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งำนวิจัยนี้ต้องกำรพัฒนำผลิตภัณฑ์เฉำก๊วยให้มีอำยุกำรเก็บรักษำนำนขึ้นและได้มีกำรท ำกำรทดลองหำ
เชื้อแบคทีเรียที่ท ำให้เฉำก๊วยมีอำยุกำรเก็บรักษำสั้น พบว่ำมีเชื้อ Bacillus cereus ปะปนอยู่และเพ่ือยืดอำยุกำร
เก็บรักษำให้นำนขึ้น งำนวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือดูประสิทธิภำพในกำรก ำจัดเชื้อ B. cereus ในกระบวนกำร
ผลิตเฉำก๊วย ซึ่งท ำกำรทดสอบโดยใช้กรดอะซีติกที่ควำมเข้มข้นต่ำง ๆ ร่วมกับกำรใช้น้ ำร้อนในกำรฆ่ำเชื้อ โดยใน
กำรทดลองนี้จะมีกำรทดสอบกำรฆ่ำเชื้อของกระอะซีติกโดยน ำกรดอะซีติกที่เป็นน้ ำส้มสำยชู 5 % v/v เป็นตัวตั้ง
ต้นและได้ท ำกำรเจือจำงกับน้ ำโดยให้มีควำมเข้มข้นของกรดอะซิติก 1%, 1.5%, 2%, 2.5% และ 3% v/v 
ตำมล ำดับ และน ำไปให้ควำมร้อนในน้ ำร้อนที่อุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส มีเวลำควบคุมในกำรให้ควำมร้อนดังนี้ 0 
นำท,ี 5 นำที, 10 นำที และ 15 นำทีตำมล ำดับ  

โดยกำรทดลองครั้งเมื่อน ำมำวิเครำะห์ทำงจุลินทรีย์พบว่ำที่สภำวะที่ใช้น้ ำร้อนที่อุณหภูมิ 80 องศำ
เซลเซียส ที่มีควำมเข้มข้นของกรดอะซิติก 3% สำมำรถก ำจัดเชื้อ B. cereus ที่มีปริมำณเชื้อเริ่มต้น 6.4x106 ได้
ทั้งหมด เมื่อกำรทดลองดังกล่ำวไปใช้ในกำรล้ำงเครื่องบรรจุเฉำก๊วยใช้กรดอะซีติกและส่วนประกอบภำยในเครื่อง
บรรจุพบว่ำเมื่อน ำตัวอย่ำงเฉำก๊วยที่ผ่ำนเครื่องบรรจุเฉำก๊วยที่ได้ท ำผ่ำนกำรท ำควำมสะอำดแล้วมำตรวจวิเครำะห์
เชื้อจุลินทรีย์ต่ำง ๆ ตำมมำตรฐำนผลิตภัณฑ์ชุมชน (มผช.) โดยได้ตรวจจุลินทรีย์ทั้งหมด, Escherichia coli , ยีสต์, 
รำ และเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคอ่ืน ๆเช่น B. cereus และ Staphylococcus aureus พบว่ำไม่พบเชื้อจุลินทรีย์
ดังกล่ำวเหลืออยู่เลย 
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ABSTRACT 

        This aim of this research was to improve grass jelly products to increase their product's shelf 
life and to experiment with the bacteria that cause grass jelly to shorten their product's shelf life. 
The result of this experiment identified that the Bacillus cereus bacteria mixed with grass jelly 
products which was able lead to extend the shelf life of their products. The objective of this 
research was to check the effectiveness of B. cereus infection in the production of grass jelly. In 
the experiment, the acetic acid at various concentrations was applied and combined with the use 
of hot water to disinfect. This experiment was tested the disinfection of the acetic acid by using 
acetic acid, which is 5% v/v vinegar as a precursor and diluted at various concentrations of 1%, 
1.5%, 2%, 2.5%, 3% v/v respectively. In addition, the shelf life of grass jelly products was 
investigated using the hot water at a temperature of 80 degrees Celsius and setting the control 
time for the accumulated heat 0 minutes, 5 minutes, 10 minutes and 15 minutes respectively. 
         The microbiology analysis was carried out and found that the optimum conditions of acetic 
acid at 3% while using hot water at a temperature of 80 degrees Celsius was able to completely 
eliminate B. cereus with the initial bacterial count of 6.4x106. Finally, a further test was performed 
using acetic acid with washing the grass jelly packing machine and packing machine components.  
          It was found by examining various microbes; Escherichia coli, yeast, mold, and other 
pathogenic microbes such as B. cereus and Staphylococcus aureus, that all microbes were not 
detected when the samples from the cleaning grass jelly packing machine according to The 
Community Products Standard. 
Keywords: Acetic acid Grass jelly Bacillus cereus  
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บทที่ 1 

บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา  

 เฉำก๊วยเป็นขนมที่เป็นที่นิยมรับประทำนและหำทำนง่ำย อร่อยและมีรำคำไม่แพง เฉำก๊วยมีสรรพคุณเด่น 

ๆในกำรคลำยร้อน ดับกระหำย เฉำก๊วยเป็นพืชชนิดหนึ่งซึ่งอยู่ในวงศ์ Labiatae วงศ์เดียวกับสะระแหน่ โหระพำ 

และแมงลัก มีชื่อวิทยำศำสตร์ว่ำ Mesona chinensis Bentham มีถิ่นก ำเนิดอยู่ที่ประเทศจีนตอนใต้ แถบมณฑล

กวำงตุ้ง กวำงสี และยูนำน มีลักษณะทำงพฤกษศำสตร์เป็นไม้ล้มลุก ล ำต้นและเถำเป็นแบบกิ่งเลื้อย มีขนำดเล็ก 

เป็นเหลี่ยม มองแล้วคล้ำยต้นสะระแหน่ ล ำต้นเปรำะ หักง่ำย ส่วนกิ่งแตกแขนงออกตำมข้อของล ำต้น ทอดยำว

คลุมตำมดินได้ 50-120 เซนติเมตร ในส่วนของใบเฉำก๊วยจะมีควำมคล้ำยคลึงกับใบสะระแหน่ มีปลำยใบแหลม 

โคนใบสอบ ขอบใบหยักเป็นฟันเลื้อย ใบมีสีสดไปจนถึงเขียวเข้ม และมีขนขนำดเล็กปกคลุม แต่หำกขยี้ใบด้วยมือ

จะรู้สึกถึงควำมเป็นเมือกลื่น ๆ 

 แต่กำรจะรับประทำนเฉำก๊วยจะมีกระบวนกำรท ำเพ่ือให้ได้ออกมำเป็นเนื้อเจลลี่ เหนียวนุ่มให้ได้ทำนกัน

นั้นก็มีข้ันตอนไม่ยำกเลย โดยขนมวุ้น ๆ สีด ำมีควำมนุ่มหนึบหนับที่เรำเรียกกันว่ำเฉำก๊วยท ำมำจำกต้นเฉำก๊วยตำก

แห้งจำกนั้นน ำไปต้มให้ได้น้ ำสีด ำ มีลักษณะเป็นเมือกเล็ก ๆ จำกนั้นน ำน้ ำต้มเฉำก๊วยไปกรองแล้วไปผสมกับแป้ง

ท้ำวยำยม่อมหรือแป้งมันส ำปะหลัง คนให้เข้ำกันแล้วตั้งทิ้งไว้จนเย็น เท่ำนี้ก็จะได้วุ้นสีด ำ มีกลิ่นหอมของต้น

เฉำก๊วยนิด ๆ และมีลักษณะเป็นเจลลี่เหนียวนุ่มออกมำ แต่ในกำรรับประทำนที่นิยมกันจะนิยมรับประทำนใน

น้ ำเชื่อม หรือเฉำก๊วยโบรำณใส่น้ ำตำลทรำยแดงและใส่น้ ำแข็งเพ่ือเพ่ิมควำมสดชื่น  

 ในส่วนสรรพคุณทำงยำของเฉำก๊วยนั้น มีตั้งแต่แก้ร้อนใน, ช่วยดับกระหำย,บรรเทำอำกำรหวัด ลดไข้ตัว

ร้อน, ช่วยขับเสมหะ, แก้คลื่นไส้, บรรเทำอำกำรเบื่ออำหำร, แก้ปวดท้อง มวนท้อง, ลดอำกำรกล้ำมเนื้ออักเสบ, 

บรรเทำอำกำรตับอักเสบ, บรรเทำอำกำรไขข้ออักเสบ, ช่วยลดระดับน้ ำตำลในเลือด (มูลนิธิหมอชำวบ้ำน, 2562)  
 

1.2 วัตถุประสงค์ของการศึกษา 
 เพ่ือดูประสิทธิภำพในกำรก ำจัดเชื้อ B. cereus ในกระบวนกำรผลิตเฉำก๊วยโดยจะทดสอบโดยใช้กรดอะ

ซีติกที่ควำมเข้มข้นต่ำง ๆ ร่วมกับกำรใช้น้ ำร้อนในกำรฆ่ำเชื้อ 
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1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 1.3.1 สำมำรถก ำจัดเชื้อ B. cereus ที่อยู่ในผลิตภัณฑ์ได้ 

 1.3.2 สำมำรถยืดอำยุกำรเก็บรักษำเฉำก๊วยได้นำนขึ้น 
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บทที่ 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 Bacillus cereus 

B. cereus เป็นแบคทีเรียที่มีลักษณะเป็นรูปท่อนตรงมีขนำด 0.3-2.2 x 1.2-7.0 ไมโครเมตร ส่วนใหญ่
เคลื่อนที่ได้ สร้ำงสปอร์และสร้ำงสำรพิษซึ่งจะขับสำรพิษออกมำขณะปนเปื้อนอยู่ในอำหำร ช่วงอุณหภูมิในกำร
เติบโตอยู่ระหว่ำง 30-37 องศำเซลเซียส แต่บำงสำยพันธุ์สำมำรถเติบโตได้ที่อุณหภูมิสูงถึง 55 องศำเซลเซียส และ
บำงสำยพันธุ์เติบโตได้ที่อุณหภูมิ 4-5 องศำเซลเซียส ส ำหรับค่ำ pH ที ่เหมำะสมต่อกำรเจริญเติบโตของเชื้อชนิดนี้
อยู่ระหว่ำง 6-7 และสำมำรถเติบโตได้ดีในสภำพที่มีออกซิเจนและจะสร้ำงสำรพิษเมื่ออยู่ภำยใต้สภำพที่มี  
ออกซิเจนน้อย ( สถำบันอำหำร กระทรวงอุตสำหกรรม, ม.ป.ป ) 

 

 

 

 

 

 

 

ภำพที ่2.1 รูปร่ำงขอ Bacillus cereus , SEM 

ที่มำ: https://www.sciencephoto.com/media/153096/view/bacillus-cereus-bacteria-sem 
 

แหล่งที่พบสำมำรถพบได้ทั่วไปในธรรมชำติในดิน น้ ำ เชื้อสร้ำงสปอร์ซึ่งทนควำมแห้งแล้งได้ดี สปอร์จึงพบ
ได้ทั่วไปในฝุ่น ควัน และปะปนมำกับอำหำรแห้ง เช่น น้ ำตำล วัตถุเจือปนอำหำร เครื่องเทศ และพบบ่อยในอำหำร
กลุ่ม แป้ง เมล็ดธัญชำติ เช่น ข้ำวหุงสุก เส้นก๋วยเตี๋ยว พำสต้ำ อำหำรกึ่งส ำเร็จรูป เช่น ข้ำวกึ่งส ำเร็จรูป              
(พิมพ์เพ็ญ พรเฉลิมพงศ์และคณะ, ม.ป.ป ) 
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https://www.sciencephoto.com/media/153096/view/bacillus-cereus-bacteria-sem
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อันตรำยของเชื้อ B. cereus เป็นแบคทีเรียที่สร้ำงสำรพิษ กำรเกิดพิษมี 2 ลักษณะอำกำรคือท ำให้ 
อำเจียน (Emetic illness) และท ำให้ท้องเสีย (Diarrhea illness) อำกำรอำเจียนมักเกิดจำกกำรได้รับ สำรพิษชนิด
ที่ มีควำมคงทนที่สำมำรถมีชีวิตรอดได้ในอุณหภูมิสูงและค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำงสูง โดยผู้ป่วยจะเกิดอำกำรคลื่นไส้
และอำเจียน ภำยหลัง จำกกำรบริโภคอำหำรที่มีสำรพิษเข้ำไป 11-15 ชั่วโมง โดยทั่วไปมักปรำกฏอำกำรภำยหลัง
จำกกำรบริโภคอำหำรที่มีสำรพิษเข้ำไป 30 นำทีถึง 6 ชั่วโมง ส่วนอำกำรท้องเสียมักเกิดจำกสำรพิษชนิดที่ไม่ทน
ควำมร้อนและกรด ตำมปกติใช้เวลำ ฟกตัวประมำณ 6-12 ชั่วโมง หลังจำกบริโภคอำหำรที่มีกำรปนเปื้อนสำรพิษ
ของเชื้ออำกำรประกอบด้วย กำรปวดท้องและถ่ำยอุจจำระเหลว เนื่องจำกมีน้ ำมำก โดยทั่วไปอำกำรจะทรงอยู่ไม่ 
เกิน 24 ชั่วโมง แล้วจะทุเลำลง ( สถำบันอำหำร กระทรวงอุตสำหกรรม, ม.ป.ป. ) 

อำหำรที่ เกี่ยวข้อง ได้แก่ อำหำรประเภทธัญชำติ (cereal) หรืออำหำรที่มีสตำร์ซ (starch) เป็น
ส่วนประกอบ ได้แก่ ข้ำว ข้ำวโพด แป้ง ก๋วยเตี๋ยว ขนมจีน บะหมี่ พำสต้ำ มักโรนี ข้ำวผัด ขนมข้ำวกรอบ ขนมข้ำว
กล้อง , เนยแข็ง (cheese) , ผักสลัด, อำหำรที่มีเนื้อสัตว์ เป็นส่วนประกอบ ซอส ซุป , อำหำรแห้ง เครื่องเทศ 
(spice) , กำรบริกำรอำหำร (food service) ที่ต้องเตรียมอำหำรจ ำนวนมำก ล่วงหน้ำเป็นเวลำนำน เช่น โรงเรียน 
ร้ำนอำหำร ภัตตำคำร 

มีกำรป้องกันดังนี้ หุงต้ม ผัด อำหำร ให้ร้อนจัด อุ่นให้เดือด และเก็บอำหำรที่ท ำให้สุกแล้วที่อุณหภูมิต่ ำ
หลีกเลี่ยงกำรเก็บอำหำรช่วงอุณหภูมิที่เป็นอันตรำยคือช่วง 4-55 องศำเซลเซียส ควรควบคุมให้พนักงำนหรือบุคคล
ที่ สั มผั สกับอำหำรมีสุ ขอนำมัยที่ ดี  (  personal hygiene ) เ พ่ือป้องกันกำร เกิดปนเปื้ อนข้ ำม (  cross 
contamination ) โดยเฉพำะอำหำรที่ปรุงสุก อำหำรพร้อมรับประทำนกับอำหำรดิบ หำกผลิตอำหำรจ ำหน่ำยควร
ผลิตอำหำรให้ถูกสุขลักษณะตำมหลัก GMP ( Good Manufacturing Practice ) (พิมพ์เพ็ญ พรเฉลิมพงศ์และ
คณะ, ม.ป.ป ) 

