
บทที่ 3 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 
 

 

3.1  อุปกรณ์  

      3.1.1  เครื่องวัดพีเอช (pH meter) รุ่น บริษัท Mettler toledo จ ำกัด 

      3.1.2  เครื่องวัดกำรน ำไฟฟ้ำ (Conductivitymeter) รุ่น บริษัท Mettler toledo จ ำกัด 

      3.1.3  เครื่องไล่ฟองอำกำศ (Ultrasonic bath) รุ่น S 60 H บริษัท Elma จ ำกัด 

      3.1.4  เครื่องชั่ง 4 ต ำแหน่ง บริษัท Mettler toledo จ ำกัด 

      3.1.5  เครื่องชั่ง 2 ต ำแหน่ง บริษัท Mettler toledo จ ำกัด 

      3.1.6  เครื่องปั๊ม (suction pump) รุ่น DOA-P504-BN บริษัท Gast จ ำกัด 

      3.1.7  เครื่องวัดบริกซ ์(Refractometer) รุ่น Atr sw plus บริษัท Schmidt+haensch จ ำกัด 

      3.1.8  เครื่องวัดโพลำไรเซชัน (Saccharimeter)  

      3.1.9  เครื่องสเปกโตรโฟโทมิเตอร์ รุ่น Genesys 10S UV-Vis บริษัท Thermo scientific จ ำกัด 

      3.1.10  ตู้อบ บริษัท Binder จ ำกัด 

      3.1.11  เตำให้ควำมร้อน รุ่น C-MAG HS 7 บริษัท IKA จ ำกัด 

      3.1.12  ไมโครปิเปต  

      3.1.13  ตู้เย็น รุ่น i250 บริษัท Accuplus  

      3.1.14  ตู้ดูดควัน (Fume hood) 

      3.1.15  หม้อนึ่งฆ่ำเชื้อ (Autoclave) รุ่น FD100R บริษัท Zealway จ ำกัด 

      3.1.16  เครื่องแก้วพื้นฐำนในห้องปฏิบัติกำร 
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3.2  สำรเคมี 

      3.2.1  ไ อ โ ซ โ พ ร พ ิ ล แ อ ล ก อ ฮ อ ล ์  ( Iso-propyl alcohol; ( CH3) 2 CHOH)  เ ก ร ด  AR  

   บริษัท Techno pharmchem จ ำกัด 

      3.2.2  เ ม ทิ ลี น บ ลู  ( M e t h y l e n e  b l u e ;  C 1 6 H 1 8 C I N 3 S . x H 2 O )  เ ก ร ด  A R   

        บริษัท Techno pharmchem จ ำกัด 

      3.2.3  ฟี น อ ฟ ท ำ ลี น  ( P h e n o l p h t h a l e i n ;  C 2 0 H 1 4 O 4 )  เ ก ร ด  A R   

บริษัท Techno pharmchem จ ำกัด 

      3.2.4  ค อ ป เ ป อ ร ์ ซ ั ล เ ฟ ต  ( Copper ( II)  sulphate; CuSO4.5H2O)  เ ก ร ด  AR  

บริษัท Techno pharmchem จ ำกัด 

      3.2.5  โซเดียมโพเทสเซียมทำร์เทรต (Sodium potassium tartrate; KNaC4H4O6) เกรด AR 

บริษัท Techno pharmchem จ ำกัด 

 3.2.6 กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid; HCl) เกรด AR บริษัท Emsure จ ำกัด 

 3.2.7  โ ซ เ ดี ย ม ไ ฮ ด ร อ ก ไ ซ ด์  ( S o d i u m  h y d r o x i d e ;  N a O H )  เ ก ร ด  A R   

บริษัท Techno pharmchem จ ำกัด 

 3.2.8 ก ร ด ฟ อ ส ฟิ ว ร ิ ก  ( P h o s p h o r i c  a c i d ;  H 3 P O 4 )  เ ก ร ด  A R  

