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บทที่ 3 
 
 

วัสดุอุปกรณ�และวิธีดําเนินการทดลอง 
 
 

3.1 วัสดุอุปกรณ� 

 3.1.1 จุลินทรีย�ท่ีใช"ในการทดลอง   

    3.1.1.1 เชื้อ Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis และ Bacillus anthracis 

   3.1.1.2 เชื้อListeria monocytogenes, Listeria ivanovii  และ Listeria innocua 

   3.1.1.3 เชื้อ Salmonella sp.   

   3.1.1.4 เชื้อ Staphylococcus aureus 

 3.1.2 อาหารเล้ียงเช้ือ 

   3.1.2.1 Trypticase soy polymyxin broth (TSPB) 

   3.1.2.2 Trypticase soy sheep blood agar (with 0.6% yeast extract (TSAYE)) 

   3.1.2.3 Manitol salt egg yolk polymyxin (MYP) agar  

   3.1.2.4 Enrichment broth (EB, with 0.1% sodium pyruvate) 

   3.1.2.5 Oxford agar (OXA) 

   3.1.2.6 Lactose broth (LB) เข9มข9นร9อยละ 0.5 

   3.1.2.7 Selenite cysteine broth (SCB) 

   3.1.2.8 Salmonella shigella agar (SSA) 

   3.1.2.9 Bismuth sulfite agar (BSA) 

   3.1.2.10 Xylose lysine desaxycholate (XLD) agar 
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   3.1.2.11 Triple sugar iron (TSI) agar 

   3.1.2.12 Lysine iron agar (LIA) 

   3.1.2.13 Baird parker agar (BPA) 

   3.1.2.14 Nutrient broth (NB) 

   3.1.2.15 เปปโตน (peptone water) ร9อยละ 0.1 

3.2 สารเคมี  

  3.2.1 สารปJองกันความเย็นน้ําตาลซูโครส (sucrose) 

  3.2.2 Mannitol, Rhamnose และ xylose 

  3.2.3 สารละลาย Folin-Ciocalteu  

  3.2.4 สารละลายโซเดียมคารYบอเนต ความเข9มข9น 7.5% 

  3.2.5 สารละลายโซเดียมไนไตรตY ความเข9มข9น 5%   

  3.2.6 สารละลายอะลูมิเนียมคลอไรดY ความเข9มข9น 10% 

  3.2.7 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดY ความเข9มข9น 1 โมลารY 

  3.2.8 สารละลายเอทานอล ความเข9มข9น 80% และ สารละลายเมทานอล 

  3.2.9 สารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรY พีเอช 6.6 ความเข9มข9น 0.2 โมลารY  

  3.2.10 สารละลายโพแทสเซียมเฟอรYริคไซยาไนดY ความเข9มข9น 1% 

  3.2.11 สารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติก ความเข9มข9น 10% 

  3.2.12 สารละลายเฟอรYริคคลอไรดY ความเข9มข9น 0.1% 

3.3 เครื่องมือและอุปกรณ�ทีใช"ในการทดสอบ 

  3.3.1 เครื่องชั่งไฟฟJา  

  3.3.2 ตู9เข่ียเชื้อแบบ Larminar flow  
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  3.3.3 หม9อนึ่งฆeาเชื้อความดันสูง (Autoclave) 

  3.3.4 ตู9บeมเชื้อ (Incubater)  

  3.3.5 อุปกรณYเครื่องแก9ว เชeน หลอดทดลอง จานแก9ว และบีกเกอรY 

  3.3.6 ถุงพลาสติก แก9ว ช9อน 

  3.3.7 ตู9อบแห9งแบบลมร9อน (Hot air oven) 

  3.3.8 เครื่อง freeze-dry 

  3.3.9 Anaerobic jar 

  3.3.10 Gaspak jar 

  3.3.11 ถุงอะลูมิเนียม 

  3.3.12 ช9อนตักสารแสตนเลส 

  3.3.13 ตู9เย็น 4 องศาเซลเซียส 

  3.3.14 เครื่องวัดคeาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 

 

 

 

3.4 วิธีดําเนินการทดลอง 
 
3.4.1 การผลิตไอศกรีมมะม.วงหาวมะนาวโห. 