2.2 Staphylococcus aureus 
 S. aureus เป็นแบคทีเรียที่มีลักษณะกลมเรียงตัวเป็นกลุ่มคล้ำยพวงองุ่น หรือ เป็นคู่ หรือเป็นสำยสั้นๆไม่
เคลื่อนที่โคโลนีมีสีเหลืองหรือสีทอง เจริญเติบโตได้ดีในสภำพมี ออกซิเจนมำกกว่ำในสภำพไม่มีออกซิเจนช่วง
อุณหภูมิที่เหมำะสมในกำรเติบโตคือ 35-40 องศำ เซลเซียส ช่วง pH หรือควำมเป็นกรด-ด่ำงที่เหมำะสมในกำร
เติบโตอยู่ที่ 7-7.5 ส่วนค่ำ Aw ( ปริมำณน้ ำอิสระในอำหำรที่ จุลินทรีย์น้ ำไปใช้ในกำรเติบโต ) ต่ ำสุดส ำหรับกำร
เติบโตในสภำพมีออกซิเจนประมำณ 0.86 สภำพไม่มีออกซิเจน ประมำณ 0.90 S. aureus บำงสำยพันธุ์ผลิต
สำรพิษที่เรียกว่ำเอนเทอโรทอกซินท ำให้อำหำรเป็นพิษเอนเทอโรทอกซินที่ผลิตมีหลำยชนิดแต่ชนิดที่พบว่ำท ำให้
เกิดอำหำรเป็นพิษบ่อย คือ ชนิดเอและดี โดยช่วงอุณหภูมิที่เชื้อผลิตเอนเทอโรทอกซินอยู่ระหว่ำง 15.6 และ 46.1 
องศำเซลเซียสและผลิตได้ดีที ่อุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส 
 ที่มำของเชื้อ S. aureus มีชีวิตอยู่ได้ในอำกำศ ฝุ่นละออง ขยะมูลฝอย น้ ำอำหำรและนม หรืออำหำรบรรจุ
เสร็จ สภำวะแวดล้อมภำยนอกมนุษย์และสัตว์ มนุษย์และสัตว์จึงเป็นแหล่งของเชื้อชนิดนี้โดยจะพบอยู่ตำม 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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ทำงเดินหำยใจ ล ำคอ หรือ เส้นผมและผิวหนังถึง 50 % หรือมำกกว่ำนี้ในคนที่มีสุขภำพดีและอำจพบเชื้อชนิดนี้ 
60-80 % ในผู้ที่สัมผัสโดยตรงกับผู้ป่วยหรือผู้ที่สัมผัสกับสภำพแวดล้อมในโรงพยำบำลตลอดจนผู้ประกอบอำหำร  
 กำรเข้ำสู่ร่ำงกำยเชื้อ S. aureus เข้ำสู่ร่ำงกำยได้จำกกำรรับประทำนอำหำรที่มีเชื้อปนเปื้อนอำหำรที่มัก
พบเชื้อ S. aureus ปนเปื้อนได้แก่ เนื้อและผลิตภัณฑ์เนื้อ เนื้อสัตว์ปีกและผลิตภัณฑ์จำกไข่ อำหำรประเภท สลัด
เช่น ไข่ ทูน่ำ เนื้อไก่ มันฝรั่ง และมักกะโรนี ผลิตภัณฑ์ขนมอบ ครีมพำย เอแคลร์ ช็อกโกแลต แซนวิช และ
ผลิตภัณฑ์นมทีเ่ก็บไว้ในอุณหภูมิที่ไม่เหมำะสมและเก็บไว้เป็นเวลำนำนก่อน รับประทำน 

รวมทั้งในขั้นตอนของกำรบรรจุและสภำพแวดล้อมภำยนอกนับเป็นสำเหตุส่วนใหญ่ที่ท ำให้เกิดกำร
ปนเปื้อน สิ่งที่ต้องค ำนึงถึงอีกอย่ำงหนึ่งคือกำรเก็บอำหำรไว้ในอุณหภูมิที่ไม่เหมำะสมเป็นผลให้อำหำรที่มีกำร
ปนเปื้อนอยู่แล้วมีกำรเพิ่มจ ำนวนของเชื้อและสร้ำงสำรพิษได้อย่ำงรวดเร็ว 

อันตรำยของ S. aureus บำงสำยพันธุ์ สำมำรถสร้ำงสำรพิษ คือ เอนเทอโรทอกซิน ซึ่งเป็นโปรตีนที่ทนต่อ
ควำมร้อนได้ดี และเป็นสำเหตุท ำให้เกิดอำกำรเจ็บป่วยในมนุษย์สำรพิษชนิดนี้ทนควำมร้อนถึงระดับ 143.3 องศำ
เซลเซียส เป็นเวลำ 9 วินำทีได้ ดังนั้นอุณหภูมิในกำรหุงต้มธรรมดำหรืออุณหภูมิน ำเดือดจึงไม่สำมำรถท ำลำย
สำรพิษชนิดนี้ ได้  โรคอำหำรเป็นพิษที่ เกิดจำกเชื้อชนิดนี้มีชื่อเรียกว่ ำ  Staphyloenterotoxicosis และ 
Staphylorenterotoxemia ลักษณะอำกำรที่บ่งบอกว่ำติดเชื้อ S. aureus นั้นจะแสดงให้เห็นอย่ำงรวดเร็วและ
รุนแรงในหลำยๆ กรณีซึ่งอำกำรทั่วไปของผู้ได้รับเชื้อที่พบคือผู้ป่วยจะมีอำกำร  คลื่นไส้ อำเจียน วิงเวียน เป็น
ตะคริวในช่องท้องและอ่อนเพลีย ในผู้ป่วยบำงรำยอำจมีอำกำรอ่ืนแทรกซ้อนหลำยรำยจะมีอำกำรปวดหัว เป็น
ตะคริวที่กล้ำมเนื้อ และมีกำรเปลี่ยนแปลงควำมดันโลหิตเป็นระยะ ๆรวมทั้งอำจมีกำรเต้นของชีพจรผิดปกติ ซึ่ง
โดยทั่วไปอำกำรจะดีขึ้นภำยใน 2 - 3 วัน ทั้งนี้จะขึ้นอยู่กับสภำพควำมต้ำนทำนสำรพิษของร่ำงกำย ปริมำณกำร
ปนเปื้อนของเชื้อในอำหำรและปริมำณสำรพิษที่สร้ำงขึ้นในอำหำรรวมทั้งสภำพร่ำงกำยโดยทั่วไปของผู้ที่ได้รับเชื้อ
ด้วย 

ปริมำณที่ท ำให้เกิดโรค เมื่อเรำรับประทำนอำหำรที่มีสำรพิษปนเปื้อนในปริมำณน้อยกว่ำ 1 ไมโครกรัม จะ
สำมำรถท ำให้เกิดอำกำรเจ็บป่วยได้ซึ่งสำรพิษ ชนิดนี้จะมีปริมำณสูงมำกเมื่อมีเชื้อ S. aureus ปนเปื้อนอยู่ใน
อำหำร 100,000 ต่อกรัมอำหำร 

 วิธีป้องกันผู้ปรุงอำหำร สิ่งส ำคัญที่ ต้องค ำนึงถึงในระหว่ำงกำรเตรียมอำหำรหรือปรุงอำหำร คือ ผู้ปรุง
ต้องไม่ไอ หรือจำมรด อำหำร ควรรับประทำนอำหำรขณะร้อนหำกต้องกำรเก็บรักษำอำหำรควรเก็บไว้ในตู้เย็น ไม่
ควรเก็บอำหำรที่เตรียมเสร็จแล้วไว้ในที่ที่มีอุณหภูมิสูงเพรำะจะเป็นสำเหตุให้มีกำรเพ่ิมจ ำนวนเชื้ออย่ำงรวดเร็ว ซึ่ง
กรณีดังกล่ำวเป็นกรณีที่พบได้บ่อยในกำรเกิดอำหำรเป็นพิษจำกเชื้อ  S. aureus ส ำหรับผู้บริโภค ก่อนที่จะ
รับประทำน อำหำรต้องน ำอำหำรมำอุ่นให้ร้อนเสียก่อนทุกครั้งเพ่ือควำมปลอดภัย (สถำบันอำหำรกระทรวง
อุตสำหกรรม, ม.ป.ป)  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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2.3 เกณฑ์คุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารและภาชนะสัมผัสอาหารของกรมวิทยาศาสตร์ 

การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 3) พ.ศ.2560 
ตารางท่ี 2.1 พ้ืนผิวสัมผัสอำหำร 

จ านวนจุลินทรีย์ CFU/ตารางเซนติเมตร น้อยกว่า 100 

Escherichia coli /50 ตำรำงเซนติเมตร  ไม่พบ 

Staphylococcus aureus /50 ตำรำงเซนติเมตร  ไม่พบ 

Salmonella spp. /50 ตำรำงเซนติเมตร  ไม่พบ 

Clostridium perfringens /50 ตำรำงเซนติเมตร  ไม่พบ 

Bacillus cereus /50 ตำรำงเซนติเมตร ไม่พบ 

ที่มำ: กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ กระทรวงสำธำรณสุข พ.ศ. 2560 

 

ตารางท่ี 2.2  ภำชนะสัมผัสอำหำร เช่น จำนชำม ถ้วย  

จ านวนจุลินทรีย์ CFU/ชิ้นภาชนะสัมผัสหรือต่อคู่ น้อยกว่า 1000 

Staphylococcus aureus /ชิ้นภำชนะสัมผัสหรือต่อคู่ ไม่พบ 

Salmonella spp. /ชิ้นภำชนะสัมผัสหรือต่อคู ่ ไม่พบ 

ที่มำ: กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ กระทรวงสำธำรณสุข พ.ศ. 2560 

 

ตารางท่ี 2.3 มือผู้สัมผัสอำหำร 

ที่มำ: กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ กระทรวงสำธำรณสุข พ.ศ. 2560 
 

 

 

 

 

จ านวนจุลินทรีย์ CFU/ตารางเซนติเมตร น้อยกว่า 500 

Escherichia coli หรือ Fecal coliforms / มือ ไม่พบ 

Staphylococcus aureus /มือ ไม่พบ 

Salmonella spp. /มือ ไม่พบ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 2.4 มำตรฐำนผลิตภัณฑ์ชุมชนของเฉำก๊วย (มผช.) 517/2547  

จ านวนจุลินทรีย์ CFU เกณฑ์มาตรฐาน 

จ ำนวนจุลินทรีย์ทั้งหมด น้อยกว่ำ 1x104  โคโลนี/ ตัวอย่ำง 1 กรัม 

Escherichia coli (โดยวิธี MPM) น้อยกว่ำ 3 / ตัวอย่ำง 1 กรัม 

ยีสต์และรำ น้อยกว่ำ 100 โคโลนี/ ตัวอย่ำง 1 กรัม 

ที่มำ: มำตรฐำนผลิตภัณฑ์ชุมชน 517/2547 

 

2.4 สารเคมีที่ใช้ 
 กรดอะซิติก (Acetic Acid) หรือ กรดน้ ำส้ม คือ กรดอินทรีย์หรือสำรประกอบเคมีอินทรีย์ที่พบได้ใน

ธรรมชำติมีฤทธิ์เป็นกรดอ่อน มีลักษณใส ไม่มีสี มีกลิ่นฉุนที่เป็นเอกลักษณ์ มีรสเปรี้ยว ระเหยง่ำย ละลำยได้ในน้ ำ 

แอลกอฮอล์ กลีเซอรีน มีควำมเสถียร มีสูตรทำงเคมี CH3COOH มีคุณสมบัติทำงเคมีดังนี้ น้ ำหนักโมเลกุลเท่ำกับ 

60.05 กรัมต่อโมล ควำมหนำแน่น 1.05 กรัมต่อลูกบำศก์เซนติเมตร จุดเดือด 118.1 องศำเซลเซียส และจุดแข็งตัว 

16.67 องศำเซลเซียส เมื่อแข็งตัวมีลักษณะเป็นผลึกใสผลึกของกรดอะซิติกนั้นจะมีควำมบริสุทธิ์สูงมำกเรียกว่ำ หัว

น้ ำส้มหรือกรดกลำเซียอะซิติก (Glacial Acid) ที่ได้จำกกำรสกัดทำงเคมี หัวกรดน้ ำส้มนั้นสำมำรถน ำไปเจือจำงเพ่ือ

ท ำน้ ำส้มสำยชูเทียม 

อะซิติกรู้จักกันดีในกำรน ำมำผลิตน้ ำส้มสำยชูที่ใช้ในกำรปรุงอำหำรให้มีรสเปรี้ยวและช่วยในกำรถนอม

อำหำรและไม่เป็นอันตรำยต่อร่ำงกำย ถ้ำใช้ในปริมำณที่ทำงกระทรวงสำธำรณสุขควบคุมไว้ และมีรำคำถูกเมื่อ

เทียบกับสำรให้ควำมเปรี้ยวจำกธรรมชำติอย่ำงอ่ืน เช่น มะนำว มะขำม เป็นต้น นอกจำกกำรน ำมำปรุงอำหำรแล้ว

กรดอะซิติก 

 2.4.1 ประโยชน์ของกรดอะซีติก 

 2.4.1.1 ด้ำนอำหำร กรดอะซิติกไม่ได้มีไว้เพ่ือปรุงรสอำหำรเพียงอย่ำงเดียว แต่ยังช่วยในกำร

ถนอมอำหำรป้องกันกำรเน่ำเสียจำกจุลินทรีย์บำงชนิดได้ด้วย โดยใช้ในรูปของน้ ำส้มสำยชูแท้ท่ีมีกรดอะซิติกเข้มข้น 

5-10 % หรือสำรละลำยกรดอะซิติกเข้มข้น 25-80 % ใส่ในอำหำรเพ่ือเข้ำไปปรับสภำวะควำมเป็นกรด-ด่ำงของ

อำหำรให้ไม่เหมำะสมกับกำรเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ ท ำให้อำหำรเก็บไว้ได้นำน เช่น น้ ำสลัด ผักดอง ผลไม้บำง

ชนิด เป็นต้น และเกลือของกรดอะซิติก เช่น โซเดียมอะซิเตต แคลเซียลอะซิเตต น ำมำใส่ในขนมปังหรือขนมปังอบ

เพ่ือป้องกันขนมเสียจำกเชื้อแบคทีเรียและเชื้อรำในขนมปัง (Amprohealth , 2563) 

 2.4.1.2   ด้ำนกำรแพทย์ ได้น ำกรดอะซิติกมำเป็นตัวท ำละลำยเพ่ือเตรียมสำรหรือผสมกับสำรอ่ืน

ในกำรผลิตยำบำงชนิด เช่น ยำแอสไพลิน เป็นต้น และมีกำรน ำมำผลิตยำหยอดหูส ำหรับรักษำโรคหูอักเสบ โดยที่

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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กรดอะซิติกที่ผสมอยู่ในยำรักษำหูจะเข้ำไปยับยั้งกำรเจริญเติบโตของของเชื้อรำและเชื้อจุลินทรีย์ที่ท ำให้เกิดโรคหู

อักเสบ 

 2.4.1.3   ด้ำนอุตสำหกรรมโดยอุตสำหกรรมจะใช้กรดอะซิติกที่สังเครำะห์ได้จำกกระบวนกำร

ทำงวิทยำศำสตร์ได้เป็นกรดอะซิติกซึ่งมีควำมบริสุทธิ์ต่ ำมีกำรเจือป่นของโลหะหนัก กรดอะซิตกิกแบบนี้จะมีรำคำ

ถูกจึงนิยมน ำมำใช้ในอุตสำหกรรม เช่น กำรผลิตพลำสติก กำรผลิตสีย้อมผ้ำ กำรผลิตเส้นใยโพลิเมอร์ ผลิตกำว 