บริษัท Techno pharmchem จ ำกัด 

      3.2.9  Potato dextrose agar เกรด AR บริษัท Himedia จ ำกัด 

      3.2.10  Plate count agar (Standarg methods agar) เกรด AR บริษัท Himedia จ ำกัด 

      3.2.11  Microbiology เกรด AR บริษัท 3M จ ำกัด 

      3.2.12  Perfringens agar base (T.S.C./ S.F.P.Agar Base)  เกรด AR บริษัท Himedia จ ำกัด 

      3.2.13  Salmonella enrichment base เกรด AR บริษัท 3M จ ำกัด 

      3.2.14  3M Petrifilm E. coli / Coliform เกรด AR บริษัท 3M จ ำกัด 

      3.2.15  3M Petrifilm staph express เกรด AR บริษัท 3M จ ำกัด 

      3.2.16  3M Petrifilm salmonella express เกรด AR บริษัท 3M จ ำกัด 

 3.2.17 Tryptone agar เกรด AR บริษัท Himedia จ ำกัด 

 3.2.18  Yeast glucose chloramphenicol agar เกรด AR บริษัท Himedia จ ำกัด 

 3.2.19 Bat medium เกรด AR บริษัท Himedia จ ำกัด 

 



14 
 

3.3  วิธีกำรทดลอง 

      3.3.1 กำรเก็บตัวอย่ำง 

             เก็บตัวอย่ำงน ้ำเชื่อมด้วยวิธีกำรฆ่ำเชื้อ จำกถังสแตนเลสขนำดใหญ่ที่ผลิตในวันเดียวกันใส่

ขวดสแตนเลสขนำด 1000 มิลลิลิตร จ ำนวน 42 ขวด ขนำด 500 มิลลิลิตร จ ำนวน 3 ขวด เพื่อน ำมำ

วิเครำะห์ค่ำน ้ำตำลรีดิวซ์ ค่ำโพล ค่ำบริกซ์ ค่ำพีเอช ค่ำเถ้ำเชิงกำรน ำฟ้ำ ค่ำสี ค่ำตะกอน กำรประเมิน

คุณภำพทำงประสำทสัมผัส และวิเครำะห์ทำงจุลชีววิทยำ  

      3.3.2 กำรศึกษำน ้ำตำลรีดิวซ์ของน ้ำเชื่อม 

             3.3.2.1  ชั่งตัวอย่ำงน ้ำเช่ือม 50.00 กรัม ลงในบีกเกอร์ขนำด 50 มิลลิลิตร ถ่ำยตัวอย่ำงลง

ในขวดวัดปริมำตรขนำด 200 มิลลิลิตร เติมสต็อก 20 มิลลิลิตร หยดฟีนอฟทำลีน 3 หยด เติม 6 นอร์

มอล โซเดียมไฮดรอกไซด์ จนสำรละลำยกลำยเป็นสีชมพู ปรับปริมำตรด้วยน ้ำกลั่น เขย่ำให้เข้ำกัน 

กรองตัวอย่ำงลงในบีกเกอร์ 50 มิลลิลิตร ด้วยกระดำษกรอง แล้วน ำตัวอย่ำงใส่บิวเรต ขนำด 50 

มิลลิลิตร  

             3.3.2.2  ปิเปตเฟลิ่งห์เอ และ เฟลิ่งห์บี อย่ำงละ 5 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพู่ ขนำด 250 

มิลลิลิตร พร้อมใส่แท่งแม่เหล็ก ตั้งบนเตำให้ควำมร้อน  

             3.3.2.3  ปล่อยตัวอย่ำงที่เตรียมไว้ประมำณ 30 มิลลิลิตร เมื่อสำรเริ่มเดือดจับเวลำ 2 นำที 

เมื่อครบ 2 นำทีให้หยดเมทำลีนบลู 2-3 หยด จะมีสีน ้ำเงิน  

             3.3.2.4  ปล่อยตัวอย่ำงลงให้หยดช้ำๆจนกว่ำจะเปลี่ยนจำกสีน ้ำเงินเป็นสีแดง บันทึกค่ำที่

