
 
 

 
 

บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการศึกษา 
  
 การศึกษาเรื่อง การปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาลอาหารของผูสัมผัสอาหารและคุณภาพอาหาร
ทางดานจุลชีววิทยาในรานจําหนายอาหารพรอมบริโภค คร้ังนี้ เปนการศึกษาเชิงพรรณนา 
(Descriptive Study) มีวัตถุประสงค เพื่อศึกษาการปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาลอาหารของผูสัมผัส
อาหารและวิเคราะหคุณภาพอาหารทางดานจุลชีววิทยาจากรานจําหนายอาหารพรอมบริโภคและ
วิเคราะหความสัมพันธระหวางการปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาลอาหารของผูสัมผัสอาหารกับคุณภาพ
อาหารทางดานจุลชีววิทยาของรานจําหนายอาหารพรอมบริโภคจํานวน 5 ราน ณ ตลาดภายใน
มหาวิทยาลัยของรัฐ ผูสัมผัสอาหาร จํานวน 10 คน โดยใชการสังเกตการปฏิบัติของผูสัมผัสอาหาร
พรอมบริโภคประเภทยํา สมตํา และสลัด สวนตัวอาหารใชการวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ  โดยมี
วิธีการศึกษาดังนี้ 
 
ประชากรและกลุมตัวอยาง 
 ประชากรที่ใชในการศึกษาครั้งนี้คือ ผูจําหนายอาหาร ณ ตลาดภายในมหาวิทยาลัยของรัฐ 
สวนกลุมตัวอยางเลือกแบบเจาะจงมี 2 กลุม ไดแก  

1. กลุมตัวอยางผูสัมผัสอาหารที่ทําหนาที่เตรียม ปรุงอาหาร และจําหนาย จํานวน 10 คน 
ในรานจําหนายอาหารพรอมบริโภคประเภทยํา สมตํา และสลัดจํานวน 5 ราน 

2.  กลุมตัวอยางอาหารพรอมบริโภคประเภทยํา สมตํา และสลัด ประเภทละ 3 ชนิด จํานวน 
5 ราน โดยแยกตามชนิดที่ไดรับความนิยมซึ่งสอบถามจากผูจําหนาย ประกอบดวย 
  อาหารประเภทยํา ไดแก ยํารวมมิตร(2 ตัวอยาง) ยําทะเล ยําวุนเสน ยําหอยแครง                     
และยําแหนม รวมกลุมตัวอยางประเภทยําจํานวน 6 ตัวอยาง 
  อาหารประเภทสมตํา ไดแก สมตําปูปลารา สมตําไทยใสปู และสมตําโคราช 
รวมกลุมตัวอยางประเภทสมตําจํานวน 3 ตัวอยาง 
  อาหารประเภทสลัด ไดแก สลัดรวมผักและผลไมน้ําขน (2 ตัวอยาง) สลัดผลไม 
น้ําขน สลัดผลไมน้ําใส และสลัดผักน้ําขน (2 ตัวอยาง) รวมกลุมตัวอยางประเภทสลัดจํานวน 6 
ตัวอยาง 
 รวมตัวอยางอาหารพรอมบริโภคทั้ง 3 ประเภทจํานวน 15 ตัวอยาง 



19 
 

เคร่ืองมือท่ีใชในการศึกษา 
1. แบบการสังเกตการปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาลของผูสัมผัสอาหารโดยปรับปรุงจากแบบ

สังเกตการปฏิบัติตามขอกําหนดดานสุขาภิบาลอาหารสําหรับรานอาหารของ กองสุขาภิบาลอาหาร
และน้ํา กรมอนามัย (2552) มีทั้งหมด 26  รายการโดยรายการที่ 1-14 เปนขอกําหนดดานการเตรียม
และการปรุงอาหารและรายการที่ 15-26 เปนขอกําหนดดานสุขาวิทยาสวนบุคคลของผูสัมผัสอาหาร
รายละเอียดแสดงในภาคผนวก ข เนื่องจากเปนขอกําหนดพื้นฐานดานสุขาภิบาลอาหารสําหรับ
รานอาหารผูสัมผัสอาหารตองปฏิบัติทุกขอถึงจะอยูในเกณฑที่ผาน มีเกณฑการใหคะแนน
ดังตอไปนี้ 

 การปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาลอาหาร         คะแนน 
  ไมผาน     0 
   ผาน     1 
การแปลผลคะแนนการปฏิบัติโดยใชคา เฉลี่ยของคะแนน  แลวนํามาเทียบเกณฑ                   

ดังนี้ 
เกณฑการปฏิบัติที่ดี (ตองปฏิบัติผานทุกขอ)  คือ คะแนนเฉลี่ย 1 
เกณฑการปฏิบัติที่ไมดี (ตองปฏิบัติไมผานขอใดขอหนึ่ง) คือ คะแนนเฉลี่ยนอยกวา 1 

 
2. เครื่องมือที่ใชในการตรวจหาเชื้อโคลิฟอรมทั้งหมด  ฟคอลโคลิฟอรม และ E.coli ใน

อาหารพรอมบริโภคประเภทยํา สมตํา และสลัด ใชวิธีการวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ วิธี MPN 
(most probable numberระบบ 3, 3, 3) มีรายละเอียดดังตอไปนี้ 

เครื่องมือประกอบดวย 
1.  ตูอบเพาะเชื้อ (Incubator)         
2.  หมอนึ่งอัดความดัน(Autoclave) 
3.  เตาอบรอน(Hot-air Sterilizing Oven) 
4.  เครื่องชั่งอยางละเอียด(Analytical balance)     
5.  เครื่อง Stomacher          

   อุปกรณประกอบดวย 
1. ถุงตีบด (Stomacher bag)   
2.  ปเปต (Sterile pipette) ขนาด 1.0 , 5.0 และ 10.0 มิลลิลิตร ซ่ึงผานการอบฆาเชื้อ

ที่อุณหภูมิ 160 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2-3 ช่ัวโมง รอใหเย็นที่อุณหภูมิหองกอนนําไปใช 
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3.  จานแกวเพาะเชื้อ (Petri dish) ขนาด 100x15 มิลลิเมตร ซ่ึงผานการอบอบฆาเชื้อ
ที่อุณหภูมิ 160 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2-3 ช่ัวโมง รอใหเย็นที่อุณหภูมิหองกอนนําไปใช 

4.  หลอดทดลองชนิดฝาปดหรือฝาเกลียวพลาสติก พรอมหลอดดักกาซ (Durham 
tube) 

5. หวงและเข็มเขี่ยเชื้อ (loop)   
   

การตรวจสอบคุณภาพของเครื่องมือ 
1. กรณีกลุมตัวอยาง คือ ผูสัมผัสอาหาร เครื่องมือที่ใชในการศึกษา ไดแก แบบการสังเกต

การปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาลอาหารของรานจําหนายอาหารพรอมบริโภค โดยทําการตรวจสอบ
คุณภาพของแบบสังเกต ดังนี้ 

1.1 การหาความตรงดานเนื้อหาของแบบสังเกตการปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาล
อาหารของรานจําหนายอาหารพรอมบริโภค ผูศึกษาไดนําแบบสังเกตการปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาล
อาหารของรานจําหนายอาหารพรอมบริโภค ใหผูทรงคุณวุฒิ 3 ทาน ตรวจสอบความครอบคลุมของ
เนื้อหา รวมทั้งแกไขสํานวนภาษา  