อุตสำหกรรมสิ่งพิมพ์และใช้ในอุตสำหกรรมฟอกหนัง เป็นต้น 

 2.4.1.4   ด้ำนกำรเกษตร ได้มีกำรน ำกรดอะซิติกมำผสมในยำฆ่ำแมลง ยำก ำจัดเชื้อรำและ

เชื้อจุลินทรีย์ในผักผลไม้หรือน ำมำผสมในน้ ำหมักชีวภำพ เพ่ือช่วยในกำรควบคุมกำรเจริญเติบโตของเชื้อรำที่สร้ำง

ควำมเสียหำยให้กับผักผลไม้ (Amprohealth , 2563) 

 2.4.2 คุณสมบัติทำงกำยภำพ และเคมี 

  ได้แก่ กรดอะซิติกเป็นของเหลวใสไม่มีสีและมีสูตรโมเลกุล : CH3COOH น้ ำหนักโมเลกุล : 60.05 กรัม/

โมล ควำมหนำแน่น: 1.05 กรัม/ลบ.ซม. มีจุดเดือด 118.1 °C  เป็นของแข็งได้ที่อุณหภูมิ 16.67 ◦C หรือต่ ำกว่ำ

และยังมีกลิ่นฉุนเฉพำะตัวสำมำรถรวมตัวได้ดีกับน้ ำ แอลกอฮอล์ และกลีเซอรีน 

 2.4.3 วิธีผลิตกรดอะซิติก 

2.4.3.1 วิธีเมทำนอลคำร์บอนิเลชั่น (Methanol carbonylation) (นิยมท ำในระดับอุตสำหกรรม) 

2.4.3.2 วิธีเอทิลีนออกซิเดชั่น (Ethylene oxidation) 

2.4.3.3 วิธีอะซิทัลดีไฮด์ออกซิเดชั่น (Acetaldehyde oxidation) โดยใช้เอทำนอลเป็นสำรตั้งต้น 

2.4.3.4 กระบวนกำรทำงชีวภำพโดยกำรหมัก (Fermentation) โดยใช้แบคทีเรียกรดอะซิติก 

(Acetic acid Bacteria) โดยใช้เอทำนอลเป็นสำรตั้งต้น 

 2.4.4 กำรผลิตกรดอะซิติกด้วยกำรหมัก 

 กำรผลิตกรดอะซิติกด้วยกำรหมักในระดับอุตสำหกรรม โดยมีวัตถุดิบที่ส ำคัญ คือ แป้งมัน ข้ำว หรือ น้ ำ

ผลไม ้ประกอบด้วย 2 ขั้นตอน ดังนี้ 

2.4.4.1 กำรหมักน้ ำตำลให้เป็นแอลกอฮอล์ (Alcohol fermentation) 

กำรหมักน้ ำตำลให้เป็นแอลกอฮอล์ เป็นกระบวนกำรหมักแป้งหรือน้ ำตำลให้เป็นแอลกอฮอล์ โดยไม่ใช้

ออกซิเจน ซึ่งใช้ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae ที่อุณหภูมิ 30 ºC นำน 72-78 ชั่วโมง                                                 

ดังสมกำร C6H12O6 → 2C2H5OH + 2CO2 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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2.4.4.2 กำรหมักแอลกอฮอล์ให้เป็นกรดอะซิติก (Acetic fermentation) กำรหมักแอลกอฮอล์

ให้เป็นกรดอะซิติก เป็นกระบวนหมักแบบใช้ออกซิเจน โดยใช้แบคทีเรีย Acetobactor sp. เปลี่ยน

แอลกอฮอล์ให้เป็นกรดอะซิติกในช่วงอุณหภูมิกำรหมักประมำณ 15-34 ºC                                                           

ดังสมกำร 2C2H5OH + O2 → CH3COOH + H2O 

 

 

 

 

 

ภำพที ่2.2 โครงสร้ำงอะซิติก 

ที่มำ: https://www.siamchemi.com/ 

 2.4.5 ควำมปลอดภัย 

ควำมคงตัว และกำรเกิดปฏิกิริยำเคมี 

 2.4.5.1 ควำมเสถียร: มีควำมเสถียร 

 2.4.5.2 สำรที่เข้ำกันไม่ได้  

 2.4.5.2.1 น้ ำ 

 2.4.5.2.2 ควำมร้อน 

 2.3.5.2.3 สำรออกชิไดซ์รุนแรง 

 2.3.5.2.4 สำรที่ท ำปฏิกิริยำรุนแรงกับเบส 

 2.4.5.3 สภำวะที่ควรหลีกเลี่ยง  

 2.4.5.3.1 ควำมร้อน 

 2.4.5.3.2 น้ ำ และควำมชื้น 

 2.4.5.4 สำรเคมีอันตรำยที่เกิดจำกกำรสลำยตัว  

 2.4.5.4.1 คำร์บอนมอนอกไซด ์

 2.4.5.4.2 คำร์บอนไดออกไซด์ 

 2.4.5.4.3 อัลดีไฮด์ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 

https://www.siamchemi.com/%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B8%AD%E0%B8%B0%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%81/


10 
 

 2.4.5.4.4 คีโตน 

 2.4.5.5 อันตรำยจำกปฏิกิริยำพอลิเมอร์: ไม่เกิดปฏิกิริยำ 

 2.4.6 กำรเกิดอัคคีภัย และกำรระเบิด 

 2.4.6.1 จดัเป็นของเหลวไวไฟ สำมำรถระเบิดได้เมื่อไอกรดสัมผัสกับเปลวไฟ 

 2.4.6.2 ท ำปฏิกิริยำรุนแรงกับน้ ำ 

 2.4.7 กำรจัดเก็บ 

  2.4.7.1 เก็บไว้ในภำชนะบรรจุที่ปิดสนิท 

 2.4.7.2 เก็บไว้บริเวณท่ีอุณหภูมิต่ ำ และแห้ง 

 2.4.7.3 เก็บให้ห่ำงจำกควำมร้อน แหล่งก ำเนิดควำมร้อน บริเวณท่ีมีอุณหภูมิสูง 

 2.4.7.4 เก็บไว้ให้ห่ำงจำกน้ ำ หรือ บริเวณท่ีมีควำมชื้นสูง 

 2.4.7.5 เก็บไว้ให้ห่ำงจำกเส้นใยหรือเสื้อผ้ำหรือวัสดุไวไฟ 

 2.4.7.6 แหล่งจัดเกบ็เข้ำออกได้สะดวก  

  (Siamchai.com, ม.ป.ป)  

 

2.5 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 งำนวิจัยของ บุษกร ทองใบ (2013) โดยศึกษำกำรใช้กรดอะซีติกและสำรสกัดจำกข่ำเพ่ือยับยั้งกำร
เจริญเติบโตของเชื้อ Staphylococcus aureus ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมบวกที่มีปนเปื้อนในผักชี ในกำรทดลองนี้
ผู้วิจัยน ำผักชีที่มีกำรปนเปื้อนของเชื้อ S. aureus โดยน ำผักชีมำล้ำงท ำควำมสะอำดด้วยกรดอะซิติก (1%v/v) สำร
สกัดข่ำ (10mg/ml) และกรดอะซิติก (1%v/v) ใช้ร่วมกับสำรสกัดข่ำ (10 mg/ml) จำกนั้นจึงล้ำงด้วยน้ ำสะอำด
อีกรอบ จำกกำรทดลองพบว่ำเมื่อใช้กรดอะซีติก สำรสกัดข่ำ และกรดอะซิติกร่วมกับสำรสกัดข่ำสำมำรถลด
ปริมำณ S. aureus ได้ 1.26, 2.33 และ 3.17 log cfu /g ตำมล ำดับ (p<0.05) จำกผลกำรทดลองนี้พบว่ำกรดอะ
ซิติก (1%v/v) ร่วมกับสำรสกัดข่ำ (10 mg/ml) เป็นสำรที่เหมำะสมต่อกำรควบคุม S. aureus ที่ปนเปื้อนผักชี 
เมื่อศึกษำระยะเวลำแช่ผักชีที่เหมำะสมโดยแปรระยะเวลำแช่ 5, 10, 20 และ 30 นำที พบว่ำสำมำรถลดปริมำณ 
S. aureus ที่ปนเปื้อนผักชีได้ 1.04, 1.32, 1.78 และ 2.27 log cfu /g ตำมล ำดับ (p<0.05) ดังนั้นระยะเวลำกำร
แช่ผักชีด้วยกรดอะซิติกร่วมกับสำรสกัดข่ำที่เหมำะสมคือ 30 นำที  

งำนวิจัยของ ชูเกียรติ แก้วสุข (2013) โดยศึกษำเกี่ยวกับเชื้อก่อโรคที่สะสมอยู่ในฟองน้ ำล้ำงจำน จึงได้สุ่ม
เก็บตัวอย่ำงฟองน้ ำ ฟองน้ ำที่มีแผ่นใยขัด และแผ่นใยขัดจำกร้ำนจ ำหน่ำยอำหำรใน สถำนศึกษำรวม 53 ตัวอย่ำง 
(ฟองน้ ำ 16 ตัวอย่ำง ฟองฟ้ำที่มีแผ่นใยขัด 35 ตัวอย่ำง และแผ่นใยขัด 2 ตัวอย่ำง) เพ่ือตรวจหำปริมำณ 
coliforms และ เชื้ อ โ รคอำหำร เป็ น พิษก ลุ่ ม  Salmonella spp., Vibrio parahaemolyticus, B. cereus, 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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Coagulase positive S. aureus และ E. coli พบว่ำ ปริมำณ coliforms ที่ตรวจพบในตัวอย่ำงฟองน้ ำ ฟองน้ ำที่
มีแผ่นใยขัด และแผ่นใยขัดพบมำกในช่วง 1x106–1x108 cfu/ml (มีค่ำเฉลี่ย 50 % ของฟองน้ ำ 54.3 % ของ
ฟองน้ ำที่มีแผ่นใยขัด และ 50 % ของแผ่นใยขัด) ส ำหรับเชื้อโรคอำหำรเป็นพิษพบว่ำตัวอย่ำงฟองน้ ำที่มีแผ่นใยขัด
พบเชื้อ Salmonella spp., V. parahaemolyticus , B. cereus และ E. coli จำกร้ำนจ ำหน่ำยอำหำรคำวใน
ปริมำณ 9.4, 9.4, 15.6 และ 9.4 % ตำมล ำดับ พบ B. cereus, Coagulase positive S. aureusและ E. coliจำก
ร้ำนขำยเครื่องดื่มและอำหำรหวำน 66.7, 33.3 และ 33.3 % ตำมล ำดับตัวอย่ำงฟองน้ ำจำกร้ำนอำหำรคำวพบเชื้อ 
V. parahaemolyticus , B. cereus และ E. coli ในปริมำณ 11.1 %เท่ำกัน แต่ไม่พบ Coagulase positive S. 
aureusส่วนตัวอย่ำงฟองน้ ำจำกร้ำน เครื่องดื่มและอำหำรหวำน และตัวอย่ำงแผ่นใยขัดทังหมดที่น ำมำตรวจนั้น
ตรวจไม่พบเชื้อแบคทีเรียอำหำร เป็นพิษในกลุ่มที่ท ำกำรศึกษำ ส ำหรับเชื้อ Salmonella spp. ที่พบจำกตัวอย่ำง
ฟองน้ ำที่มีแผ่นใยขัดทั้ง 3 ตัวอย่ำงนั้นมีเพียง 1 เซโรวำร์ คือ Sal. Typhimurium เมื่อศึกษำผลของสำรละลำย
น้ ำส้มสำยชูกลั่น (น้ ำส้มสำยชูกลั่น 4 ช้อนโต๊ะ (60 มล.) ต่อ น้ ำครึ่งลิตร (500 ml.) ซึ่งคิดเป็น 0.6 % กรดอะซีติก 
ตำมค ำแนะน ำของ กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์) ต่อกำรยับยั้งเชื้อ S. aureus และ Sal. Typhimurium ใน
สำรละลำยเชื้อบริสุทธิ์ที่ปริมำณเชื้อเริ่มต้น 3 log cfu /ml และ 6 log cfu /ml พบว่ำสำมำรถท ำลำยเชื้อ S. 
aureus ได้ที่เวลำ 60 นำที และ 120 นำที ตำมล ำดับ และท ำลำยเชื้อ Sal.Typhimuriumได้ที่เวลำ 10 นำที และ 
30 นำที ตำมล ำดับ จำกนั้นท ำกำรเลือกปริมำณเชื้อเริ่มต้นของ S. aureusและ Sal.Typhimurium ที่ระดับ 6 log 
cfu /ml ให้ปนเปื้อนในฟองน้ ำล้ำงจำนแบบที่มีแผ่นใยขัดที่ผ่ำนกำรใช้งำนจำกร้ำนค้ำมำแล้วเป็นเวลำ 1 สัปดำห์ 
ท ำกำรศึกษำโดยกำรแช่ฟองน้ ำล้ำงจำนจำกร้ำนค้ำจ ำหน่ำยอำหำรในสำรละลำยน้ ำส้มสำยชูตำม ค ำแนะน ำของ
กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์เป็นเวลำ 240 นำที เพ่ือศึกษำกำรยับยั้ง S. aureus และ Sal.Typhimurium ใน
ฟองน้ ำจำกร้ำนค้ำ พบว่ำสำมำรถท ำลำย S. aureus และ Sal. Typhimurium ที่ปริมำณ เชื้อเริ่มต้นประมำณ 6 
log cfu /ml ที่เวลำ 150 นำที และ 60 นำที ตำมล ำดับ เมื่อศึกษำถึงโครงสร้ำงของ ฟองน้ ำล้ำงจำนแบบที่มีแผ่น
ใยขัดที่มีผลต่อกำรเกำะติดของเชื้อก่อโรคทั้งสองผ่ำนกล้องจุลทรรศน์ อิเล็กตรอนแบบส่องกรำด (SEM) พบว่ำ
พ้ืนผิวของฟองน้ ำล้ำงจำนทั้งส่วนที่เป็นฟองน้ ำและส่วนที่เป็นใยขัดมีผลต่อกำรยึดติดของเชื้อ  S. aureus และ
Sal.Typhimuriumในฟองน้ ำล้ำงจำน และสำรละลำยน้ ำส้มสำยชู กลั่นที่ใช้ในกำรศึกษำมีผลต่อกำรท ำลำยเซลล์
ของเชื้อ S. aureusและ Sal.Typhimurium ที่ติดอยู่บน ฟองน้ ำที่มีแผ่นใยขัด ซึ่งสำมำรถสังเกตลักษณะที่ไม่
สมบูรณ์หรือกำรบำดเจ็บของเซลล์เชื้อทั้งสองเมื่อส่อง ผ่ำนกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกรำดได ้  
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บทที่ 3 

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

3.1. วัตถุดิบ 

 3.1.1 เฉำก๊วยบรรจุในบรรจุภัณฑ์ประเภทถุงและถ้วย 

 3.1.2 น้ ำภำยในส่วนต่ำง ๆของเครื่องบรรจุ  

3.2 สารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 3.2.1 Butterfield’s Phosphate-Buffered Dilution water 
 3.2.2 โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 
 3.2.3 Polymyxin B sulfate 1 MU 
 3.2.4 1 % Potassium tellurite 
 3.2.5 5 % กรดอะซีติก  
 3.2.6 อำหำรเลี้ยงเชื้อ Plate count agar (PCA) 
 3.2.7 อำหำรเลี้ยงเชื้อ Baird-Paker medium (BP) 
 3.2.8 อำหำรเลี้ยงเชื้อ Mannitol-Egg Yolk-Polymyxin (MYP) 
 3.2.9 อำหำรเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth (TSB) 

