
9 ใบเตยสด 20 1,600,000 43 <3 ND <100 1,000 

10 ใบเตยสด 20 2,200,000 <3 <3 ND <100 700 
11 ใบเตยสด 20 6,700,000 38 <3 ND <100 6,100 
12 ใบเตยสด 20 4,300,000 <3 <3 ND <100 300 
13 ใบเตยสด 20 5,500,000 460 <3 ND <100 3,500 
14 ใบเตยสด 20 9,800,000 460 <3 ND <100 3,700 
15 ใบเตยสด 20 1,800,000 240 <3 ND <100 3,700 
16 ใบเตยสด 20 8,800,000 93 <3 ND <100 1,600 
17 ใบเตยสด 20 6,400,000 23 <3 ND <100 1,800 
18 ใบเตยสด 20 8,100,000 23 <3 ND <100 2,600 
19 ใบเตยสด 20 9,200,000 23 <3 ND <100 2,600 
20 ใบเตยสด 20 1,800,000 23 <3 ND <100 3,400 

No. of Detected 20 18.0 2 0 0 19 
 % 100 90 10 0 0 95 

จ านวนที่อยูน่อกเกณฑ ์ 18 7     

 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ ค.2 ผลตรวจวิเคราะห์เช้ือในวตัถุดิบกะทิพาสเจอร์ไรซ์ 
No 
  

Raw Material  
  

No. of  APC Y&M Coliform E.coli S.aureus Salmonella spp. C.perfringens 
sample (cfu/g) (cfu/g) (MPN/g) (MPN/g) (MPN/g) (per 25 g) (cfu/g) 

1 กะทิพาสเจอร์ไรซ์ 20 430 <10 <3 <3 <3 ND <100 
2 กะทิพาสเจอร์ไรซ์ 20 <10 <10 <3 <3 <3 ND <100 
3 กะทิพาสเจอร์ไรซ์ 20 <10 <10 <3 <3 <3 ND <100 
4 กะทิพาสเจอร์ไรซ์ 20 <10 <10 <3 <3 <3 ND <100 
5 กะทิพาสเจอร์ไรซ์ 20 <10 <10 <3 <3 <3 ND <100 
6 กะทิพาสเจอร์ไรซ์ 20 210 <10 <3 <3 <3 ND <100 
7 กะทิพาสเจอร์ไรซ์ 20 90 <10 <3 <3 <3 ND <100 
8 กะทิพาสเจอร์ไรซ์ 20 <10 <10 <3 <3 <3 ND <100 
9 กะทิพาสเจอร์ไรซ์ 20 140 <10 <3 <3 <3 ND <100 

10 กะทิพาสเจอร์ไรซ์ 20 530 <10 <3 <3 <3 ND <100 
11 กะทิพาสเจอร์ไรซ์ 20 90 <10 <3 <3 <3 ND <100 
12 กะทิพาสเจอร์ไรซ์ 20 <10 <10 <3 <3 <3 ND <100 
13 กะทิพาสเจอร์ไรซ์ 20 <10 <10 <3 <3 <3 ND <100 
14 กะทิพาสเจอร์ไรซ์ 20 <10 <10 <3 <3 <3 ND <100 
15 กะทิพาสเจอร์ไรซ์ 20 <10 <10 <3 <3 <3 ND <100 
16 กะทิพาสเจอร์ไรซ์ 20 <10 <10 <3 <3 <3 ND <100 
17 กะทิพาสเจอร์ไรซ์ 20 <10 <10 <3 <3 <3 ND <100 
18 กะทิพาสเจอร์ไรซ์ 20 <10 <10 <3 <3 <3 ND <100 
19 กะทิพาสเจอร์ไรซ์ 20 <10 <10 <3 <3 <3 ND <100 
20 กะทิพาสเจอร์ไรซ์ 20 <10 <10 <3 <3 <3 ND <100 

No. of Detected 6 0 0 0 0 0 0 
% 30 0 0 0 0 0 0 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ ค.3 ผลตรวจวิเคราะห์เช้ือในวตัถุดิบไข่ไก่สด 