อ่ำนได ้

      3.3.3  กำรศึกษำค่ำโพลของน ้ำเชื่อม 

             3.3.3.1  ชั่งตัวอย่ำงน ้ำเชื่อม 26.00 กรัม ลงในบีกเกอร์ขนำด 50 มิลลิลิตร  

             3.3.3.2  ถ่ำยตัวอย่ำงลงในขวดวัดปริมำตรขนำด 100 มิลลิลิตร ปรับปริมำตรด้วยน ้ำกลั่น 

เขย่ำให้เข้ำกัน 

             3.3.3.3  กรองตัวอย่ำงลงในบีกเกอร์ 50 มิลลิลิตร ด้วยกระดำษกรอง แล้วน ำไปวัดค่ำด้วย

เครื่องวัดค่ำโพล  

      3.3.4  กำรศึกษำค่ำบริกซ์ของน ้ำเชื่อม 

             น ำตัวอย่ำงน ้ำเช่ือมไปวัดค่ำบริกซ์ด้วยเครื่องวัดบริกซ์ บันทึกค่ำที่อ่ำนได ้

      3.3.5  กำรศึกษำค่ำพีเอชของน ้ำเชื่อม 

             น ำตัวอย่ำงน ้ำเช่ือมไปวัดค่ำพีเอชด้วยเครื่องวัดพีเอช บันทึกค่ำที่อ่ำนได ้
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      3.3.6  กำรศึกษำค่ำเถ้ำเชิงกำรน ำไฟฟ้ำของน ้ำเชื่อม  

             3.3.6.1  ชั่งตัวอย่ำงน ้ำเชื่อม 62.60 กรัม ลงในบีกเกอร์ขนำด 250 มิลลิลิตร  

             3.3.6.2  ถ่ำยตัวอย่ำงลงในขวดวัดปริมำตรขนำด 200 มิลลิลิตร ปรับปริมำตรด้วยน ้ำกลั่น 

เขย่ำให้เข้ำกัน 

             3.3.6.3  กรองตัวอย่ำงลงในบีกเกอร์ 250 มิลลิลิตร ด้วยกระดำษกรอง แล้วน ำไปวัดด้วย

เครื่องวัดค่ำกำรน ำไฟฟ้ำ และวัดค่ำกำรกำรน ำไฟฟ้ำของน ้ำกลั่นด้วย เพื่อใช้ในกำรค ำนวณ บันทึกค่ำที่

อ่ำนได ้

      3.3.7  กำรศึกษำค่ำสีและควำมขุ่นของน ้ำเชื่อม 

             3.3.7.1  ชั่งตัวอย่ำงน ้ำเชื่อม 150.00 กรัม ลงในบีกเกอร์ 250 มิลลิลิตร  

             3.3.7.2  น ำตัวอย่ำงมำกรองด้วยระบบสุญญำกำศโดยใช้กระดำษกรองเมมเบรนขนำด

0.45 ไมโครเมตร เส้นผ่ำศูนย์กลำง 47 มิลลิเมตร วำงบนชุดกรองแล้วใช้สำยยำงต่อชุดกรองเข้ำปั๊ม 

จำกนั้นเปิดเครื่องแล้วเทตัวอย่ำงลงไป เมื่อกรองเสร็จน ำตัวอย่ำงที่ได้ไปไล่ฟองอำกำศด้วยเครื่องไล่

ฟองอำกำศเป็นเวลำ 3 นำที แล้วน ำไปวัดค่ำบริกซ์ ด้วยเครื่องวัดบริกซ์ บันทึกค่ำที่อ่ำนได ้

             3.3.7.3  น ำตัวอย่ำงส่วนที่เหลือไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโทมิเตอร์ที่