3.3 อุปกรณ์ 
 3.3.1 ถุงพลำสติกปรำศจำกเชื้อ 
 3.3.2 เครื่องตีปั่น stomacher 
 3.3.3 ไมโครปิเปต  
 3.3.4 แท่งแก้วรูปตัวแอล 
 3.3.5 ตู้บ่มเพำะเชื้ออุณหภูมิ 35 -37 องศำเซลเซียส  
 3.3.6 ตู้ปลอดเชื้อ 

3.4 วิธีการทดลอง 
 3.4.1 กำรเก็บตัวอย่ำง 
 กำรเก็บตัวอย่ำงเฉำก๊วยบรรจุภัณฑ์ประเภทถุง เป็นกำรเก็บตัวอย่ำงในกำรผลิตครั้งแรกในวันนั้น ๆ ใน
ส่วนของเฉำก๊วยในบรรจุภัณฑ์ประเภทถ้วยเป็นกำรเก็บตัวอย่ำงจำกสุ่มตัวอย่ำงในกำรผลิตไว้แล้วโดยเก็บตัวอย่ำง
ไว้ในตู้ท ำควำมเย็นอุณหภูมิ 4-8 องศำเซลเซียส เพ่ือรอจ ำหน่ำย ตัวอย่ำงน้ ำที่น ำมำวิเครำะห์เป็นตัวอย่ำงน้ ำที่ได้
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จำกส่วนต่ำง ๆของเครื่องบรรจุเฉำก๊วยก่อนเริ่มกำรด ำเนินกำรผลิต ในส่วนของกำรเก็บตัวอย่ำงจำกพ้ืนผิวบริเวณ
ต่ำง ๆ เช่น มือของพนักงำนผลิต และพ้ืนผิวของหัวฉีดเครื่องบรรจุเฉำก๊วย มีกำรเก็บตัวอย่ำงและทดสอบกำร
ปนเปื้อนของเชื้อโดยกำรสัมผัสกับพ้ืนผิวโดยตรง ( swab test) โดยใช้ไม้พันส ำลีที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื้อแล้ว จุ่มลงใน
สำรละลำยบัฟเฟอร์หมำดๆ และกวำดบริเวณผิวหน้ำภำชนะหรือมือของพนักงำนผลิต จำกนั้นหักไม้พันส ำลีลงใน
หลอดที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื้อท่ีบรรจุสำรละลำยบัฟเฟอร์ 

3.4.2 กำรตรวจวิเครำะห์ทำงจุลินทรีย์ 
  3.4.2.1 กำรตรวจวิเครำะห์เชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมดในตัวอย่ำง 
   ชั่งตัวอย่ำงอำหำรแข็ง 25 กรัม ใส่ในถุงพลำสติกปรำศจำกเชื้อที่ใช้สำหรับตีปั่นอำหำร เติมน้ ำยำ
เจือจำง (Butterfield’s Phosphate-Buffered Dilution water ; BPB ) ปริมำตร 225  มิลลิลิตรลงใน
ถุง ตีปั่นด้วยเครื่องตีปั่นอำหำร (Stomacher) นำน 1 นำที  ท ำกำรเจือจำงที่ระดับควำมเจือจำงต่ำง ๆ 
ส ำหรับตัวอย่ำงประเภทของเหลวสำมำรถเจือจำงในระดับควำมเจือจำงต่ำง ๆได้ทันที หลั งจำกนั้นปิเปต
ตัวอย่ำงที่ควำมเจือจำงต่ำง ๆ ลงในจำนอำหำรเลี้ยงเชื้อ Plate count agar (PCA)  อย่ำงละ 2 จำน จำน
ละ 0.1 มิลลิลิตร เกลี่ยตัวอย่ำงให้ทั่วผิวหน้ำอำหำร PCA ด้วยแท่งแก้วงอที่ปรำศจำกเชื้อ ทิ้งไว้สักพัก แล้ว
คว่ ำจำน น ำไปบ่มที่ อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง นับโคโลนีบนจำนที่มีจ ำนวนอยู่
ในช่วง 30-300 โคโลนี (อภิชญำ ทองทับ, 2013) 
  3.4.2.2 กำรวิเครำะห์เชื้อ B. cereus 

   ชั่งตัวอย่ำง 25 กรัม ด้วยเทคนิคปรำศจำกเชื้อ เทใส่ถุงพลำสติกปลอดเชื้อ เติมน้ ำยำเจือจำง (BPB 
) ปริมำณ 225 มล. น ำไปตีปั่นนำน 2 นำที ท ำกำรเจือจำงตัวอย่ำงที่ควำมเจือจำงต่ำง ๆ ด้วยน้ ำยำเจือจำง 
(BPB) ส ำหรับตัวอย่ำงประเภทของเหลวสำมำรถเจือจำงในระดับควำมเจือจำงต่ำง ๆได้ทันที จำกนั้นปิเปต
ตัวอย่ำงที่ระดับควำมเจือจำง 10-0ปริมำตร 0.3, 0.3 และ 0.4 มล. ลงในอำหำรเลี้ยงเชื้อ Mannitol-Egg 
Yolk-Polymyxin agar (MYP) ที่ผิวหน้ำอำหำรที่แห้ง อย่ำงละ 1 จำน และที่ระดับควำมเจือจำงอ่ืน ๆ ปิ
เปตตัวอย่ำงปริมำตร 0.1 มล. ใส่บนผิวหน้ำอำหำรเลี้ยงเชื้อ (MYP) ระดับควำมเจือจำงละ 2 จำน ใช้แท่ง
แก้วงอฆ่ำเชื้อเกลี่ยตัวอย่ำงให้ทั่ว คว่ ำจำนเพำะเชื้อแล้วน ำไปบ่มที่ อุณหภูมิ 32 องศำเซลเซียส นำน 24 
ชม. สังเกตโคโลนีโดยโคโลนีของ B. cereus จะมีสีชมพูเหมือนสีของอำหำรเลี้ยงเชื้อ สีจะเข้มขึ้นเมื่อบ่ม
ต่อไปและรอบโคโลนีจะมีโซนขำวขุ่น เนื่องจำกเชื้อสร้ำงเอนไซม์เลซิทิเนส ถ้ำผลที่ได้ไม่ชัดเจนให้บ่มต่ออีก 
24 ชม. ก่อนนับจ ำนวนโคโลนีแล้วค ำนวณหำจ ำนวนเซลล์ของ B. cereus ต่อกรัมของอำหำร (อภิชญำ 
ทองทับ, 2013) 

   3.4.2.3 กำรวิเครำะห์เชื้อ S. aureus  
   ชั่งตัวอย่ำง 25 กรัม ด้วยเทคนิคปลอดเชื้อใส่ในถุงพลำสติกปรำศจำกเชื้อแล้วเติม ( BPB )

ปริมำตร 225 ml น ำไปตีปั่นเป็นเวลำ 2 นำที ท ำกำรเจือจำงตัวอย่ำงที่ระดับควำมเจือจำงต่ำง ๆ ด้วย

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



14 
 

น้ ำยำเจือจำง (BPB) ส ำหรับตัวอย่ำงประเภทของเหลวสำมำรถเจือจำงในระดับควำมเจือจำงต่ำง ๆได้ทันที 
จำกนั้นปิเปตตัวอย่ำงที่ระดับควำมเจือจำง 10 -0ปริมำตร 0.3, 0.3 และ 0.4 มล. ลงในอำหำรเลี้ยงเชื้อ 
Baird-Paker medium (BP) และปิเปตตัวอย่ำงอำหำรที่ระดับควำมเจือจำงต่ำง ๆ ปริมำตร 0.1 มล. ใส่
บนผิวหน้ำอำหำรเลี้ยงเชื้อ (BP) ที่ผิวหน้ำอำหำรแห้ง อย่ำงละ 2 จำน จำกนั้นใช้แท่งแก้วงอปรำศจำกเชื้อ
เกลี่ยตัวอย่ำงให้ทั่วผิวหน้ำอำหำร ตั้งทิ้งไว้ให้ผิวหน้ำอำหำรแห้งจำกนั้นน ำไปบ่มในตู้บ่มที่อุณหภูมิ 35-37 
องศำเซลเซียส ตรวจดูโคโลนีบนจำนอำหำร BP เลือกจำนที่มีโคโลนีที่น่ำจะเป็นโคโลนีของ S. aureus 
(อภิชญำ ทองทับ,2013) 

          3.4.3 กำรทดลองกำรลดจ ำนวนสปอร์ของ B. cereus ในห้องปฏิบัติกำร  
  3.4.3.1 กำรเตรียมเชื้อ B. cereus  

  เลือกโคโลนีที่คำดว่ำจะเป็น B. cereus จำกจำนเพำะเชื้อตัวอย่ำง ใช้ห่วงเขี่ยเชื้อเขี่ยโคโลนีลงใน
อำหำรเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth (TSB) บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศำเซลเซียส 24 ชั่วโมง จำกนั้นดูด
ตัวอย่ำง 1 มิลลิลิตร ใส่ในขวดแบนที่มีอำหำร Trypticase soy agar (TSA) โดยกลั้วตัวอย่ำงให้เต็ม
ผิวหน้ำอำหำร และน ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศำเซลเซียส 24 ชั่วโมง จำกนั้นน ำน้ ำเกลือ 10 มิลลิลิตร   
เติมลงในขวดแบนที่มีสปอร์ของ B. cereus เกิดข้ึน และใช้ห่วงเขี่ยเชื้อ เขี่ยสปอร์บนผิวหน้ำอำหำรออกมำ
ให้มำกที่สุด และเทสปอร์จำกขวดแบนทั้งหมดรวมกันใส่ในขวดรูปชมพู่ที่ฆ่ำเชื้อแล้วขนำด 250 มล. น ำ
สปอร์ส่วนหนึ่งไปให้ควำมร้อนในน้ ำที่มีอุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส 10 นำที เพ่ือก ำจัดเซลล์ของเชื้อ B. 
cereus และน ำไปตรวจสอบสปอร์โดยเทคนิคกำรย้อมสีแกรม และน ำไปดูลักษณะของสปอร์โดยผ่ำนกำร
ดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
  3.4.3.2 กำรวิเครำะห์จ ำนวนสปอร์ของ B. cereus โดยใช้น้ ำอุณหภูมิห้องและอุณหภูมิ 80 องศำ
เซลเซียสที่เวลำต่ำง ๆ ในกำรลดจ ำนวนสปอร์ B. cereus 
  น ำสปอร์ของ B. cereus จำกขวดรูปชมพู่ 1 มล. แบ่งใส่หลอดที่มีอำหำรเลี้ยงเชื้อ TSB 9 มล.  
โดยหลอดแรกจะน ำไปหำปริมำณเชื้อเริ่มต้น และน ำที่ 2,3 และ 4 ไปวำงในอ่ำงน้ ำที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 
5,10 และ 15 นำทีตำมล ำดับ ท ำซ้ ำเวลำละ 3 ซ้ ำ และน ำหลอดที่ 5,6 และ 7 ไปวำงในอ่ำงน้ ำที่อุณหภูมิ 
80 องศำเซลเซียส เมื่อครบเวลำดังกล่ำวน ำหลอดทดลองวำงในน้ ำแข็งทันทีเพ่ือหยุดกำรเจริญของเชื้อ ท ำ
กำรเจือจำงที่ระดับควำมเจือจำงต่ำง ๆจำกนั้นปิเปตตัวอย่ำงแต่ละระดับควำมเจือจำง เพำะเลี้ยงในจำน
อำหำร TSA โดยวิธีกำรเทเพลท (Pour plate) หรือ กำรเกลี่ยเชื้อในจำนเพำะเชื้อ (Spread plate) และ
น ำจำนเพำะเชื้อบ่มในอุณหภูมิ 35-37 องศำเซลเซียส 24 ชม. และนับจ ำนวนโคโลนีที่จำนเพำะเชื้อที่ มี
โคโลนีเกิดข้ึนตั้งแต่ 30-300 โคโลนี 
  3.4.3.3 กำรวิเครำะห์จ ำนวนสปอร์ของ B. cereus โดยใช้อุณหภูมิห้องและอุณหภูมิ 80 องศำ
เซลเซียส ที่เวลำต่ำง ๆร่วมกับกำรใช้กรดอะซิติกที่ควำมเข้มข้นต่ำง ๆ ในกำรลดจ ำนวน B. cereus 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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  น ำกรดอะซีติกใส่ในหลอดทดลองที่มีอำหำรเลี้ยงเชื้อ TSB โดยมีควำมเข้มข้นสุดท้ำยเป็น 1, 1.5, 
2.0, 2.5 และ 3 % (ปริมำตร/ปริมำตร , v/v) จ ำนวน 2 ชุดกำรทดลองและท ำกำรวัดค่ำควำมเป็นกรดด่ำง 
(pH) น ำสปอร์ของ B. cereus จำกขวดรูปชมพู่ 1 มล. ใส่ในกรดอะซิติกควำมเข้มข้นต่ำงๆ โดยชุดที่ 1 วำง
ในอ่ำงน้ ำที่อุณหภูมิห้องและชุดที่ 2 วำงในอ่ำงน้ ำร้อนอุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส โดยหลอดทดลองที่ 1 
ของแต่ละควำมเข้มข้นวำงในอ่ำงน้ ำที่อุณหภูมิห้องหรือในอ่ำงน้ ำร้อน 5 นำที หลอดทดลองที่ 2 ของแต่ละ
ควำมเข้มข้นวำงในอ่ำงน้ ำที่อุณหภูมิห้องหรือในอ่ำงน้ ำร้อน 10 นำที และ หลอดทดลองที่ 3 ของแต่ละ
ควำมเข้มข้นวำงในอ่ำงน้ ำที่อุณหภูมิห้องหรือในอ่ำงน้ ำร้อน 15  นำที ท ำซ้ ำ 3 ครั้ง เมื่อครบเวลำน ำหลอด
ทดลองวำงในถังน้ ำแข็งทันทีเพ่ือหยุดกำรเจริญของเชื้อ ท ำกำรเจือจำงต่อที่ระดับควำมเจือจำงต่ำง ๆ 
และปิเปตตัวอย่ำงแต่ละระดับควำมเจือจำงเพำะเลี้ยงในจำนอำหำร TSA โดยวิธีกำรเทเพลท (Pour plate 
) หรือ กำรเกลี่ยเชื้อในจำนเพำะเชื้อ (Spread plate ) และน ำจำนเพำะเชื้อบ่มในอุณหภูมิ 35-37 องศำ
เซลเซียส 24 ชม. และนับจ ำนวนโคโลนีที่จำนเพำะชื้อที่มีโคโลนีเกิดข้ึนตั้งแต่ 30-300 โคโลนี 

 
3.5 การน าไปใช้ในโรงงานผลิตเฉาก๊วย 

 3.5.1 กำรน ำไปใช้ภำยในเครื่องบรรจุ น้ ำค้ำงภำยในท่อและท่อที่สัมผัสกับเฉำก๊วย 
เมื่อได้สภำวะที่เหมำะสมต่อกำรลดจ ำนวนสปอร์ B. cereus จำกกำรทดลอง จะน ำไปด ำเนินกำรใน