1.2 การหาความเชื่อมั่นของเครื่องมือโดยนําแบบสังเกตการปฏิบัติตามหลัก
สุขาภิบาลอาหารของรานจําหนายอาหารพรอมบริโภค ไปทดลองสังเกตกับผูสัมผัสอาหารคน
เดียวกันในรานจําหนายอาหารพรอมบริโภคอื่นๆ ที่จําหนาย ณ ตลาดภายในมหาวิทยาลัยของรัฐ
โดยใชผูสังเกต 2 คน นําผลมาพิจารณาความสอดคลองกันทุกรายการของผลการสังเกตโดยหาความ
เชื่อมั่นใชสัมประสิทธิ์สหสัมพันธแบบเพียรสัน (r) ไดคาความเชื่อมั่น 0.96  (เกียรติสุดา ศรีสุข, 
2549) 

2. กรณีกลุมตัวอยาง คือ ตัวอยางอาหารพรอมบริโภคประเภทยํา สมตํา และสลัด เครื่องมือ
ที่ใชในการศึกษา ไดแก เครื่องมือที่ใชในการตรวจหาเชื้อโคลิฟอรมทั้งหมด ฟคอลโคลิฟอรม และ 
E.coli ในอาหารพรอมบริโภค ใชวิธีการวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ วิธี MPN (most probable 
numberระบบ 3, 3, 3)  อุปกรณที่ใชมีมาตรฐานในการตรวจสอบคุณภาพอาหารทางดานจุลชีววิทยา
ในการวิเคราะหหาจุลินทรีย โดยวิธี Most Probable Number (MPN) ของภาควิชาเทคโนโลยี         
การพัฒนาผลิตภัณฑ คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม ผูศึกษาทําการวิเคราะหดวย
ตัวเอง  พรอมมี ผูชวยวิ เคราะหที่มีความรูดานจุลชีววิทยาทางอาหาร  โดยใชอุปกรณทาง
หองปฏิบัติการรายละเอียดแสดงในภาคผนวก จ และวิธีการวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ วิธี MPN 
(most probable numberระบบ 3, 3, 3) มีรายละเอียด ดังนี้ตอไปนี้ 
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 2.1 วิธีการวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ วิธี MPN (most probable number ระบบ  

3, 3, 3) มีหลักการคือ จุลินทรียจะมีการกระจายตัวอยางสม่ําเสมอในของเหลว ถาแบงของเหลวนี้
ออกเปนสวนเทาๆกัน แตละสวนจะมีปริมาณจุลินทรียใกลเคียงกัน อาจมากกวาหรือนอยกวาบาง 
โดยใชระบบ 3 หลอด หมายถึง จํานวนของหลอดเลี้ยงเชื้อที่ใชหมักตอปริมาณตัวอยางแตละ
ตัวอยางมี 3 หลอด มีปริมาณความเขมขนของตัวอยางอาหารที่ใชตางกันดังนี้คือ อัตราสวน 1:10, 
1:100  และ  1:1000  คาเฉลี่ยที่ไดนี้คือ MPN ซ่ึงเปนคาทางสถิติไมมีหนวย ซ่ึงวิธีนี้ เปนวิธีมาตรฐาน
ในการตรวจสอบคุณภาพอาหารทางด านจุ ล ชี ว วิ ทย า ในอาหารปรุ งสุ กทั่ ว ไปของ
กรมวิทยาศาสตรการแพทย  กระทรวงสาธารณสุข (ไพรินทร บุตรกระจาง, 2544) 

ความถูกตองของวิธี MPN (most probable numberระบบ 3, 3, 3) คือ มีการทดสอบ
ยืนยันของเชื้อโคลิฟอรมทั้งหมดโดยใชอาหารเหลว BGLB  สวนเชื้อ ฟคอลโคลิฟอรม ใชอาหาร
เหลว EC และ E.coli ใชอาหารแข็ง EMB และ PCA slant จากนั้นนําเชื้อไปตรวจขั้นสมบูรณ 

ความเชื่อมั่นของวิธี MPN (most probable numberระบบ 3, 3, 3) คือ การทําซ้ําใน
แตละระดับความเจือจางอัตราสวน 1:10  3 หลอด, 1:100 3 หลอด และ1:1000  3 หลอด        