ควำมยำวคลื่น 420 นำโนเมตร โดยใช้เซลล์ 10 เซนติเมตร บันทึกค่ำที่อ่ำนได้ 

      3.3.8  กำรศึกษำกำรประเมินคุณภำพทำงประสำทสัมผัส  

             3.3.8.1  กำรทดสอบลักษณะปรำกฏของน ้ำเช่ือม 

                       น ำตัวอย่ำงน ้ำเชื่อมที่เก็บไว้ศึกษำมำเปรียบเทียบกับน ้ำเชื่อมที่เก็บไว้เป็นตัวอย่ำง

มำตรฐำน โดยควบคุมสภำวะต่ำงๆให้เหมือนกัน  

             3.3.8.2  กำรทดสอบลักษณะปรำกฏของน ้ำตำล 

                       เตรียมตัวอย่ำงน ้ำเชื่อมจำกน ้ำตำลทรำยให้ได้ค่ำบริกซ์เท่ำกับตัวอย่ำงที่น ำมำ

ศึกษำ 

             3.3.8.3  กำรทดสอบกลิ่นไม่เติมกรดของน ้ำเช่ือม 

                       เตรียมตัวอย่ำงน ้ำเช่ือมให้ได้ 50 บริกซ์  

             3.3.8.4  กำรทดสอบกลิ่นเติมกรดของน ้ำเช่ือม 

                       แบ่งตัวอย่ำงน ้ำเชื่อมที่ได้จำก 3.3.8.3 เติมกรดฟอสฟิวริก ร้อยละ 10 ปรับพีเอช

ให้ได้ 1.5  
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            3.3.8.5 กำรทดสอบกลิ่นไม่เติมกรดของน ้ำตำล 

                      เตรียมตัวอย่ำงน ้ำเชื่อมจำกน ้ำตำลทรำยให้ได ้50 บริกซ์ 

            3.3.8.6  กำรทดสอบกลิ่นเติมกรดของน ้ำตำล 

                      แบ่งตัวอย่ำงน ้ำเชื่อมที่ได้จำก 3.3.8.5 เติมกรดฟอสฟิวริก ร้อยละ10 ปรับพีเอช 

ให้ได้ 1.5  

            3.3.8.7  กำรทดสอบรสของน ้ำเช่ือม 

                      เตรียมตัวอย่ำงให้ได้ 10 บริกซ์  

            3.3.8.8  กำรทดสอบรสของน ้ำตำล 

                      เตรียมตัวอย่ำงน ้ำเชื่อมจำกน ้ำตำลทรำยให้ได ้10 บริกซ์ 

      3.3.9 กำรศึกษำกำรวิเครำะห์ทำงจุลชีววิทยำ 

              3.3.9.1  กำรทดสอบหำจ ำนวนเช้ือจุลินทรีย์ทั้งหมดโดยวิธี Total Plate Count  

ตรวจหำจุลินทรีย์ทั้งหมด โดยท ำกำรเจือจำงตัวอย่ำงน ้ำเชื่อมให้ได้ควำมเข้มข้นที่เหมำะสม (10-1) 

น ำไปวิเครำะห์เชื้อโดยเทคนิค Pour Plate ในอำหำร Total Plate Count Agar (PCA) ดูดตัวอย่ำง

ลงในจำนเลี้ยงเชื้อปริมำณ 1.0 มิลลิลิตร เทอำหำรเลี้ยงเชื้อ 15-20 mL ลงไปผสมกับตัวอย่ำง น ำไป

บ่มที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลำ 24-48 ชั่วโมง ตรวจนับปริมำณจ ำนวนโคโลนีที่เจริญบนอำหำรเลี้ยง

เชื้อ บันทึกผลและค ำนวณในหน่วย CFU/mL   

              3.3.9.2  ทดสอบหำเชื้อ Bacillus cereus โดยใช้เทคนิค Spread plate 

                         ตรวจหำเชื้อ Bacillus cereus โดยท ำกำรเจือจำงตัวอย่ำงน ้ำเชื่อมให้ได้ควำม

เข้มข้นที่เหมำะสม (10-1) น ำไปวิเครำะห์โดยเทคนิค Spread plate ในอำหำร MYP โดยดูดตัวอย่ำง 