โรงงำน ในส่วนของเครื่องบรรจุ โดยกำรใช้อุณหภูมิ, ควำมเข้มข้นของกรดอะซิติกและระยะเวลำในกำรต้มที่หม้อ
ต้มเฉำก๊วยที่เหมำะสม และอัดน้ ำผ่ำนท่อเพ่ือยังเครื่องบรรจุเฉำก๊วย ภำยนอกเครื่องบรรจุเฉำก๊วยจะใช้น้ ำที่มี
อุณหภูมิ, ควำมเข้มข้นของกรดแอซิติก และเวลำในกำรล้ำงที่เหมำะสมเช่นกันในกำรฉีดล้ำงบริเวณภำยนอกเครื่อง
บรรจุ เช่น บริเวณหัวฉีดเครื่องบรรจุเฉำก๊วย 
 3.5.2 กำรน ำไปใช้กับอุปกรณ์อ่ืน ๆที่สัมผัสกับอำหำร 
  โดยกำรเตรียมน้ ำล้ำงโดยใช้อุณหภูมิ, ควำมเข้มข้นของกรดแอซิติกและระยะเวลำในกำร 
ต้มอุปกรณ์ท่ีเหมำะสม 

3.5.3 กำรปรับปรุงสุขลักษณะส่วนบุคคล 
          สุขลักษณะส่วนบุคคล (personal hygiene) เป็นข้อปฏิบัติของผู้ปฏิบัติ งำนในโ รงงำน

อุตสำหกรรมอำหำร ตำม Good Manufacturing Practice  (GMP) ซึ่งจะท ำให้อำหำรปลอดภัย ลดกำรปนเปื้อน 
ซึ่งจะน ำสู่อันตรำยในอำหำร ทั้งอันตรำยทำงกำยภำพ อันตรำยทำงเคมี และอันตรำยทำงจุลินทรีย์ 

ข้อปฏิบัติเพื่อให้ได้สุขลักษณะส่วนบุคคลที่ดี มีดังนี้ 
 3.5.3.1 ผู้ปฏิบัติงำนในบริเวณผลิตต้องไม่เป็นโรคติดต่อตำมที่ก ำหนดโดยกฎกระทรวง เช่น วัณ

โรค, อหิวำตกโรค, ไข้ไทฟอยด์, โรคบิด, ไข้สุกใส, ไข้หัด, โรคคำงทูม, โรคเรื้อน, โรคผิวหนังที่น่ำรังเกียจ,
โรคไวรัสตับอักเสบชนิดเอหรือมีบำดแผลอันอำจก่อให้เกิดกำรปนเปื้อนของผลิตภัณฑ์ และจัดให้คนงำน

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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ได้รับกำรตรวจร่ำงกำยโดยผู้ประกอบวิชำชีพเวชกรรมอย่ำงน้อยปีละ 1 ครั้ง และให้เก็บเอกสำรตรวจ
ร่ำงกำยไว้เป็นหลักฐำน 

3.5.3.2 ต้องห้ำมหรือป้องกันมิให้บุคคลใดท ำกำรอย่ำงใดอย่ำงหนึ่ง อันพึงรังเกียจต่อกำรรักษำ
ควำมสะอำดในกำรผลิต เช่น สูบบุหรี่ บ้วนน้ ำลำย บ้วนน้ ำหมำก ในบริเวณที่ผลิต บรรจุ หรือเก็บรักษำ
อำหำรที่ผลิตแล้วและสถำนที่เก็บรักษำวัตถุดิบ 

3.5.3.3.  กำรแต่งกำย เจ้ำหน้ำที่ผู้ปฏิบัติงำนทุกคนในขณะที่ด ำเนินกำรผลิตและมีกำรสัมผัส
โดยตรงกับอำหำร หรือส่วนผสมของอำหำรหรือส่วนใดส่วนหนึ่งของพ้ืนที่ผิวที่อำจมีกำรสัมผัสกับอำหำร 
ต้องสวมเสื้อผ้ำที่สะอำดและเหมำะสมต่อกำรปฏิบัติงำน กรณีที่ใช้เสื้อคลุมก็ต้องสะอำดล้ำงมือให้สะอำด
ทุกครั้งก่อนเริ่มปฏิบัติงำน และหลังกำรปนเปื้อน ควรใช้ถุงมือที่อยู่ในสภำพสมบูรณ์และสะอำดถูก
สุขลักษณะ ท ำด้วยวัสดุที่ไม่มีสำรละลำยหลุดออกมำปนเปื้อนอำหำรและของเหลวซึมผ่ำนเข้ำไม่ได้ 
ส ำหรับจับต้องหรือสัมผัสกับอำหำร กรณีไม่สวมถุงมือต้องมีมำตรกำรให้คนงำนล้ำงมือ เล็บและแขนให้
สะอำด (ผศ.ดร.พิมพ์เพ็ญ พรเฉลิมพงศ์และคณะ, ม.ป.ป ) 

 

3.6 การตรวจสอบเชื้อของผลิตภัณฑ์เฉาก๊วยหลังจากแนะน าวิธีการล้างเครื่องเพื่อตรวจสอบอายุ
การเก็บรักษา  
 3.6.1 เก็บตัวอย่ำง 
 เก็บตัวอย่ำงเฉำก๊วยจ ำนวน 24 ถุงหรือถ้วย เพ่ือตรวจสอบอำยุกำรเก็บรักษำเป็นเวลำ 7 วัน 
 3.6.2 กำรตรวจสอบอำยุกำรเก็บรักษำโดยกำรตรวจสอบกำรเพ่ิมจ ำนวนของเชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมดและกำร
เพ่ิมจ ำนวนของเชื้อ B. cereus 
 น ำตัวอย่ำงเฉำก๊วยมำตรวจสอบอำยุกำรเก็บรักษำโดยกำรตรวจวิเครำะห์กำรเพ่ิมจ ำนวนเชื้อจุลินทรีย์
ทั้งหมดในตัวอย่ำงตำมข้อ 3.4.2.1 และตรวจวิเครำะห์กำรเพ่ิมจ ำนวนของเชื้อ B. cereus ตำมข้อ 3.4.2.2 เป็น
ระยะเวลำติดต่อกัน 7 วัน    

 

3.7 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

กำรทดสอบทำงสถิติวิเครำะห์ด้วยโปรแกรม SPSS เปรียบเทียบปริมำณเชื้อ B. cereus หลังจำกกำร

ทดลองกำรลดปริมำณเชื้อ ด้วยกรดอะซิติกร่วมกับกำรใช้น้ ำที่เวลำต่ำง ๆด้วยสถิติ ANOVA Duncan’s multiple 

range test ที่ระดับนัยส ำคัญ 0.05 (P<0.05) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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บทที่ 4 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 

4.1 การตรวจวิเคราะห์เชื้อจากตัวอย่างต่าง ๆภายในโรงงานผลิตเฉาก๊วย  

 4.1.1 กำรตรวจวิเครำะห์เชื้อจำกตัวอย่ำงต่ำง ๆภำยในโรงงำนผลิตเฉำก๊วย ครั้งที่ 1 

4.1.1.1 กำรตรวจวิเครำะห์ B. cereus และ S. aureus ในตัวอย่ำงเฉำก๊วย 

จำกกำรเก็บตัวอย่ำงเฉำก๊วยจำกโรงงำนผลิตเฉำก๊วย พบว่ำมีปริมำณเชื้อ B. cereus 110 cfu/g 

และมีปริมำณเชื้อ S. aureus <1x101 cfu/g (ดังตำรำง 4.1)              

4.1.1.2 กำรตรวจวิเครำะห์ B. cereus และ S. aureus ในตัวอย่ำงน้ ำค้ำงภำยในท่อเครื่องผลิต

เฉำก๊วย 

จำกกำรเก็บตัวอย่ำงของน้ ำค้ำงภำยในท่อเครื่องผลิตเฉำก๊วย พบว่ำมีปริมำณเชื้อ B. cereus 2.2 

x 105 cfu/ml. และมีปริมำณเชื้อ S. aureus 2.5 x 103 cfu/ml. (ดังตำรำง 4.1)  

4.1.1.3 กำรตรวจวิเครำะห์ B. cereus และ S. aureus ในตัวอย่ำงน้ ำชะสำยยำง 

จำกกำรเก็บตัวอย่ำงของชะสำยยำง พบว่ำมีปริมำณเชื้อ B. cereus 2.9 x 105 cfu/ml. และมี

ปริมำณเชื้อ S. aureus 3.2 x 103 cfu/ml. (ดังตำรำง 4.1)  

 4.1.2 กำรตรวจวิเครำะห์เชื้อจำกตัวอย่ำงต่ำง ๆภำยในโรงงำนผลิตเฉำก๊วย ครั้งที่ 2 

4.1.2.1 กำรตรวจวิเครำะห์เชื้อจุลินทรีย์ที่มีชีวิตทั้งหมด (Total Plate count, TPC), B. cereus 

และ S. aureus ในตัวอย่ำงเฉำก๊วย 

จำกกำรเก็บตัวอย่ำงเฉำก๊วยจำกโรงงำนผลิตเฉำก๊วย พบว่ำมีปริมำณเชื้อจุลินทรีย์ที่มี

ชีวิตทั้งหมด (Total Plate count, TPC) 3.6x104 cfu/g มีปริมำณเชื้อ B. cereus <1x101 cfu/g และมี

ปริมำณเชื้อ S. aureus <1x101 cfu/g (ดังตำรำง 4.1) โดยพบว่ำตัวอย่ำงเฉำก๊วยมีปริมำณเชื้อจุลินทรีย์ที่

มีชีวิตทั้งหมด (Total Plate count, TPC) เกินเกณฑ์มำตรฐำนผลิตภัณฑ์ชุมชน (มผช.) ซึ่งก ำหนดให้

เฉำก๊วยต้องมีปริมำณเชื้อจุลินทรีย์ที่มีชีวิตทั้งหมดไม่เกิน <1x104 cfu/g              

4.1.2.2 กำรตรวจวิเครำะห์เชื้อจุลินทรีย์ที่มีชีวิตทั้งหมด (Total Plate count, TPC), B. cereus 

และ S. aureus ในตัวอย่ำงมือของพนักงำนผู้สัมผัสเฉำก๊วย 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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จำกกำรเก็บตัวอย่ำงของพนักงำนผู้สัมผัสเฉำก๊วย จำกโรงงำนผลิตเฉำก๊วยจ ำนวน 2 คน พบว่ำมี

ปริมำณเชื้อจุลินทรีย์ที่มีชีวิตทั้งหมด (Total Plate count, TPC) 3.8x103 cfu/มือ และ 1.5x104  มี

ปริมำณเชื้อ B. cereus <1x101 cfu/มือ ทั้ง 2 คน และมีปริมำณเชื้อ S. aureus <1x101 cfu/มือ และ 

4.5x102 cfu/มือ (ดังตำรำง 4.1) โดยพบว่ำตัวอย่ำงมือของพนักงำนผู้สัมผัสเฉำก๊วยมีปริมำณเชื้อจุลินทรีย์

ที่มีชีวิตทั้งหมด (Total Plate count, TPC) และ S. aureus เกินเกณฑ์คุณภำพทำงจุลชีววิทยำของ

อำหำรและภำชนะสัมผัสอำหำรของกรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ก ำหนด ซึ่งก ำหนดให้มือผู้สัมผัสอำหำร 

ต้องมีปริมำณเชื้อจุลินทรีย์ที่มีชีวิตทั้งหมดไม่เกิน <500 cfu/มือ และและต้องไม่พบเชื้อ S. aureus เลย 

(กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์,2560) และพบว่ำมีโคโลนีที่ที่คำดว่ำจะเป็นเชื้อ B. cereus ในกำรตรวจสอบ

เบื้องต้นจำกตัวอย่ำงมือผู้สัมผัสคนที่ 2  จึงน ำส่งตรวจยืนยันเชื้อที่ส ำนักมำตรฐำนและควำมปลอดภัย

อำหำร กรมวิทยำสำสตร์กำรแพทย์ พบว่ำเป็นเชื้อ B. cereus 

4.1.2.3 กำรตรวจวิเครำะห์เชื้อจุลินทรีย์ที่มีชีวิตทั้งหมด (Total Plate count, TPC), B. cereus 

และ S. aureus ในตัวอย่ำงน้ ำค้ำงภำยในท่อของเครื่องผลิตเฉำก๊วย 

จำกกำรเก็บตัวอย่ำงของน้ ำค้ำงภำยในท่อของเครื่องผลิตเฉำก๊วย จำกโรงงำนผลิตเฉำก๊วย พบว่ำ

มีปริมำณเชื้อจุลินทรีย์ที่มีชีวิตทั้งหมด (Total Plate count, TPC) 6.2x103 cfu/ml. มีปริมำณเชื้อ B. 

cereus <1x101 cfu/ml. และมีปริมำณเชื้อ S. aureus <1x101 cfu/ml. (ดังตำรำง 4.1) แต่มีโคโลนีที่

คำดว่ำจะเป็นโคโลนีของเชื้อ B. cereus จึงได้น ำส่งตรวจยืนยันเชื้อที่ส ำนักมำตรฐำนและควำมปลอดภัย

อำหำร กรมวิทยำสำสตร์กำรแพทย์ พบว่ำเป็นเชื้อ B. cereus 

4.1.2.4 กำรตรวจวิเครำะห์เชื้อจุลินทรีย์ที่มีชีวิตทั้งหมด (Total Plate count, TPC), B. cereus 

และ S. aureus ในตัวอย่ำงเครื่องผลิตบริเวณหัวฉีดเครื่องบรรจุเฉำก๊วย 

จำกกำรเก็บตัวอย่ำงของเครื่องผลิตบริเวณหัวฉีดบรรจุเฉำก๊วยจำกโรงงำนผลิตเฉำก๊วย พบว่ำมี

ปริมำณเชื้อจุลินทรีย์ที่มีชีวิตทั้งหมด (Total Plate count, TPC) 9.6x103 cfu/ ตำรำงเซนติเมตร มี

ปริมำณเชื้อ B. cereus <1x101 cfu/ ตำรำงเซนติเมตร และมีปริมำณเชื้อ S. aureus <1x101 cfu/ตำรำง

เซนติเมตร (ดังตำรำง 4.1) โดยพบว่ำตัวอย่ำงเครื่องผลิตบริเวณหัวฉีดบรรจุเฉำก๊วย มีปริมำณเชื้อจุลินทรีย์

ที่มีชีวิตทั้งหมด (Total Plate count, TPC), B. cereusและ S. aureus เกินเกณฑ์คุณภำพทำงจุล

ชีววิทยำของอำหำรและภำชนะสัมผัสอำหำรของกรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ก ำหนด ซึ่งก ำหนดให้พ้ืน

ผิวสัมผัสอำหำร ต้องมีปริมำณเชื้อจุลินทรีย์ที่มีชีวิตทั้งหมดไม่เกิน <100 cfu/ตำรำงเมตร และและต้องไม่

พบเชื้อ S. aureus และ B. cereus เลย (กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์, 2560)       

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 4.1 ปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ที่มีชีวิตทั้งหมด (Total Plate count, TPC), B. cereus และ S. aureus ใน

ตัวอย่ำงต่ำง ๆ ภำยในโรงงำนเฉำก๊วย  

ตัวอย่าง 

ปริมาณเชื้อ (CFU/ml) 

Total Plate count 
(cfu/ml) 

B. cereus (cfu/ml) S. aureus (cfu/ml) 

ครั้งที่ในการสุ่มตรวจ 1 2 1 2 1 2 

เฉำก๊วย (cfu/g) - 4.54 + 0.01 2.02 + 0.04 <1 x 101 <1 x 101 <1 x 101 

มือของพนักงำนผู้สัมผัส
เฉำก๊วย คนที่ 1 
(cfu/มือ) 

- 3.57 + 0.03 <1 x 101 <1 x 101 <1 x 101 <1 x 101 

มือของพนักงำนผู้สัมผัส
เฉำก๊วย คนที่ 2 
(cfu/มือ) 