No 
  

Raw 
Material  

  

No. of  APC Coliform E.coli S.aureus Salmonella spp. C.perfringens B.cereus 

sample (cfu/g) (MPN/g) (MPN/g) (MPN/g) (per 375 g) (cfu/g) (cfu/g) 

1 Whole Egg  20 14,000 3.6 <3 <3 ND <100 <100 

2 Whole Egg  20 2,100 <3 <3 <3 ND <100 <100 

3 Whole Egg  20 11,000 93 <3 <3 ND <100 <100 

4 Whole Egg  20 6,300 <3 <3 <3 ND <100 <100 

5 Whole Egg  20 3,000 43 <3 <3 ND <100 <100 

6 Whole Egg  20 2,900 3.6 <3 <3 Detected <100 <100 

7 Whole Egg  20 70 <3 <3 <3 ND <100 <100 

8 Whole Egg  20 6,100 9.2 <3 <3 Detected <100 <100 

9 Whole Egg  20 490 <3 <3 <3 ND <100 <100 

10 Whole Egg  20 580 3.6 <3 <3 ND <100 <100 

11 Whole Egg  20 680 3.6 <3 <3 ND <100 <100 

12 Whole Egg  20 7200 93 <3 <3 ND <100 <100 

13 Whole Egg  20 670 <3 <3 <3 ND <100 <100 

14 Whole Egg  20 890 <3 <3 <3 Detected <100 <100 

15 Whole Egg  20 930 <3 <3 <3 ND <100 <100 

16 Whole Egg  20 1400 <3 <3 <3 ND <100 <100 

17 Whole Egg  20 210 9.2 <3 <3 ND <100 <100 

18 Whole Egg  20 1700 23 <3 <3 Detected <100 <100 

19 Whole Egg  20 120 <3 <3 <3 ND <100 <100 

20 Whole Egg  20 520 <3 <3 <3 ND <100 <100 

No. of Detected 20 10 0 0 4 0  0 

% 100 50 0 0 20 0 0 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ ค.4 ผลตรวจวิเคราะห์เช้ือในวตัถุดิบแป้งขา้วโพด 

No Raw Material  No. of  APC Y&M Coliform E.coli S.aureus Salmonella spp. C.perfringens B.cereus 

    sample (cfu/g) (cfu/g) (MPN/g) (MPN/g) (MPN/g) (per 25 g) (cfu/g) (cfu/g) 

1 Corn flour 10 60 10 <3 <3 <3 ND <100 <100 

2 Corn flour 10 20 <10 <3 <3 <3 ND <100 <100 

3 Corn flour 10 <10 <10 <3 <3 <3 ND <100 <100 

4 Corn flour 10 70 <10 <3 <3 <3 ND <100 <100 

5 Corn flour 10 400 10 <3 <3 <3 ND <100 <100 

6 Corn flour 10 70 10 <3 <3 <3 ND <100 <100 

7 Corn flour 10 380 <10 <3 <3 <3 ND <100 <100 

8 Corn flour 10 10 <10 <3 <3 <3 ND <100 <100 

9 Corn flour 10 50 <10 <3 <3 <3 ND <100 <100 

10 Corn flour 10 50 <10 <3 <3 <3 ND <100 <100 

No. of Detected 9 3 0 0 0 0 0 0 

% 90 30 0 0 0 0 0 0 

 
ตารางที่ ค.5 ผลตรวจวิเคราะห์เช้ือในวตัถุดิบแป้งสาลี 

No Raw Material  No. of  APC Y&M Coliform E.coli S.aureus Salmonella spp. C.perfringens B.cereus 

    sample (cfu/g) (cfu/g) (MPN/g) (MPN/g) (MPN/g) (per 25 g) (cfu/g) (cfu/g) 