0.1 มิลลิลิตร ลงบนจำนเพำะเชื้อ ใช้เเท่งแก้วสำมเหลี่ยมชุปแอลกอฮอล์เพื่อฆ่ำเชื้อ แล้วลนไฟเพื่อ

ก ำจัดแอลกอฮอล์ออก ทิ้งให้เย็น แล้วเกลี่ยที่ผิวหน้ำอำหำรแข็งให้ตัวอย่ำงกระจำยทั่วผิวหน้ำ ปล่อย

ให้ตัวอย่ำงซึมลงที่ผิวหน้ำอำหำรเพำะเชื้อ แล้วน ำไปบ่มที่อุณหภูมิ35 °C เป็นเวลำ เป็นเวลำ 24-48 

ชั่วโมง นับจ ำนวนโคโลนีที่เจริญบนอำหำร บันทึกผลและค ำนวณในหน่วย CFU/mL 
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              3.3.9.3  ทดสอบหำเชื้อ Clostridium Perfringens โดยใช้เทคนิค Pour plate  

                         ตรวจสอบหำเชื้อ Clostridium Perfringens โดยท ำกำรเจือจำงตัวอย่ำงน ้ำเชื่อม

ให้ได้ควำมเข้มข้นที่เหมำะสม (10-1) น ำไปวิเครำะห์โดยใช้เทคนิค Pour plate ในอำหำร Perfringens 

Agar Base เทอำหำรประมำณ 10 มิลลิลิตร ของจำนเพำะเลี้ยงทิ้งไว้ให้อำหำรแข็งตัว ปิเปตตัวอย่ำง 

1.0 มิลลิล ิตร ลงบนอำหำรที ่แข็งตัว เททับด้วยอำหำร Perfringens Agar Base ประมำณ 15 

มิลลิลิตร ค่อยๆหมุนจำนเพำะเลี้ยงให้อำหำรผสมเข้ำกันโดยกำรหมุนเบำๆ ตั้งทิ้งไว้อำหำรแข็งตัว 

หงำยเพลทแล้วน ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 35±2 °C เป็นเวลำ 20-24 ชั่วโมง นับจ ำนวนโคโลนีที่มีลักษณะ

โคโลนีสีด ำ ขนำด 2-4 มิลลิเมตร มีโซนใสขำวรอบโคโลนี บันทึกผลและค ำนวณในหน่วย CFU/mL 

               3.3.9.4  ทดสอบหำปริมำณเช้ือ Yeast และ Mold โดยใช้เทคนิค Pour plate 

 ตรวจสอบหำเชื้อ Yeast และ Mold โดยท ำกำรเจือจำงตัวอย่ำงน ้ำเชื่อมให้ได้

ควำมเข้มข้นที ่ เหมำะสม(10-1) น ำไปวิเครำะห์โดยใช้เทคนิค Pour plate ในอำหำร Potato 

Dextrose Agar (PDA) ดูดตัวอย่ำง 1.0 มิลลิลิตร เทอำหำรเลี้ยงเชื้อ 15-20 มิลลิลิตร ลงไปผสมกับ

ตัวอย่ำง น ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลำ 3-5 วัน นับจ ำนวนโคโลนีที่เจริญบนอำหำร บันทึกผล

และค ำนวณในหน่วย CFU/10g 

              3.3.9.5  ทดสอบหำปริมำณเชื้อ Staphylococcus aureus โดย 3M Petrifilm Staph 

Express Count Plate 

                         1)  วำงแผ่น 3M Petrifilm บนพื ้นรำบเปิดแผ่นบนพื ้น ปิ เปตตัวอย่ำง 1 

มิลลิลิตร ลงตรงกลำงแผ่น 3M Petrifilm ค่อยๆปิดแผ่น 3M Petrifilm ระวังอย่ำให้เกิดฟองอำกำศ 