- 4.18 + 0.02 <1 x 101 <1 x 101 <1 x 101 2.65 + 0.02 

น้ ำค้ำงภำยในท่อของ
เครื่องผลิต - 3.79 + 0.06 5.35 + 0.02 <1 x 101 3.39 + 0.02 <1 x 101 

หัวฉีดเครื่องบรรจุ
เฉำก๊วย 

- 3.97 + 0.02 <1 x 101 <1 x 101 <1 x 101 <1 x 101 

จำกกำรเก็บตัวอย่ำงภำยในโรงงำนเฉำก๊วยพบว่ำเชื้อ B. cereus มีกำรปนเปื้อน เกิดควำมเสื่อมเสียต่อ

เฉำก๊วย และท ำให้อำยุกำรเก็บรักษำของเฉำก๊วยนั้นสั้นลง นั้นสำมำรถพบกำรปนเปื้อนจำกปัจจัยหลำยอย่ำงใน

โรงงำน เช่น น้ ำที่ค้ำงอยู่ในเครื่องบรรจุ มือของผู้ที่ต้องสัมผัสกับเฉำก๊วย จึงพบกำรปนเปื้อนลงไปในผลิตภัณฑ์

เฉำก๊วย จึงต้องมีวิธีกำรกำรลดปริมำณเชื้อ B. cereus ลงด้วยกำรปรับปรุงกำรท ำควำมสะอำดเครื่องผลิตเฉำก๊วยที่

ถูกต้อง และปรับปรุงสุขลักษณะส่วนบุคคลที่เป็นปัจจัยหนึ่งที่ท ำให้มีโอกำสท ำให้เกิดกำรปนเปื้อนในเฉำก๊วย                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           
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4.2 การวิเคราะห์การลดปริมาณเช้ือ B. cereus ในห้องปฏิบัติการ 

 ตำมค ำแนะน ำของกรมวิทยำศำสตร์และกำรแพทย์แนะน ำว่ำกำรใช้กรดน้ ำส้มหรือ กรดอะซิติกควำม

เข้มข้น 5 % ปริมำตร 60 มิลลิลิตรผสมกับน้ ำ 500 มิลลิลิตร (ควำมเข้มข้น 0.6% v/v) สำมำรถลดปริมำณ

เชื้อจุลินทรีย์ต่ำง ๆในแผ่นฟองน้ ำ คือ Salmonella spp., Vibrio cholerea, B. cereus, Staphyl aureus ลงได้ 

โดยแช่ฟองน้ ำ ลงกรดอะซิติกควำมเข้มข้นดังกล่ำวเป็นระยะเวลำครึ่งคืนและพบสำมำรถลดปริมำณเชื้อจุลินทรีย์ใน

ฟองน้ ำได้ในระดับที่ปลอดภัยต่อกำรบริโภค แต่วิธีกำรดังกล่ำวใช้เวลำในกำรปฏิบัตินำนเกินไป ท ำให้ไม่เหมำะแก่

น ำมำปฏิบัติในกำรล้ำงท ำควำมสะอำดเครื่องผลิตเฉำก๊วย จึงต้องเพ่ิมควำมเข้มข้นของกรดอะซิติกในกำรทดลอง

โดยจะใช้กรดอะซิติกที่มีควำมเข้มข้น 1-3% ร่วมกับกำรใช้ควำมร้อนที่อุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส ที่เวลำ 5 , 10 

และ 15 นำที 

 4.2.1 กำรตรวจวิเครำะห์เชื้อ B. cereus และเปอร์เซ็นต์กำรลดลง ด้วยกรดอะซิติกควำมเข้มข้น 1-3% 

ร่วมกับกำรใช้น้ ำที่อุณหภูมิห้อง 

4.2.1.1 กำรตรวจวิเครำะห์เชื้อ B. cereus ด้วยกำรลดปริมำณเชื้อ ด้วยกรดอะซิติกควำมเข้มข้น 

1.0% (v/v) เป็นระยะเวลำ 0 , 5, 10 และ 15 นำที โดยมีปริมำณเชื้อเริ่มต้นคือ 1.4x108, 2.4x108, 

2.6x108 และ 5.2x108 cfu/mL. ตำมล ำดับ  พบว่ำ มีปริมำณเชื้อ B. cereus ที่เหลืออยู่หลังจำกกำร

ทดลอง 2.3x106, 1.9x106, 1.8x106, 8.7x105 cfu/mL. ตำมล ำดับ (ดังตำรำง 4.2) และสำมำรถลด

ปริมำณเชื้อ B. cereus ได้ 21.96%, 24.33%, 25.48%, 31.88%, ตำมล ำดับ (ดังภำพที่ 4.2) 

4.2.1.2  กำรตรวจวิเครำะห์เชื้อ B. cereus ด้วยกำรลดปริมำณเชื้อ ด้วยกรดอะซิติกควำมเข้มข้น 

1.5% (v/v) เป็นระยะเวลำ 0,5,10 และ 15 นำที พบว่ำ มีปริมำณเชื้อ B. cereus ที่เหลืออยู่หลังจำกกำร

ทดลอง 2.8x106, 1.9x106 ,8.7x105, 6.0x105 cfu/mL. ตำมล ำดับ (ดังตำรำง 4.2) และสำมำรถลด

ปริมำณเชื้อ B. cereus ได้ 20.86%, 24.33%, 29.29%, 33.72% ตำมล ำดับ (ดังภำพที่ 4.2) 

4.2.1.3  กำรตรวจวิเครำะห์เชื้อ B. cereus ด้วยกำรลดปริมำณเชื้อ ด้วยกรดอะซิติกควำมเข้มข้น 

2.0% (v/v) เป็นระยะเวลำ 0,5,10 และ 15 นำที พบว่ำ มีปริมำณเชื้อ B. cereus ที่เหลืออยู่หลังจำกกำร

ทดลอง 8.7x105, 2.9x105, 2.6x105, 2.1x105 cfu/mL. ตำมล ำดับ (ดังตำรำง 4.2) และสำมำรถลด

ปริมำณเชื้อ B. cereus ได้ 27.12%, 34.22%, 35.60%, 39.00% ตำมล ำดับ (ดังภำพที่ 4.2) 

4.2.1.4  กำรตรวจวิเครำะห์เชื้อ B. cereus ด้วยกำรลดปริมำณเชื้อ ด้วยกรดอะซิติกควำมเข้มข้น 

2.5% (v/v) เป็นระยะเวลำ 0,5,10 และ 15 นำที พบว่ำ มีปริมำณเชื้อ B. cereus ที่เหลืออยู่หลังจำกกำร

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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ทดลอง 1.9x105, 1.8x105, 1.2x105, 9.3x104 cfu/mL. ตำมล ำดับ (ดังตำรำง 4.2) และสำมำรถลด

ปริมำณเชื้อ B. cereus ได้ 35.21%, 36.63%, 39.52%, 43.00% ตำมล ำดับ (ดังภำพที่ 4.2) 

4.2.1.5  กำรตรวจวิเครำะห์เชื้อ B. cereus ด้วยกำรลดปริมำณเชื้อ ด้วยกรดอะซิติกควำมเข้มข้น 

3.0% (v/v) เป็นระยะเวลำ 0,5,10 และ 15 นำที พบว่ำ มีปริมำณเชื้อ B. cereus ที่เหลืออยู่หลังจำกกำร

ทดลอง 1.3x105, 9.2x104 ,8.9x104, 6.7x104 cfu/mL. ตำมล ำดับ (ดังตำรำง 4.2) และสำมำรถลด

ปริมำณเชื้อ B. cereus ได้ 37.3%, 40.12%, 41.07%, 44.61% ตำมล ำดับ (ดังภำพที่ 4.2) 

 

ตารางที่ 4.2 ปริมำณเชื้อ B. cereus หลังจำกกำรทดลองกำรลดปริมำณเชื้อ ด้วยกรดอะซิติกควำมเข้มข้น 1.0 – 

3.0 % (v/v) ร่วมกับกำรใช้น้ ำที่อุณหภูมิห้อง 

               ควำมเข้มข้นกรด 
                     อะซิติก (%) 
เวลำ (นำท)ี 

ปริมำณเชื้อ (cfu/mL.) 
1 % 1.5 % 2.0 % 2.5 % 3.0 % 

0 min 9.10 + 0.02a 6.36 + 0.01b 6.45 + 0.01c 6.09 + 0.04d 5.04 + 0.03e 

5 min 9.20 + 0.05a 6.26 + 0.01b 6.28 + 0.12b 5.62 + 0.04c 4.98 + 0.14d 

10 min 9.20 + 0.07a 6.26 + 0.05b 5.94 + 0.03c 5.32 + 0.02d 4.98 + 0.01e 

15 min 10.10 + 0.05a 5.94 + 0.01b 5.78 + 0.07c 5.11 + 0.11d 4.93 + 0.03e 

หมำยเหตุ ตัวอักษร a, b, c, d, e และ f  แสดงควำมแตกต่ำงของปัจจัยในแนวนอนที่เวลำและควำมเข้มข้นของ
กรดอะซีติกที่ควำมเข้มข้นต่ำง ๆ มีผลต่อกำรลดปริมำณของเชื้อ B. cereus อย่ำงมีนัยส ำคัญ (P< 0.05) 
 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที่ 4.1 ปริมำณเชื้อ B. cereus หลังจำกกำรทดลองกำรลดปริมำณเชื้อ ด้วยกรดอะซิติกควำมเข้มข้น 1.0 – 

3.0 % (v/v) ร่วมกับกำรใช้น้ ำที่อุณหภูมิห้อง 

 

ภาพที่ 4.2 เปอร์เซ็นต์กำรลดลงของเชื้อ B. cereus หลังจำกกำรทดลองกำรลดปริมำณเชื้อ ด้วยกรดอะซิติกควำม

เข้มข้น 1.0 – 3.0 % (v/v) ร่วมกับกำรใช้น้ ำที่อุณหภูมิห้อง 
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4.2.2 กำรตรวจวิเครำะห์เชื้อ B. cereus และเปอร์เซ็นต์กำรลดลง ด้วยกรดอะซิติกควำมเข้มข้น 1-3% 

ร่วมกับกำรใช้น้ ำที่อุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส 

 4.2.2.1 กำรตรวจวิเครำะห์เชื้อ B. cereus ด้วยกำรลดปริมำณเชื้อ ด้วยกำรใช้ควำมร้อนที่

อุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส เป็นระยะเวลำ 0, 5, 10 และ 15 นำที โดยมีปริมำณเชื้อเริ่มต้นคือ 2.3x109, 

2.8x109, 3.1x109 และ 2.5x1010 cfu/mL. ตำมล ำดับ หลังกำรทดลองพบว่ำมีปริมำณเชื้อ B. cereus 

3.0x106, 1.6x106 ,1.1x106, 4.2x105 cfu/mL. ตำมล ำดับ (ดังตำรำง 4.3) และสำมำรถลดปริมำณเชื้อ 

B. cereus ได้ 30.77%, 34.39%, 35.47% และ 39.96% ตำมล ำดับ (ดังภำพที่ 4.4) 

4.1.2.2 กำรตรวจวิเครำะห์เชื้อ B. cereus ด้วยกำรลดปริมำณเชื้อ ด้วยกรดอะซิติกควำมเข้มข้น 

1.0% (v/v) ร่วมกับกำรใช้ควำมร้อนที่อุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส เป็นระยะเวลำ 0,5,10 และ 15 นำที 

หลังกำรทดลองพบว่ำมีปริมำณเชื้อ B. cereus 3.0x106, 9.2x105, 4.3x105และ 1.5x105 cfu/mL. 

ตำมล ำดับ (ดังตำรำง 4.3) และสำมำรถลดปริมำณเชื้อ B. cereus ได้ 30.77%, 36.32%, 39.85% และ 

50.19% ตำมล ำดับ (ดังภำพที่ 4.4) 

4.2.2.3 กำรตรวจวิเครำะห์เชื้อ B. cereus ด้วยกำรลดปริมำณเชื้อ ด้วยกรดอะซิติกควำมเข้มข้น 

1.5% (v/v) ร่วมกับกำรใช้ควำมร้อนที่อุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส เป็นระยะเวลำ 0,5,10 และ 15 นำที 

หลังกำรทดลองพบว่ำมีปริมำณเชื้ อ B. cereus 1.5x106, 5.4x105, 2.2x105 และ 1.5x104 cfu/mL. 

ตำมล ำดับ (ดังตำรำง 4.3) และสำมำรถลดปริมำณเชื้อ B. cereus ได้ 33.97%, 38.28%, 44.15% และ 

59.8% ตำมล ำดับ (ดังภำพที่ 4.4) 

4.2.2.4 กำรตรวจวิเครำะห์เชื้อ B. cereus ด้วยกำรลดปริมำณเชื้อ ด้วยกรดอะซิติกควำมเข้มข้น 

2.0% (v/v) ร่วมกับกำรใช้ควำมร้อนที่อุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส เป็นระยะเวลำ 0, 5, 10 และ 15 นำที 

หลังกำรทดลองพบว่ำมีปริมำณเชื้อ B. cereus 6.8x105, 5.2x105, 1.5x105 และ 8.4x103 cfu/mL. 

ตำมล ำดับ (ดังตำรำง 4.3) และสำมำรถลดปริมำณเชื้อ B. cereus ได้ 37.71%, 39.37%, 46.26% และ 

62.31% ตำมล ำดับ (ดังภำพที่ 4.4) 

4.2.2.5 กำรตรวจวิเครำะห์เชื้อ B. cereus ด้วยกำรลดปริมำณเชื้อ ด้วยกรดอะซิติกควำมเข้มข้น 

2.5% (v/v) ร่วมกับกำรใช้ควำมร้อนที่อุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส เป็นระยะเวลำ 0,5,10 และ 15 นำที 

หลังกำรทดลองพบว่ำมีปริมำณเชื้อ B. cereus 6.6x104, 3.0x104, 2.7x104และ 6.6x103 cfu/mL. 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตำมล ำดับ (ดังตำรำง 4.3) และสำมำรถลดปริมำณเชื้อ B. cereus ได้ 48.5%, 52.14%, 53.32% และ 

63.27% ตำมล ำดับ (ดังภำพที่ 4.4) 

4.2.2.6 กำรตรวจวิเครำะห์เชื้อ B. cereus ด้วยกำรลดปริมำณเชื้อ ด้วยกรดอะซิติกควำมเข้มข้น 

3.0% (v/v) ร่วมกับกำรใช้ควำมร้อนที่อุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส เป็นระยะเวลำ 0,5,10 และ 15 นำที 

หลังกำรทดลองพบว่ำมีปริมำณเชื้อ B. cereus 3.6x104, 2.9x104, 5.6x103 และ 3.2x103 cfu/mL. 