1 Cake Wheat Flour 10 20 10 <3 <3 <3 ND <100 <100 

2 Cake Wheat Flour 10 20 60 <3 <3 <3 ND <100 <100 

3 Cake Wheat Flour 10 280 40 <3 <3 <3 ND <100 <100 

4 Cake Wheat Flour 10 20 40 <3 <3 <3 ND <100 <100 

5 Cake Wheat Flour 10 50 10 <3 <3 <3 ND <100 <100 

6 Cake Wheat Flour 10 110 10 <3 <3 <3 ND <100 <100 

7 Cake Wheat Flour 10 100 20 <3 <3 <3 ND <100 <100 

8 Cake Wheat Flour 10 50 10 <3 <3 <3 ND <100 <100 

9 Cake Wheat Flour 10 20 50 <3 <3 <3 ND <100 <100 

10 Cake Wheat Flour 10 50 30 <3 <3 <3 ND <100 <100 

No. of Detected 10 10 0 0 0 0 0 0 

 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ ค.6 ผลตรวจวิเคราะห์เช้ือในวตัถุดิบน ้ าตาลทราย 

No Raw Material  No. of  Y&M Coliform E.coli S.aureus Salmonella spp. C.perfringens 

    sample (cfu/g) (MPN/g) (MPN/g) (MPN/g) (per 25 g) (cfu/g) 

1 Sugar 10 <10 <3 <3 <3 ND <100 

2 Sugar 10 <10 <3 <3 <3 ND <100 

3 Sugar 10 <10 <3 <3 <3 ND <100 

4 Sugar 10 <10 <3 <3 <3 ND <100 

5 Sugar 10 <10 <3 <3 <3 ND <100 

6 Sugar 10 <10 <3 <3 <3 ND <100 

7 Sugar 10 <10 <3 <3 <3 ND <100 

8 Sugar 10 <10 <3 <3 <3 ND <100 

9 Sugar 10 <10 <3 <3 <3 ND <100 

10 Sugar 10 <10 <3 <3 <3 ND <100 

No. of Detected 0 0 0 0 0 0 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ค .9 ผ ลก ารตรวจยืน ยันทา ง ชี ว เ คมี  โ ดยส านั ก คุณภาพความและปลอดภั ย อ าหา ร 
กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์  

 
(1) น าเช้ือท่ีไดจ้าก NA Slant มาเพาะเล้ียงใหม่ในอาหารเล้ียงเช้ือ BACARA จ านวน 6 ตวัอยา่ง 
(2) เลือกโคโลนีท่ีสงสยั จ  านวน 2 โคโลนี ต่อจานเพาะเช้ือ 
(3) ท าการทดสอบยนืยนั B. cereus ไดผ้ลดงัตารางท่ี ค.8 โดยสรุปผลการยืนยนัผลการทดสอบ

ทางชีวเคมีของเช้ือ B. cereus   ไดด้งัน้ี 
(3.1) แบคทีเรียรูปท่อน ขนาดใหญ่ ติดสีแกรมบวก สร้างสปอร์ และ sporangium ไม่บวม 
(3.2) สร้างเอนไซม ์Lecithinase และไม่ ferment น ้ าตาล manital บน MYP หรือให้

โคโลนีลกัษณะเฉพาะ ท่ีสร้างเอนไซม ์Lecithinase บน Bacara agar 

(3.3) เจริญและเปล่ียนน ้ าตาลกลโูคส เป็นกรดในสภาวะ Anaerobic 
(3.4) รีดิวส์ Nitrate เป็น Nitrite (บาง strain อาจใหผ้ลลบ) 
(3.5) สร้างสาร acetyl methyl - carbinol (VP-positive) 
(3.6) Motile (บาง strain non-motile) 
(3.7) ย่อยเม็ดเลือดแดงแกะ เกิดโซนใส (β-hemolysis) ขนาดกวา้ง 2-4 mm ลอ้มรอบ

โคโลนี 
(3.8) ไม่สร้าง protein toxin crystal 
(3.9) ยอ่ยสลาย tyrosine 
(3.10) ไม่มี Rhizoid growth 
(3.11) เจริญท่ี 43oC 
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