 
วิธีดําเนินการ 

1. ทําการสอบถามรายการอาหารที่ไดรับความนิยมจากผูจําหนายอาหารพรอมบริโภค
ประเภทยํา 2 ราน สมตํา 1 ราน และสลัด 2 ราน ประเภทละ 3 ตัวอยางตอ 1 ราน  

2. สังเกตการปฏิบัติตัวของผูสัมผัสอาหารตามหลักสุขาภิบาลอาหารแบบไมมีสวนรวมใน
แตละรานที่จําหนายอาหารพรอมบริโภค ระหวางเดือนกุมภาพันธ – มีนาคม 2552 

3. เก็บตัวอยางอาหารพรอมบริโภคประเภทยํา สมตํา และสลัดในชวงเวลา 15.00 - 15.20 น.
โดยไมมีการแจงลวงหนา ทําการเก็บตัวอยางอาหารที่ปรุงเสร็จใหม โดยการซื้ออาหารใสในภาชนะ
บรรจุที่รานเตรียมไว  จากนั้นนําตัวอยางอาหารไปหองปฏิบัติการทันทีใชเวลาในการเดินทางตั้งแต
รานจําหนายอาหารพรอมบริโภคถึงหองปฏิบัติการประมาณ 30 นาที  เพื่อทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมี 
ทําการเก็บตัวอยางอาหารครั้งละ 15 ตัวอยาง ในครั้งที่ 1 วันที่ 17 กุมภาพันธ 2552 และครั้งที่ 2 วันที่  
24 กุมภาพันธ 2552 แตละครั้งหางกัน 1 สัปดาห ทําการทดสอบ 2 คร้ัง  
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4. การวิเคราะหคุณภาพอาหารทางดานจุลชีววิทยา รายละเอียดแสดงในภาคผนวก จ  

4.1 การเตรียมและการเจือจางอาหารตัวอยาง  
 

อาหารตัวอยาง+สารละลายบัฟเฟอรเบปโตน 
 

ตีปนอาหารตวัอยางเจือจางเปนอัตราสวน 1:10 
 

อาหารที่เจือจางแลว (1:10) + สารละลายบัฟเฟอรเปปโตน  
ตีปนอาหารตวัอยางเจือจางเปนอัตราสวน (1:100)  

 
อาหารที่เจือจางแลว (1:100) + สารละลายบัฟเฟอรเปปโตน  

 ตีปนอาหารตวัอยางเจือจางเปนอัตราสวน (1:1000)  
 

4.2 การหาเชื้อโคลิฟอรมทั้งหมด (การคัดกรอง) 
 

อาหารที่เจือจางแลวทั้ง 3 ระดับ (ระดบัละ 3 หลอด) + ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ A 
 

บมเพาะเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 35oC นาน 24±2 ช่ัวโมง 
 

อานผล 
 

หลอดที่เกิดกาซ    หลอดที่ไมเกดิกาซ 
 

  อานคา MPN/g     บมตอ 24±2 ช่ัวโมง 
 

      อานผล 
 

    หลอดที่เกิดกาซ                   หลอดที่ไมเกดิกาซ 
 

      อานคา MPN/g               ทําการฆาเชื้อ+ทําความสะอาด 
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4.3 การหาเชื้อโคลิฟอรมทั้งหมด (ขั้นยืนยัน)  
 

ผลจากขั้นคัดกรองหลอดที่เกิดกาซหลอดละ 1 ลูป 
 

ลงในอาหารเลีย้งเชื้อ B 
 

บมเพาะเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 35oC นาน 48±2 ช่ัวโมง 
 

อานผล 
 

                               หลอดที่เกิดกาซ  หลอดที่ไมเกดิกาซ 
 
       อานคา MPN/g  ของโคลิฟอรมทั้งหมด       ทําการฆาเชื้อ+ทําความสะอาด 
                   ตอกรัมอาหารตัวอยาง  