ตำมล ำดับ (ดังตำรำง 4.3) และสำมำรถลดปริมำณเชื้อ B. cereus ได้ 51.28%, 52.24%, 59.94% และ 

65.77% ตำมล ำดับ (ดังภำพที่ 4.4) 

 

ตารางที่ 4.3 ปริมำณเชื้อ B. cereus หลังจำกกำรทดลองกำรลดปริมำณเชื้อ ด้วยกรดอะซิติกควำมเข้มข้น 1.0 – 

3.0 % (v/v) ร่วมกับกำรใช้น้ ำที่อุณหภูมิ 80 องสำเซลเซียส 

                ควำมเข้มเข้นกรด 
                        อะซิติก (%) 
เวลำ (นำท)ี 

ปริมำณเชื้อ  (cfu/mL) 
1 % 1.5 % 2.0 % 2.5 % 3.0 % 

0 min 6.56 + 0.02a 6.48 + 0.02b 6.18 + 0.01c 5.83 + 0.03d 4.82 + 0.04e 

5 min 6.20 + 0.05a 5.96 + 0.05b 5.73 + 0.04c 5.72 + 0.01c 4.48 + 0.03d 

10 min 6.04 + 0.01a 5.63 + 0.07b 5.34 + 0.06c 5.18 + 0.01d 4.43 + 0.05e 

15 min 5.62 + 0.04a 5.18 + 0.07b 4.18 + 0.01c 3.92 + 0.03d 3.82 + 0.04e 

หมำยเหตุ ตัวอักษร a, b, c, d, e และ f  แสดงควำมแตกต่ำงของปัจจัยในแนวนอนที่เวลำและควำมเข้มข้นของ

กรดอะซีติกที่ควำมเข้มข้นต่ำง ๆ มีผลต่อกำรลดปริมำณของเชื้อ B. cereus อย่ำงมีนัยส ำคัญ (P< 0.05) 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที่ 4.3 ปริมำณเชื้อ B. cereus หลังจำกกำรทดลองกำรลดปริมำณเชื้อ ด้วยกรดอะซิติกควำมเข้มข้น 1.0 – 

3.0 % (v/v) ร่วมกับกำรใช้น้ ำที่อุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส ที่เวลำต่ำง ๆ 

 

ภาพที่ 4.4 เปอร์เซ็นต์ของเชื้อ B. cereus หลังจำกกำรทดลองกำรลดปริมำณเชื้อ ด้วยกรดอะซิติกควำมเข้มข้น 

1.0 – 3.0 % (v/v) ร่วมกับกำรใช้น้ ำที่อุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.3 การเลือกความเข้มข้นของกรดอะซิติกที่เหมาะสมในการวิเคราะห์การลดปริมาณเช้ือ  

B. cereus  

 จำกกำรทดลองกำรตรวจวิเครำะห์เชื้อ B. cereus และเปอร์เซ็นต์กำรลดลง ด้วยกรดอะซิติกควำมเข้มข้น 

1-3% ร่วมกับกำรใช้น้ ำที่อุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส พบว่ำ ควำมเข้มข้นของอะซิติกที่ 3 % สำมำรถท ำให้เชื้อ B. 

cereus มีปริมำณลดลงได้มำกที่สุด จึงได้น ำมำทดลองซ้ ำอีกครั้งโดยกำรลดปริมำณเชื้อ B. cereus เริ่มต้นลงโดย

ใช้เชื้อเริ่มต้น 1, 0.5, 0.25 และ 0.1 มิลลิลิตร จึงท ำให้มีปริมำณเชื้อ B. cereus เริ่มต้นเหลือเพียง 6.4 x 106, 2.7 

x 106, 1.8 x 106 และ 6.9 x 105  cfu/mL  และใช้สภำวะกำรทดลองร่วมกับน้ ำอุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส เป็น

เวลำ 0, 5, 10 และ 15 นำที พบว่ำท ำให้สำมำรถลดปริมำณเชื้อ B. cereus ได้ทั้งหมด (ดังตำรำงที่ 4.4 และภำพที่ 

4.5 )  

ตารางที่ 4.4 ปริมำณเชื้อ B. cereus หลังจำกกำรทดลองกำรลดปริมำณเชื้อ ด้วยกรดอะซิติกกควำมเข้มข้น 3.0 

% (v/v) ร่วมกับกำรใช้น้ ำที่อุณหภูมิ 80 องสำเซลเซียส 

สภำวะกำรทดลอง 
ปริมำณ B. cereus (cfu/ml) ที่คงเหลือเมื่อผ่ำนสภำวะในกำร
ทดลอง ที่เวลำต่ำง ๆ 
0 นำที 5 นำที 10 นำท ี 15 นำท ี

1. น้ ำที่อุณหภูมิ 80๐C + 3% กรดอะซิติก 
(เชื้อเริ่มต้น 1 ml.) 

2.41 + 0.01 <1 x 101 <1 x 101 <1 x 101 

2. น้ ำที่อุณหภูมิ 80๐C + 3% กรดอะซิติก 
(เชื้อเริ่มต้น 0.5 ml.) 

1.48 + 0.03 <1 x 101 <1 x 101 <1 x 101 
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ภาพที่ 4.5 ปริมำณเชื้อ B. cereus หลังจำกกำรทดลองกำรลดปริมำณเชื้อ ด้วยกรดอะซิติกควำมเข้มข้น 3.0 % 

(v/v) ร่วมกับกำรใช้น้ ำที่อุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส ที่เวลำต่ำง ๆ 

 

ภาพที่ 4.6 เปอร์เซ็นต์ของเชื้อ B. cereus หลังจำกกำรทดลองกำรลดปริมำณเชื้อ ด้วยกรดอะซิติกควำมเข้มข้น 

3.0 % (v/v) ร่วมกับกำรใช้น้ ำที่อุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส 
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ปริมาณเชือ้ที่ใช ้1 mL. 0.5 mL. 0.25 mL. 0.1 mL.
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ตารางที่ 4.5 ตำรำงแสดงปริมำณเชื้อ B. cereus หลังจำกกำรทดลองกำรลดปริมำณเชื้อ ด้วยกรดอะซิติกร่วมกับ

กำรใช้น้ ำที่อุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส ที่เวลำต่ำง ๆ 

      

 

เวลา (นาที) ความเข้มข้นของ 
กรดอะซีติก 

อุณหภูมิ (33oc) อุณหภูมิ 80 oc 

0 control 9.10+ 0.02aA 6.56+ 0.02aB 

0 1% 6.36+ 0.01cB 6.48+ 0.02bA 

0 1.50% 6.45+ 0.01bA 6.18+ 0.01cB 

0 2% 6.09+ 0.04dA 5.83+ 0.03dB 

0 2.50% 5.04+ 0.03eA 4.82+ 0.04eB 

0 3% 5.08+ 0.02eA 4.56+ 0.04fB 
5 control 9.20+ 0.05aA 6.20+ 0.05aB 

5 1% 6.26+ 0.01bA 5.96+ 0.05bB 

5 1.50% 6.28+ 0.12bA 5.73+ 0.04cB 

5 2% 5.62+ 0.04cB 5.72+ 0.01cB 

5 2.50% 4.98+ 0.14dA 4.48+0.03dB 

5 3% 4.90+ 0.09fA 4.46+ 0.01dB 

10 control 9.20+ 0.07aA 6.04+ 0.01aB 

10 1% 6.26+ 0.05bA 5.63+ 0.07bB 

10 1.50% 5.94+ 0.03cA 5.34+ 0.06cB 

10 2% 5.32+ 0.02dA 5.18+ 0.01dB 

10 2.50% 4.98+ 0.01eA 4.43+ 0.05eB 

10 3% 4.85+ 0.01fA 3.75+ 0.04fB 

15 control 10.10+ 0.05aA 5.62+ 0.04aB 

15 1% 5.94+ 0.01bA 5.18+ 0.07bB 

15 1.50% 5.78+ 0.07cA 4.18+ 0.01cB 

15 2% 5.11+ 0.11dA 3.92+ 0.03dB 

15 2.50% 4.93+ 0.03eA 3.82+ 0.04eB 

15 3% 4.69+ 0.01fA 3.51+ 0.02fB 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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หมำยเหตุ * ตัวอักษร a, b, c, d, e และ f  แสดงควำมแตกต่ำงของปัจจัยในแนวตั้งที่เวลำและอุณหภูมิต่ำง ๆ 

    มีผลต่อกำรลดปริมำณของเชื้อ B. cereus อย่ำงมีนัยส ำคัญ (P< 0.05) 

 ** ตัวอักษร A และ B แสดงควำมแตกต่ำงในแนวนอนของควำมเข้มข้นของกรดอะซีติกท่ีมีผลต่อกำรลด    

    ปริมำณของเชื้อ B. cereus อย่ำงมีนัยส ำคัญ (P< 0.05) 

 

จำกกำรกำรวิเครำะห์กำรลดปริมำณเชื้อ B. cereus ในห้องปฏิบัติกำร พบว่ำ กำรใช้กรดอะซิติกควำม

เข้มข้น 3.0 % (v/v) ร่วมกับกำรใช้น้ ำที่อุณหภูมิ 80 องสำเซลเซียส สำมำรถลดปริมำณเชื้อ B 

.cereus ได้มำกที่สุดเนื่องจำก B. cereus เจริญได้ดีที่อุณหภูมิปำนกลำง อุณหภูมิที่เหมำะสมคือ 28-37 องศำ

เซียลเซียส ไม่เจริญที่อุณหภูมิต่ ำกว่ำ 4 องศำเซียสเซียส และสูงกว่ำ 55 องศำเซลเซียล และสำมำรถเจริญเติบโต 

ได้ที่ค่ำ pH 4.9 ถึง 9.3 ซึ่งจำกกำรทดลองพบว่ำ กรดอะซิติกที่ควำมเข้มข้น 3.0% (v/v) มีค่ำ pH ประมำณ 2.4-

2.5 ซึ่งอยู่ในช่วงที่ไม่เหมำะสมในกำรเจริญของ B. cereus และ น้ ำที่อุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส จำกกำรรำยงำน

กำรหำควำมร้อนที่เหมำะสมในกำรก ำจัดแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus ต่ำง ๆ ออกจำกนมผงในประเทศจีนพบว่ำ 

กำรใช้อุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ. 10 นำที สำมำรถก ำจัดเซลล์ของแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus ได้หมด 

แต่ยังเหลือสปอร์ของแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus ไว้ (F.A. Sadiq et al., 2016) และจำกกำรทดลองสภำวะที่เลือก

ดังกล่ำวสำมำรถก ำจัดเชื้อ B. cereus ได้ถึง 6.4 x 106 cfu/mL. ซึ่งเป็นปริมำณที่มำกกว่ำที่ตรวจพบได้ในตัวอย่ำง

ต่ำง ๆ จำกโรงงำนเฉำก๊วย จึงคำดว่ำสภำวะดังกล่ำวสำมำรถก ำจัดเชื้อ B. cereus จำกตัวอย่ำงในโรงงำนได้อย่ำงมี

ประสิทธิภำพ และกรดอะซิติกที่ใช้เป็นน้ ำส้มสำยชูที่สำมำรถรับประทำนได้ปลอดภัยต่อผู้บริโภค จึงสำมำรถใช้ได้

ง่ำยและปลอดภัย 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที่ 5 

สรุปผลและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผล 

 จำกผลกำรทดลองกำรใช้กรดอะซิติกควำมเข้มข้น 1 – 3% ในกำรลดปริมำณเชื้อ B. cereus ที่พบกำร

ปนเปื้อนในเฉำก๊วย จำกกำรทดลองในห้องปฏิบัติกำรพบว่ำกำรใช้น้ ำที่อุณหภูมิห้องที่มีกรดอะซิติกควำมเข้มข้น

ต่ำง ๆนั้น เมื่อเวลำผ่ำนไปจนถึง 15 นำทีพบว่ำสำมำรถลดปริมำณเชื้อ B. cereus ได้เพียงบำงส่วนเท่ำนั้น กำรใช้

ใช้น้ ำที่อุณหภูมิห้องที่มีกรดอะซิติกควำมเข้มข้นต่ำง ๆจึงยังไม่เหมำะสมที่จะน ำมำใช้ในกำรลดเชื้อ B. cereus ได้

และเมื่อทดลองใช้น้ ำที่อุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส ที่มีกรดอะซิติกควำมเข้มข้นต่ำง ในกำรลดปริมำณเชื้อ B. 

cereus เป็นเวลำ 5, 10 และ 15 นำที พบว่ำกำรใช้น้ ำที่อุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส ที่มีกรดอะซิติกควำมเข้มข้น 

3% สำมำรถลดเชื้อ B .cereus ได้ทั้งหมดตั้งแต่เวลำ 5 นำที จำกกำรทดลองในห้องปฏิบัติกำรเพ่ือควำมแม่นย ำใน

กำรปฏิบัติงำนจริงจึงได้เลือกวิธีกำรใช้น้ ำที่อุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส ที่มีกรดอะซิติกควำมเข้มข้น 3% เป็น

ระยะเวลำ 15 นำที  มำใช้ในกำรล้ำงท ำควำมสะอำดเครื่องผลิตเฉำก๊วยเพ่ือไม่ให้มีกำรปนเปื้อนเชื้อ B. cereus ลง

สู่เฉำก๊วยที่เป็นสำเหตุที่ท ำให้กำรเก็บรักษำเฉำก๊วยสั้นลง จำกกำรทดลองใช้พบว่ำเฉำก๊วยที่ผลิตจำกเครื่องที่ผ่ำน

กำรล้ำงด้วยวิธีดังกล่ำวแล้วท ำให้ไม่พบเชื้อ B. cereus  และมีปริมำณเชื้อจุลินทรีย์ต่ำง ๆ คือ E. coli, ยีสต์และรำ 

ไม่เกินเกณฑ์มำตรฐำนผลิตภัณฑ์ชุมชนก ำหนด (มผช.) 

              

5.2 ข้อเสนอแนะ 

 5.2.1 กรดอะซิติกที่มีควำมเข้มข้น 3 % ท ำให้เกิดกลิ่นที่รุนแรง เมื่อน ำไปใช้ในกำรล้ำงเครื่องผลิตเฉำก๊วย
จึงต้องใช้น้ ำล้ำงอีกครั้ง จึงอำจเป็นกำรสิ้นเปลืองน้ ำมำกขึ้นเล็กน้อย 
 5.2.2 กำรใช้น้ ำส้มสำยชูที่ควำมเข้มข้น 3% ในกำรน ำไปใช้ในกำรล้ำงเครื่องผลิตเฉำก๊วย ต้องใช้เป็น
ปริมำณมำก เนื่องจำกน้ ำส้มสำยชูเริ่มต้นมีควำมเข้มข้น 5% ซึ่งอำจะต้องเปลี่ยนเป็นกรดอะซิติกที่มีควำมเข้มข้น
มำกขึ้น เพ่ือลดปริมำณกำรใช้กรดอะซิติก 
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ภาคผนวก ก 

สูตรอาหารเลี้ยงเชือ้ 
ก.1  Baird-Parker medium (BP) 

ก.1.1 Base medium  
Tryptone 10 g. 

Beef extract 1 g. 

Yeast extract 1 g. 

Sodium pyruvate 10 g. 

Lithium Chloride.6H2O 5 g. 

Agar 15 g. 

น้ ำกลั่น 950 ml. 

Final Ph 7.0+0.2 

ผสมองค์ประกอบทั้งหมดแล้วต้มจนวุ้นละลำย ปรับ pH เทสำรละลำยที่ได้ลงฟลำสก์ 500 ml.  

ให้ได้ฟลำสก์ละ 190 ml. ปิดจุกแล้วฆ่ำเชื้อใน autoclave ทีอุ่ณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส เวลำ 15 นำที 

ก.1.2 สารละลาย 1 % Potassium tellurite  
 Potassium tellurite  1 g. 

 น้ ำกลั่น   100 ml. 