ผลิตไอศกรีมตามวิธีการของ อัมพรศรี (2556) โดยคัดเลือกเฉพาะผลสุกของมะมeวงหาว
มะนาวโหe นํามาปrsนละเอียดและผสมกับน้ําในอัตราสeวนท่ีเทeากัน นํามาผeานการฆeาเชื้อจุลินทรียYโดย
การต9ม และบeมไอศกรีมท่ีอุณภูมิ 20-25 องศาเซลเซียส เปvนเวลา 8-12 ชั่วโมง และท้ิงไว9ให9แข็งตัว
ประมาณ 2-4 ชั่วโมง  

 
3.4.2 การตรวจวิเคราะห� Bacillus cereus ในอาหาร 



 

17

   Bacillus cereus เปvนแบคทีเรียรูปทeอน แกรมบวก สร9างสปอรY เจริญได9ในท่ีมีอากาศ 
และไมeมีอากาศ พบท่ัวไปในดิน ฝุyนละออง น้ํา และอาหาร เปvนเชื้อท่ีสร9างสารพิษได9หลายชนิด แตeมี
เพียง 2 ชนิดคือ emetic enterotoxin และ diarrheagenic enterotoxin ท่ีทําให9เกิดโรคอาหาร
เปvนพิษ 
 
การตรวจวิเคราะห� Bacillus cereus ในอาหาร 
 1. ในกรณีท่ีมีเชื้อน9อย ใช9วิธี Most Probable Number (MPN) 
 2. ในกรณีท่ีมีเชื้อมาก ใช9วิธี spread plate 
 1. วิธี Most Probable Number (MPN) 

1.1 ชั่งตัวอยeางอาหาร 25 กรัม นํามาทําให9เจือจาง 1:10 , 1:102  และ 1:103 ด9วย 
phosphate buffer pH 7.2 

1.2 นําตัวอยeางอาหารแตeละระดับความเจือจางตามข9อ 1.1 (1:10 , 1:102  และ 1:103) ใสe
ลงใน 10 มิลลิลิตรของ Trypticase soy polymyxin broth (TSPB) 

1.3 streak เชื้อตามข9อ 1.2 บน Manitol salt egg yolk polymyxin (MYP) agar บeมท่ี 
37°C 24 ชั่วโมง 

1.4 เลือกโคโลนีท่ีสงสัย ซ่ึงจะให9โคโลนีสีชมพู ขุeน ทึบ รอบๆโคโลนี นําไปทดสอบ 
haemolysis บน Trypticase soy sheep blood agar 

1.5 หลอดท่ีพบเชื้อ strong haemolysis นําไปเป~ดตารางอeานคeา MPN 
 2. วิธี Spread plate  

2.1 ชั่งตัวอยeางอาหาร 25 กรัม นํามาทําเจือจาง 1:10 , 1:102  และ 1:103 ด9วย 
phosphate buffer pH 7.2  

2.2 ป~เปตตัวอยeางอาหารในแตeละระดับความเจือจางตามข9อ 1. ใสeลงใน MYP agar ใช9
ความเจือจางละ 2 plate plate ละ 0.1 มิลลิลิตร บeมท่ี 37°C 48 ชั่วโมง  

2.3 นับจํานวนโคโลนีท่ีสงสัย แล9วนําไปทดสอบ haemolysis 
2.4 นําจํานวนโคโลนีท่ีให9 strong haemolysis บวก ไปคํานวณหาคeา B. cereus ตeอกรัม

ซ่ึงจะเทeากับ จํานวนโคโลนีท่ีให9 haemolysis บวก × dilution factor × 10 
 3. วิธีการทดสอบ haemolysis 