 
4.4 การหาเชื้อฟคอลโคลิฟอรม (ขั้นยืนยัน) 

 
ผลจากเชื้อโคลิฟอรมทั้งหมด หลอดที่เกดิกาซหลอดละ 1 ลูป 

 
ลงในอาหารเลีย้งเชื้อ C 

 
บมเพาะเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 45.5oC นาน 48ช่ัวโมง 

 
อานผล 

 
                               หลอดที่เกิดกาซ  หลอดที่ไมเกดิกาซ 
 
       อานคา MPN/g  ของฟคอลโคลิฟอรม         ทําการฆาเชื้อ+ทําความสะอาด 
                   ตอกรัมอาหารตัวอยาง  
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4.5 การหาเชื้อ E.coli (ขั้นยืนยัน)  
 

ผลจากเชื้อฟคอลโคลิฟอรม หลอดที่เกิดกาซหลอดละ 1 ลูป 
 

นํามาเขี่ยเชื้อลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ E 
      บมเพาะเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 35oC นาน 18-24 ช่ัวโมง 

           ตรวจสอบโคโลนี (มองดวยตา) 
 

มีสีโลหะ(Metallic sheen)เปน E.coli                          ไมมีสีโลหะ(Metallic sheen)ไมเปน  E.coli 
      

ถายเชื้อลงบนอาหารแข็ง PCA slant 
      บมเพาะเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 35oC นาน 18-24 ช่ัวโมง 

ทําการตรวจสอบขั้นสมบูรณ 
 

 ยอมติดสีดวย safranin  ทดสอบทางชีวเคมี (IMViC) 
 
                                        Indole  production       ผลบวก อาหารเลีย้งเชื้อเกิด       
        อานผล                สีแดงชั้นบน 
                                        ผลลบ อาหารเลี้ยงเชื้อเกดิสีเหลือง     
ยอมติดสีแกรมลบ(สีแดง)      ไมติดสี MR-inoculation       ผลบวก อาหารเลี้ยงเชือ้เกิดสีแดง 
                         ผลลบ อาหารเลี้ยงเชื้อเกดิสีเหลือง
เปน E.coli                      ไมเปน E.coli        VP-inoculation        ผลบวก อาหารเลี้ยงเชื้อเกิดสีชมพ ู
            ผลลบ อาหารเลี้ยงเชื้อเกิดสีเหลือง 
     Citrate utilization      ผลบวก อาหารเลี้ยงเชื้อเกิด 
             สีน้ําเงิน 
              ผลลบ อาหารเลี้ยงเชื้อเกิดสีเขียว 
    ใหผล ++--(biotype I) และ-+-- (biotype II) เปนเชื้อ E.coli  
    การสรางกาซในหลอดอาหารเหลว LST เปนเชื้อ E.coli  
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ตาราง 3.1  จํานวนหลอดทดสอบที่ใหผลบวกในอาหารตัวอยางที่เจือจางในอัตราสวน 1:10, 1:100 
และ 1:1000 และแปลผลเปน MPN ตออาหาร 1 กรัมในระดับความเชื่อมั่น 95% 

อัตราสวน ระดับความเชือ่ม่ัน 95% 

1:10 1:100 1:1000 

MPN ตอ
อาหาร 1 กรัม  ต่ําสุด สูงสุด 

0 0 0 <3.0 -- 9.5 
0 0 1 3.0 0.15 9.6 
0 1 0 3.0 0.15 11 
0 1 1 6.1 1.2 18 
0 2 0 6.2 1.2 18 
0 3 0 9.4 3.6 38 
1 0 0 3.6 0.17 18 
1 0 1 7.2 1.3 18 
1 0 2 11 3.6 38 
1 1 0 7.4 1.3 20 
1 1 1 11 3.6 38 
1 2 0 11 3.6 42 
1 2 1 15 4.5 42 
1 3 0 16 4.5 42 
2 0 0 9.2 1.4 38 
2 0 1 14 3.6 42 
2 0 2 20 4.5 42 
2 1 0 15 3.7 42 
2 1 1 20 4.5 42 
2 1 2 27 8.7 94 
2 2 0 21 4.5 42 
2 2 1 28 8.7 94 
2 2 2 35 8.7 94 
2 3 0 29 8.7 94 
2 3 1 36 8.7 94 