วำงตัวกด (Spreader) บนแผ่น 3M Petrifilm ใช้นิ้วชี้กดแรงพอประมำณ จนตัวอย่ำงกระจำยเต็ม

วงกลมภำยในขอบโฟม ปล่อยแผ่นฟิล์มอยู่กับที่ 1-2 นำที เพื่อเจลแข็งตัว 

                         2)  บ่มแผ่น 3M Petrifilm ในตู้บ่มโดยวำงแผ่นให้ด้ำนใสอยู่ด้ำนบน ซ้อนกันไม่

เกิน 20 แผ่น บ่มที่อุณหภูมิ 35±1 องศำเซลเซียส หรือ 37±1 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง ถ้ำ

หำกไม่พบโคโลนีขึ้นบนแผ่นเพำะเชื้อภำยหลัง 24 ชั่วโมงถือว่ำกำรตรวจสอบน้ันเสร็จสมบูรณ์ 

                         3)  นับโคโลนีที่มีสีม่วง-แดง เป็น Staphylococcus aureus ช่วงที่เหมำะสม

ในกำรนับจ ำนวนโคโลนีควรไม่เกิน 150 โคโลนี บันทึกผลและค ำนวณในหน่วย CFU/0.1mL 
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              3.3.9.6  ทดสอบหำปริมำณเช้ือ E.coli โดยใช้แผ่น 3M Petrifilm TM EC 

                         1)  วำงแผ่น 3M Petrifilm บนพื ้นรำบเปิดแผ่นบนพื ้น ปิเปตตัวอย่ำง 1 

มิลลิลิตร ลงตรงกลำงแผ่น 3M Petrifilm ค่อยๆปิดแผ่น 3M Petrifilm ระวังอย่ำให้เกิดฟองอำกำศ 

วำงตัวกด (Spreader) บนแผ่น 3M Petrifilm ให้แผ่นวงกลมครอบบริเวณที่หยดตัวอย่ำง ใช้นิ้วชี้กด

แรงพอประมำณจนตัวอย่ำงกระจำยเต็มวงกลมภำยในขอบโฟม ปล่อยแผ่นฟิล์มอยู่กับที่ 1 -2 นำที 

เพื่อให้เจลแข็งตัว 

                         2)  บ่มแผ่น 3M Petrifilm ในตู้บ่มโดยวำงแผ่นให้ด้ำนใสอยู่ด้ำนบน ซ้อนกันไม่

เกิน 20 แผ่น  บม่ที่อุณหภูมิ 35 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 48 ชั่วโมง ช่วงที่เหมำะสมในกำรนับจ ำนวน

โคโลนีควรไม่เกิน 15-150 โคโลนี บันทึกผลและค ำนวณในหน่วย CFU/mL 

              3.3.9.7  ทดสอบหำปริมำณเช้ือ Salmonella spp. โดยใช้เทคนิค Streak plate 

                         ตรวจสอบหำเชื้อ Salmonella spp. โดยท ำกำรเจือจำงตัวอย่ำงน ้ำเชื่อมให้ได้

ควำมเข้มข้นที่เหมำะสม (10-1) น ำไปวิเครำะห์โดยใช้เทคนิค Streak plate บนแผ่นอำหำรเลี้ยงเชื้อ 

3M เทตัวอย่ำงน ้ำเชื่อม 100 มิลลิลิตร ใส่ในอำหำรเลี้ยงเชื้อ  Salmonella Enrichment Base 100 

มิลลิลิตร ที่ผสม Supplemented 4 มิลลิลิตร น ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 41.5 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 1 

วัน แล้วน ำแผ่น 3M มำหยอดน ้ำกลั่น 2 มิลลิลิตร ทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง จำกนั้นน ำตัวอย่ำงมำ Streak บน

แผ่นอำหำรเลี้ยงเชื้อ 3M โดยใช้ลูปปริมำตร 10 ไมโครลิตร แล้วน ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 41.5 องศำ

เซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง บันทึกผลและค ำนวณในหน่วย CFU/25mL 