3.1 นํา plate ของ Trypticase soy sheep blood agar (TSBA) มาแบeงเปvน 8 สeวน 
(ชeอง) เทeา ๆ กัน 

3.2 เข่ียเชื้อมาตรฐาน B. cereus และ B. thuringiensis เพียงเล็กน9อย (ควรใช9เชื้อท่ี
เตรียมใหมe ๆ) แล9วแตะเบา ๆ ใน TSBA ตามข9อ 3.1 ให9อยูeตรงข9ามกัน 

3.3 เข่ียเชื้อท่ีสงสัยวeาเปvน B. cereus เพียงเล็กน9อย แล9วแตะเบาๆ บน TSBA ตามสeวนท่ี
เหลือจากข9อ 3.2  

3.4 บeมท่ี 37°C 24 ชั่วโมง แล9วนํามาอeานผลโดย 
- B. cereus ให9ผล strong haemolysis 
- B. thuringiensis ให9ผล weak haemolysis 
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- B. anthracis ให9ผล non haemolysis 
 

3.4.3 การวิเคราะห� Listeria monocytogenes ในอาหาร 
   ในปrจจุบัน Listeria  แบeงได9เปvน 7 species แตeมีเพียง species เดียวท่ีกeอให9เกิดโรคใน
คนได9คือ Listeria monocytogenes เชื้อนี้เปvนแบคทีเรียรูปทeอน แกรมบวก ไมeสร9างสปอรY พบในดิน 
น้ํา และอาหาร เจริญได9ในท่ีเย็น (refrigerator temperature) 
 
การตรวจวิเคราะห� Listeria monocytogenes ในอาหาร 

1. ชั่งตัวอยeางอาหาร 25 กรัม ใสe Enrichment broth (EB) ท่ีมี sodium pyruvate 
0.1% (น้ําหนัก/ปริมาตร) 225 มิลลิลิตร บeมท่ี 30°C 6 ชั่วโมง 

2. ใสe selective agent 
3. บeมตeอท่ี 30°C ให9ครบ 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง 
4. ใช9 loop แตะเชื้อจากข9อ 3 streak บน Oxford agar (OXA) (24 ชั่วโมง streak 1 

ครั้ง และ 48 ชั่วโมง streak อีกครั้ง) บeมท่ี 37°C 48 ชั่วโมง 
5. เลือกโคโลนีท่ีสงสัยบน OXA คือโคโลนีสีเขียมแกมน้ําตาลและมีโซนดํารอบๆ (brown 

green colonies with a black halo) มาแยกเชื้อให9บริสุทธิ์บน trypticase soy 
agar ท่ีเติม 0.6% yeast extract (TSAYE) บeมท่ี 30°C 24-48 ชัวโมง 

6. นําเชื้อมาทดสอบ 
� Catalase Listeria ทุก species ให9ผลบวก 
� Motile   stab เชื้อลงบน trypticase soy broth ท่ีเติม 0.6% yeast extract 
(TSAYE) และ 0.2% agar บeมท่ี 25°C 2-7 วัน การเคลื่อนท่ีของ Listeria ทุก 
species มีลักษณะเฉพาะเปvนรูปรeม 
� การใช"น้ําตาล   โดยนําเชื้อใสeลงใน mannitol, rhamnose , xylose ท่ีมี 
TSBYE เปvนเบส บeมท่ี 37°C 24-48 ชั่วโมง อeานผลเปรียบเทียบกับตารางท่ี 1 
� Haemolysis stab เชื้อลงใน 5%  sheep blood agar plate โดยมีเชื้อ 
Listeria monocytogenes , L. ivanovii และ L. innocua เปvน control บeมท่ี 
37°C 48 ชั่วโมง อeานผลเปรียบเทียบกับตารางท่ี 1 

 
3.4.4 การวิเคราะห�หาเช้ือ Salmonella sp. โดยวิธีของ A.O.A.C (2000) 