ตาราง 3.1   (ตอ) 
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อัตราสวน ระดับความเชือ่ม่ัน 95% 

1:10 1:100 1:1000 

MPN ตอ
อาหาร 1 กรัม ต่ําสุด สูงสุด 

3 0 0 23 4.6 94 
3 0 1 38 8.7 110 
3 0 2 64 17 180 
3 1 0 43 9 180 
3 1 1 75 17 200 
3 1 2 120 37 420 
3 1 3 160 40 420 
3 2 0 93 18 420 
3 2 1 150 37 420 
3 2 2 210 40 430 
3 2 3 290 90 1,000 
3 3 0 240 42 1,000 
3 3 1 460 90 2,000 
3 3 2 1100 180 4,100 
3 3 3 >1100 420 -- 

ที่มา : สุทัศน สุระวัง และอศิรพงษ พงษศริิกุล, 2543 
 
วิธีการรวบรวมขอมูล 

ผูศึกษาทําการเก็บรวบรวมขอมูลดวยตนเองและมีผูชวยวิเคราะหที่มีความรูดานจุลชีววิทยา
ทางอาหาร ดําเนินการ 
  บันทึกผลการสังเกตการปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาลอาหารของผูสัมผัสอาหารและผล       
การทดสอบตัวอยางอาหารลงในแบบบันทึก 
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ตาราง 3.2    อาหารพรอมบริโภคจําแนกตามความนิยม 
                     ตามความนยิม 
รานอาหาร 

อันดับที่ 1 อันดับที่ 2 อันดับที่ 3 

รานอาหารประเภทยํา 1 ยํารวมมิตร ยําทะเล ยําหอยแครง 

รานอาหารประเภทยํา 2 ยํารวมมิตร ยําวุนเสน ยําแหนม 

รานอาหารประเภทสมตํา  สมตําปูปลารา สมตําไทยใสปู สมตําโคราช 

รานอาหารประเภทสลัด 1 สลัดรวมผักและ          
ผลไมน้ําขน 

สลัดผลไมน้ําขน สลัดผักน้ําขน 

รานอาหารประเภทสลัด 2 สลัดรวมผักและ          
ผลไมน้ําขน 

สลัดผลไมน้ําใส สลัดผักน้ําขน 

รวมจํานวน                  5 ตัวอยาง 5 ตัวอยาง 5 ตัวอยาง 
 
การวิเคราะหขอมูลและสถิติท่ีใช 

ขอมูลที่ไดจากการการศึกษาครั้งนี้นํามาประมวลและวิเคราะห ดังรายละเอียดตอไปนี้ 
1. ผลการสังเกตแบบไมมีสวนรวมวิเคราะหหาคาคะแนนเฉลี่ย และคามัธยฐานของ

คะแนนเฉลี่ย จากนั้นนํามาเปรียบเทียบกับเกณฑการแปลผลคะแนนที่กําหนด  
2. ผลการตรวจวิเคราะหคุณภาพทางดานจุลิชีววิทยาในอาหารพรอมบริโภค   
3. หาความสัมพันธระหวางการปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาลอาหารของผูสัมผัสอาหารกับ

คุณภาพอาหารทางดานจุลชีววิทยาในรานจําหนายอาหารพรอมบริโภคโดยการเปรียบเทียบคะแนน
เฉลี่ยของการปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาลอาหารของผูสัมผัสอาหารกับคุณภาพอาหารทางดาน          
จุลชีววิทยาในรานจําหนายอาหารพรอมบริโภค 