 ละลำย Potassium tellurite ในน้ ำกลั่น กรองผ่ำนแผ่นกรองปลอดเชื้อ เก็บในขวดปลอดเชื้อที่ปิดสนิท 

เก็บรักษำในอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส 

ก.1.3 Egg yolk-tellurite emulsion 
 ล้ำงไข่ไก่ให้สะอำด แช่ไข่ไก่ใน HgCl2 1 นำที จำกนั้นแช่ใน 70 % ethanol เป็นเวลำ 1 ชั่วโมง จำกนั้น

ตอกไข่เพ่ือแยกไข่แดงออกจำกไข่ขำวโดยใช้เทคนิคปลอดเชื้อ แยกไข่แดงลงในขวดที่ขวดปลอดเชื้อที่มีขีดบอก

ปริมำตรผสมไข่แดงกับน้ ำเกลือ 0.85 % ( normal soline ) ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื้อแล้ว ผสมในอัตรำส่วน น้ ำเกลือ 

0.85% 5 ส่วนกับไข่แดง 5 ส่วน จำกนั้นน ำ Egg yolk ที่ได้ 50 ml.  ผสมกับสำรละลำย 1 % Potassium 

tellurite ที่กรองปลอดเชื้อแล้ว 10 ml. ปิดฝำเก็บในตู้เย็นอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส 
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ก.1.4 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 แบ่งอำหำร BP  base medium มำ 190 ml. (อุณภูมิประมำณ 45-50 องศำเซลเซียส) ปริมำตร 10 ml. 

ผสมให้เข้ำกันระวังฟองอำกำศ แล้วเทลงใส่จำนเพำะเชื้อที่ปรำศจำกเชื้อ  

 

ก.2 Mannitol-Egg Yolk-polymycib (MYP) Agar 

ก.2.1 Base medium 
Beef extract 1 g. 

 Peptone  10 g 

 Mannitol  10 g. 

 NaCl   10 g. 

 Phenol red  0.025 g. 

 Agar   15 g. 

น้ ำกลั่น 950 ml. 

Final pH 7.0+0.2 

ผสมองค์ประกอบทั้งหมดแล้วต้มจนวุ้นละลำย ปรับ pH เทสำรละลำยที่ได้ลงฟลำสก์ 500 ml.  

ให้ได้ฟลำสก์ละ 225 ml. ปิดจุกแล้วฆ่ำเชื้อใน autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส เวลำ 15 นำที 

ก.2.2 Polymyxin B Solution 
 ละลำยผง Polymyxin B Sulfate 1 MU (Sigma P1004) ] ลงในน้ ำกลั่น 100 ml. กรองผ่ำนแผ่นกรอง

ปลอกเชื้อ 0.2 µm เก็บในขวดปลอดเชื้อที่ปิดสนิท เก็บในตู้เย็น 4 องศำเซลเซียส จนกระท่ังใช้ 

ก.2.3 Egg yolk emulsion, 50% 
ล้ำงไข่ไก่ให้สะอำด แช่ไข่ไก่ใน HgCl2 1 นำที จำกนั้นแช่ใน 70 % ethanol เป็นเวลำ 1 ชั่วโมง จำกนั้น

ตอกไข่เพ่ือแยกไข่แดงออกจำกไข่ขำวโดยใช้เทคนิคปลอดเชื้อ แยกไข่แดงลงในขวดที่ขวดปลอดเชื้อที่มีขีดบอก
ปริมำตรผสมไข่แดงกับน้ ำเกลือ 0.85 % ( normal soline ) ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื้อแล้ว ผสมในอัตรำส่วนที่เท่ำกัน ปิด
ฝำเก็บในตู้เย็นอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส 

ก.2.4 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  
แบ่งอำหำร MYP agar มำ 225 ml. (ท่ีอุณหภูมิ 50 องศำเซลเซียส) เติม Polymyxin B ปริมำตร 2.5 ml. 

จำกนั้นเติม 50% Egg yolk emulsion ปริมำตร 25 ml. โดยใช้เทคนิคปลอดเชื้อ  
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ก.3 Plate Count Agar (Standard Medthod) 
 Tryptone  5 g. 
 Yeast extract  2.5 g. 
 Dextrose  1 g. 
 Agar   15 g. 
 Final pH  7.0+0.2 
 ต้มละลำยส่วนผสมทั้งหมด ถ่ำยใส่ขวดที่มีฝำปิด/จุกส ำลี น ำเข้ำฆ่ำเชื้อใน autoclave ที่อุณหภูมิ 121 
องศำเซลเซียส เวลำอ15 นำที 

ก.4 Potato Dextrose Agar 
 Potato infusion 200 g. 
 Dextrose  20 g. 
 Agar   20 g. 
 น้ ำกลั่น   1 L. 
 Final pH  5.6+0.2 
 กำรเตรียม Potato infusion ต้มมันฝรั่งที่ยังไม่ปลอกเปลือก 200 g. ในน้ ำกลั่น 1 ลิตร เป็นเวลำ 30 นำที 
กรองเอำเนื้อมันฝรั่งออก เก็บน้ ำต้มมันฝรั่งไว้ใช้ ต้มละลำยส่วนผสมทั้งหมดใน Potato infusion เทใส่ขวดที่มีฝำ
ปิด/จุกส ำลี น ำเข้ำฆ่ำเชื้อใน autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส เวลำ 15 นำที 
หมำยเหตุ ก่อนน ำอำหำรเลี้ยงเชื้อมำใช้ ต้องน ำอำหำรเลี้ยงเชื้อมำปรับ pH ให้ได้ 3.5 ก่อนเทใส่จำนเพำะเชื้อ 
 

ก.5 Trypticase (Tryptic) Soy Broth 
 Trypticase peptone  17 g. 
 Phytone peptone 3 g. 
 NaCl    5 g. 
 K2HPO4    2.5 g. 
 Glucose   2.5 g. 
 น้ ำกลั่น    1 L. 

Final pH   7.3+0.2 
ละลำยส่วนผสมทั้งหมด ถ่ำยอำหำรปริมำตร 225 ml. ลงในฟลำสก์หรือขวดที่มีจุกส ำลีหรือฝำปิดเข้ำฆ่ำ

เชื้อใน autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส เวลำ 15 นำที 
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ก.6 Trypticase (Tryptic) Soy Agar 
Trypticase peptone  15 g. 

 Phytone peptone 5 g. 
 NaCl    5 g. 
 น้ ำกลั่น    1 L. 

Final pH   7.3+0.2 
ผสมองค์ประกอบทั้งหมดแล้วต้มจนวุ้นละลำย ปรับ pH ถ่ำยอำหำรเลี้ยงเชื้อใส่ในหลอดมีจุกส ำลีหรือฝำ

ปิดเข้ำฆ่ำเชื้อใน autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส เวลำ 15 นำที 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมสารเคม ี
ข.1 Butterfield’s Phosphate-Buffered Dilution water  

ข.1.1 การเตรียมสารละลายสต็อก 
 ละลำยโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 34 g. ในน้ ำกลั่น 500 ml. ปรับ pH ให้ได้ 7.2 ด้วย 

สำรละลำยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 1 N และปรับปริมำตรเป็น 1 L. แล้วน ำฆ่ำเชื้อใน autoclave ที่อุณหภูมิ 121 

องศำเซลเซียส เวลำ 15 นำที เก็บในตู้เย็น 

ข.1.2 การเตรียม Dilution blank  
 ตวงสำรละลำยสต็อก 1.25 ml. แล้วปรับปริมำตรเป็น 1 L.ด้วยน้ ำกลั่น ตวงใส่ขวดปริมำตร 450 ml.  

(ส ำหรับเจือจำงตัวอย่ำง 50 g.) หรือตวงใส่ขวดปริมำตร 225 ml. (ส ำหรับเจือจำงตัวอย่ำง 25 g.) และดูด 9 ml.

ใส่หลอดทดลองขนำด 16  x 150 mm. น ำเข้ำฆ่ำเชื้อใน autoclave ที่อุณหภูมิ121 องศำเซลเซียส เวลำ 15 นำที 

 

ข.2 Normal saline (NaCl) 
 NaCl   8.5 g. 

 น้ ำกลั่น   1 L. 

 ละลำยให้เข้ำกัน น ำเข้ำฆ่ำเชื้อใน autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส เวลำ 15 นำที 

 

ข.3 Sodium Hydroxide (NaOH) 0.1 N. 
 NaOH   4 g. 

 น้ ำกลั่น   1 L. 

ละลำยให้เข้ำกันโดยใช้แท่งแก้วคน จำกนั้นเก็บใส่ขวดพลำสติกและทึบไม่มีแสงเข้ำ 
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ภาคผนวก ค 

วิธีการค านวณ 
ค.1 การค านวณปริมาณเช้ือจุลินทรีย์ 

ตารางท่ี ค.1 ตัวอย่ำงกำรค ำนวณปริมำณเชื้อทั้งหมด 

 

วิธีท ำกำรค ำนวณ 

1.ตรวจนับจ ำนวนโคโลนีระหว่ำง 30-300 โคโลนี 

2.หลังจำกได้ผลกำรตรวจนับ 5.8x102 cfu/g จำกนั้นท ำกำรหำรด้วยน้ ำหนักตัวอย่ำงท่ีใช้ในกำร 

หำปริมำณเชื้อจุลินทรีย์ซึ่งมีน้ ำหนัก 25 g. โดยมีวิธีกำรค ำนวณดังนี ้

ปริมำณเชื้อทั้งหมดที่พบในตัวอย่ำง 25 g. = 5.8x102 = 23.2 cfu/g 

       25 

ดังนั้น ปริมำณเชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมดที่พบในตัวอย่ำง 25 g. มี 2.32x101  cfu/g 
 

 

 

 

จ ำนวนโคโลนีที่นับได้  

ผลกำรตรวจนับ 

ซ้ ำที ่
ระดับควำมเจือจำง 

10-1 10-2 10-3 

 
 
 
 
 

5.8x102 cfu/g 

1 59 31 3 

2 57 24 1 

 เฉลี่ย = 58 
  

 58x10-1 

 ~ 580 
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ค.2 การค านวณเปอร์เซ็นต์การลดลง การเพ่ิมขึ้นของเชื้อจุลินทรีย์ 

 ค.2.1.การค านวณเปอร์เซ็นต์การลดลง 

  โดยใช้สูตร 100 ((จ ำนวนเชื้อหลัง x 100 ) / จ ำนวนเชื้อเริ่มต้น) 

ที่ 0 นำที มีปริมำณเชื้อ B. cereus = 8.2x101 cfu/g ท ำเป็น log10(cfu/g) = 1.91 

เมื่อแช่ในอะซีติก 15 นำที มีปริมำณเชื้อ B. cereus = 7.5x101 cfu/g ท ำเป็น log10(cfu/g) 

=1.87 

เชื้อ B. cereus มีเชื้อลดลง = 100-((1.87x100)/1.91 = 2.09 % 

ค.2.2.การค านวณเปอร์เซ็นต์การเพ่ิมขึ้น 
  โดยใช้สูตร  ((จ ำนวนเชื้อหลัง x 100 ) / จ ำนวนเชื้อเริ่มต้น)-100 

ที่ 0 นำที มีปริมำณเชื้อ B . cereus = 5.2x108cfu/g ท ำเป็น log10(cfu/g) = 8.72 

เมื่อแช่ในอะซีติก 3% 15 นำที  มีปริมำณเชื้อ B . cereus =6.7x10 4 cfu/g  

ท ำเป็น log10 (cfu/g) = 4.83 เชื้อ B. cereus มีเชื้อลดลง =((4.83x100)/8.72-100 = 44.61% 
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ภาคผนวก ง 

ตัวอย่างและภาพผลการทดลองที่ไปตรวจที่โรงงานเฉากว๊ย 

ง.1 ภาพตัวอย่างเฉาก๊วย 

 

 
 

 

 

  

 

ภาพที่ ง.1 เฉำก๊วยแบบพร้อมรับประทำน 

 

 
 
 
 

 

 

 

ภาพที่ ง.2 เฉำก๊วยแบบถุงขนำด 1.5 กิโลกรัม 
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ง.2 ภาพผลการทดลอง 

 

 

 

 

 

 

 

 

        ภาพที่ ง.3 โคโลนีของปริมำณจุลินทรีย์ทั้งหมด  ภาพที่ ง.4 โคโลนีของ B. cereus 

 

 

 

 

 

 

 

     ภาพที่ ง.5 โคโลนีของ S. aureus                                  ภาพที่ ง.6 เซลล์ B. cereus 
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หมายเหตุ : ภาพที่ ง.3 ลักษณะโคโลนีของปริมำณจุลินทรีย์ทั้งหมดมีลักษณะกลมและมีสีขำว 

ภาพที่ ง.4 ลักษณะโคโลนีของ B. cereus บนอำหำรเลี้ยงเชื้อ mannitol egg yolk polymyxin 
agar (MYP) มีลักษณะโคโลนีขนำดใหญ่มีสีชมพู เนื่องจำกเชื้อมีควำม สำมำรถในกำรหมักย่อยน้ ำตำล
แมนนิทอลจึงเปลี่ยนสีอินดิเคเตอร์ (phenol red) และมีโซนขำวขุ่นรอบโคโลนี เนื่องจำกเชื้อมี
ควำมสำมำรถในกำรย่อยเลซิตินในไข่แดง 

ภาพที่ ง.5 ลักษณะโคโลนีของ S. aureus บนอำหำรเลี้ยงเชื้อ Baird – Parker (BP) จะมีลักษณะ สี
ด ำเป็นมันและมีตะกอนขุ่นขำวรอบ ๆ  

ภาพที่ ง.6 ลักษณะเซลล์ B. cereus มีรูปร่ำงเป็นท่อนย้อมติดสีน้ ำเงิน (gram positive)  
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ประวัติผู้เขียน 

 

ชื่อ-นำมสกุล   นำงสำวนิลวดี นำคทองกุล 

วัน เดือน ปี เกิด   11 ตุลำคม 2540 

ประวัติกำรศึกษำ  -ปีกำรศึกษำ 2559 มัธยมศึกษำตอนปลำย โรงเรียนนวมินทรำชินูทิศ หอวัง   

นนทบุรี แผนกำรเรียนวิทยำศำสตร์-คณิตศำสตร์ 

-ปีกำรศึกษำ 2563 ระดับกำรศึกษำระดับปริญญำตรี สถำบันเทคโนโลยีพระ

จอมเกล้ำเจ้ำคุณทหำรลำดกระบัง คณะอุตสำหกรรมอำหำร สำขำเทคโนโลยี

กำรหมักในอุตสำหกรรม 

ประสบกำรณ์กำรท ำงำน   พฤษภำคม 2562 – มิถุนำยน 2561 สถำบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภำพ 

และผลงำนวิจัย และวิศวกรรมพันธุศำสตร์ จุฬำลงกรณ์มหำวิทยำลัย ศึกษำเกี่ยวกับกำรพัฒนำ

แผ่นทดสอบต้นแบบส ำหรับกำรตรวจหำฮอร์โมนโพรเจสเตอโรนในซีรั่มสุกร 

 

ชื่อ-นำมสกุล   นำงสำวภำวพันธน์ ไทยวัฒนธรรม 

วัน เดือน ปี เกิด   13 สิงหำคม 2540 

ประวัติกำรศึกษำ  -ปีกำรศึกษำ 2559 มัธยมศึกษำตอนปลำย  โรงเรียนสมุทรสำครบูรณ 

แผนกำรเรียนวิทยำศำสตร์-คณิตศำสตร์ 

-ปีกำรศึกษำ 2563 ระดับกำรศึกษำระดับปริญญำตรี สถำบันเทคโนโลยีพระ

จอมเกล้ำเจ้ำคุณทหำรลำดกระบัง คณะอุตสำหกรรมอำหำร สำขำเทคโนโลยี

กำรหมักในอุตสำหกรรม 

ประสบกำรณ์กำรท ำงำน พฤษภำคม 2562 – มิถุนำยน 2561 บริษัท ไทยรอแยลฟรอเซนฟู๊ด จ ำกัด  

และผลงำนวิจัย ฝึกงำนแผนกควบคุมคุณภำพ, ฝ่ำยผลิต, ห้องปฏิบัติ  
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ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 