วิธีการ Pre-enrichment 
- ชั่งตัวอยeางอาหาร 25 กรัม ใสeในถุงพลาสติกทนร9อน เติม Lactose broth เข9มข9น

ร9อยละ 0.5 ปริมาตร 225 มิลลิลิตร เขยeาให9เข9ากัน แล9วนําของผสมท่ีได9มาใสeในขวด
ดูแรนท่ีปลอดเชื้อ 

- นํามาบeมท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปvนระยะเวลา 24 ชั่วโมง 
วิธีการ Selective enrichment 
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1. ป~เปตตัวอยeางมา 1 มิลลิลิตร จากข้ันตอน Pre-enrichment  ลงในอาหาร SCB 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

2. นําบeมท่ีอุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส เปvนระยะเวลา 48 ชั่วโมง 
วิธีการเพาะเช้ือใน selective agar 

1.  Streak เชื้อจากข้ันตอน selective enrichment  มาเพาะบน  SSA BSA และ XLD 
agar 

2. นํามาบeมท่ีอุณหภูมิ  35 องศาเซลเซียส เปvนระยะเวลา 24-48 ชั่วโมง 
3. ตรวจสอบลักษณะโคโลนีท่ีเกิดข้ึนดังนี้  

SSA: โคนีของเชื้อ Salmonella sp. จะไมeมีสี หรือสีชมพูอeอน บางโคโลนีมีสีดําตรง
กลาง 
BSA: โคโลนีของเชื้อ Salmonella sp. จะมีสีน้ําตาลเข9ม หรือสีดํา บางครั้งอาจมี
โคโลนีท่ีสะท9อนแสง อาหารรอบๆ โคโลนีสีน้ําตาล 
XLD: โคโลนีของเชื้อ Salmonella sp. จะมีสีชมพู และบางโคโลนีมีสีดําตรงกลาง 

วิธีการจําแนกและทดสอบทางชีวเคมี 
1. เลือกโคโลนีท่ีมีลักษณะของ Salmonella sp. จาก  SSA BSA และ XLD agar ถeายลง

ใน TSI agar และ LIA โดย streak ลงบนผิวหน9าของอาหาร (slant) และ stab จนถึง
ก9นหลอดทดลอง (butt) 

2. นํามาบeมท่ีอุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส เปvนระยะเวลา 24-48 ชั่วโมง 
3. ตรวจสอบลักษณะเฉพาะของเชื้อ Salmonella sp. ดังนี้ 

TSI agar: จะมีสีแดงท่ี Slant และมีสีเหลืองท่ี butt  อาจมีการสร9างก�าซไฮโดรเจน
ซัลไฟตY  โดยอาหารจะมีสีดําท่ี butt 

LIA: อาหารจะมีสีมeวงท่ัวหลอด และหากมีการสร9างก�าวไฮโดรเจนซัลไฟตY อาหารจะมีสีดํา 
 

3.4.5 การวิเคราะห�หาเช้ือ Staphylococcus aureus โดยวิธีของ A.O.A.C (2000) 
1. ชั่งตัวอยeาง 25 กรัม ใสeลงในถุงพลาสติกทนร9อน เติมเปปโตนร9อยละ 0.1 จากขวดฝา

เกลียวปริมาตร 225 มิลลิลิตร เขยeาให9เข9ากัน ตัวอยeางอาหารท่ีได9จะมีระดับความ
เจือจาง 10-1 

2. เจือจางสารละลายตัวอยeางให9มีระดับความเจือจางเปvน 10-2 โดยใช9เปปโตนร9อยละ 
0.1 

3. ป~เปตสารละลายตัวอยeางอาหาร 0.1 มิลลิลิตร จากแตeละระดับความเจือจางลงใน
จานอาหาร BPA 

4. จุeมแทeงแก9วสําหรับ spread ลงในแอลกอฮอลY แล9วนําแทeงแก9วมาผeานเปลวไฟ      
ถือให9เย็น เป~ดฝาจานอาหาร ทําการกระจายตัว 

5. ต้ัง ท้ิงไว9ประมาณ 10 นาที กลับจานเพาะเชื้อ แล9วนําบeมไว9 ท่ี อุณหภู มิ  37        
องศาเซลเซียส เปvนระยะเวลา 24 ชั่วโมง 
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6. ลักษณะโคโลนีของเชื้อ Staphylococcus aureus จะเรียบ นูน สีดํา และมี    
clear zone รอบโคโลนี 

7. เลือกโคโลนีท่ีคาดวeาเปvน Staphylococcus aureus มาทดลองเข่ียเชื้อลงในอาหาร  
NB และนํามาบeมไว9ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปvนระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

8. ป~เปตเชื้อจากข9อ 7 ใสeหลอดทดลองปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมพลาสมาของ
กระตeาย (rabbit plasma) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยeาให9เข9ากัน 

9. นํามาบeมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปvนระยะเวลา 6 ชั่ ว โ ม ง  ถ9 า ไ มe เ กิ ด ก า ร
แข็งตัวของพลาสมา ทําการบeมตeอไปจนครบ 24 ชั่วโมง ถ9าพลาสมาแข็งตัวแสดงวeา
ผลเปvนบวก 

 
3.4.6 การตรวจสอบปริมาณของสารประกอบพอลิฟUนอลท้ังหมด (Total polyphenol 

content, TPC)  
   การตรวจสอบปริมาณสารประกอบพอลิฟ�นอลท้ังหมดโดยวิธี Folin-Ciocalteu ตามวิธี
ของ Itankar et al. (2011) โดยนําสารสกัด CCM, CCES, CCAS มาละลายน้ําให9มีความเข9มข9น 100 
มิลลิกรัมตeอมิลลิลิตร ป~เปตสารละลายสารสกัด 0.05 มิลลิลิตร เติม 2.5 มิลลิลิตร 10% สารละลาย 
Folin-Ciocalteu และเติมสารละลายโซเดียมคารYบอเนต ความเข9มข9น 7.5% โดยน้ําหนักตeอปริมาตร
ในน้ํากลั่น ปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร นําสารละลายอุeนท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปvนเวลา 15 นาที 
นําไปวัดคeาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร คํานวณหาปริมาณสารประกอบพอลิฟ�
นอลท้ังหมดเปvนมิลลิกรัมของ GAE ตeอกรัมสารสกัด โดยเทียบกับกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก (Gallic 
acid) ท่ีความเข9มข9น 25, 50, 100, 150, 200 และ 250 มิลลิกรัมตeอมิลลิลิตร โดยทําการทดลอง
ตัวอยeางละ 3 ซํ้า 
 

3.4.7 การตรวจสอบปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด�ท้ังหมด (Total flavonoid 
content, TFC) 
   การตรวจสอบปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยดYท้ังหมดตามวิธีของ Itankar et al. 
(2011) โดยนําสารสกัด CCM, CCES, CCAS มาละลายน้ําให9มีความเข9มข9น 100 มิลลิกรัมตeอ
มิลลิลิตร ป~เปตสารละลายสารสกัด 0.25 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่น 1.25 มิลลิลิตร เติม 5% สารละลาย
โซเดียมไนไตรตY 75 ไมโครลิตร  ต้ังไว9ท่ีอุณหภูมิห9อง เปvนเวลา 5 นาที เติม 10% สารละลาย
อะลูมิเนียมคลอไรดY 150 ไมโครลิตร ต้ังไว9ท่ีอุณหภูมิห9อง เปvนเวลา 5 นาที เติม 1 โมลารY สารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดY 0.5 มิลลิลิตร วัดคeาการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีความยาวคลื่น 510 นาโน
เมตร คํานวณหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยดYท้ังหมดเปvนมิลลิกรัมของ CE ตeอกรัมสารสกัด โดย
เทียบกับกราฟมาตรฐานเคทิชิน (Catechin) ท่ีความเข9มข9น 25, 50, 100, 150, 200 และ 250 
มิลลิกรัมตeอมิลลิลิตร โดยทําการทดลองตัวอยeางละ 3 ซํ้า 
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3.4.8 การทดสอบความสามารถในการต"านอนุมูลอิสระ 

      นําผลหนามแดงดิบและสุกท่ีบดละเอียดสกัดด9วย 80% เอทานอล อัตราสeวน 1:4 ท่ี
อุณหภูมิห9อง เปvนเวลา 4 วัน กรองแยกกาก นําสารละลายไประเหยตัวทําละลายออก ได9สารสกัด
หยาบนําไปทดสอบความสามารถในการต9านอนุมูลอิสระ 
 

 3.4.8.1  DPPH radical scavenging capacity assay  
    การทดสอบการต9านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH ทดสอบโดยดัดแปลงจากวิธีของ 

Elmastas et al. (2007) โดยนํา 0.1 มิลลิโมลารY สารละลาย DPPH ในเมทานอล 1 มิลลิลิตร เติมใน
สารสกัดท่ีความเข9มข9นตeางๆ ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บeมไว9ท่ีอุณหภูมิห9องในท่ีมืด เปvนเวลา 30 นาที วัด
คeาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร เปรียบเทียบความสามารถในการกําจัดอนุมูล
อิสระโดยใช9สารมาตรฐานบิวทิลเลทเตดไฮดรอกซีโทลูอีน (BHT) ทําการทดลองตัวอยeางละ 3 ซํ้า 
คํานวณหาเปอรYเซ็นตYการต9านอนุมูลอิสระจากสูตร 

 
DPPH scavenging activity (% )   =   1  -   [ Asample – Ablank ]    x  100 

                  Acontrol  
 

3.4.8.2 ความสามารถในการเป̂นตัวรีดิวซ� (Reducing Power) 
      การทดสอบการต9านอนุมูลอิสระโดยวิธี Reducing Power ดัดแปลงจากวิธีของ 

Amin and Razieh (2007) นําสารละลายสารสกัดความเข9มข9นตeาง 2.5 มิลลิลิตร ผสมกับ 0.2 โม
ลารY โซเดียมฟอส เฟตบัฟเฟอรY พีเอช 6.6 ปริมาตร 2.5 มิลลิตร และ 1% สารละลายโพแทสเซียม
เฟอรYริคไซยาไนดY ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร เขยeาให9เข9ากัน อุeนท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปvนเวลา 
20 นาที เติม 10% สารละลาย กรดไตรคลอโร อะซิติก ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร นําสารผสมปrsนเหวี่ยง
ท่ี 650 รอบตeอนาที เปvนเวลา 10 นาที นําสารละลายใสสeวน บน 2.5 มิลลิลิตร เติมน้ําปราศจาก
ไอออน 2.5 มิลลิลิตร และ 0.1% สารละลายเฟอรYริคคลอไรดY ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เขยeาให9เข9ากัน 
นําไปวัดคeาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร โดยใช9วิตามินอีเปvนตัวควบ คุมบวก 
(positive control) ทําการทดลองตัวอยeางละ 3 ซํ้า คํานวณเปอรYเซ็นตYความสามารถในการเปvนตัว
รีดิวซYจากสูตร; %RP = (Asample / 1.2) x 100 
 
 
 
 

3.4.9. ประเมินผลการวิจัยทางสถิติ 
   ประเมินข9อมูลทางสถิติโดยการใช9แบบประเมินทางประสาทสัมผัส (Sensory 

Evaluation) แล9ววิ เคราะหYความแปรปรวนของข9อมูลด9วยวิธี  One-Way ANOVA และ 
Independent Sample Test, (p <0.05). 


