
 

บทที ่3 
 

วธิีด ำเนินกำรศึกษำ 
 
         การศึกษาเร่ือง การตรวจคดักรองการปนเป้ือนสารเมลามีนดว้ยชุดทดสอบในขนมท่ีมีนม
เป็นส่วนประกอบซ่ึงจ าหน่ายในบริเวณโรงเรียนอนุบาลเขตอ าเภอเมืองเชียงใหม่ เป็นการศึกษาเชิง
ส ารวจ และเชิงวเิคราะห์ มีวตัถุประสงคเ์พื่อตรวจคดักรองการปนเป้ือนสารเมลามีนโดยชุดทดสอบ
สารเมลามีนในขนมท่ีจ าหน่ายในบริเวณโรงเรียนอนุบาลสังกดัรัฐบาลและเอกชน เขตอ าเภอเมือง
เชียงใหม่ โดยมีวธีิด าเนินการศึกษา ดงัน้ี 

 
ประชำกรและกลุ่มตัวอย่ำง 

         ประชากร คือ ขนมท่ีมีนมเป็นส่วนประกอบ วางจ าหน่ายในร้านคา้ในบริเวณโรงเรียน
อนุบาลสังกดัรัฐบาล และเอกชน เขตอ าเภอเมืองเชียงใหม่ (ภาคผนวก ก)  
         กลุ่มตวัอยา่ง คือ ชนิดของขนมท่ีมีนมเป็นส่วนประกอบไดแ้ก่ ขนมเคก้ ขนมเครป ขนมปัง 
และขนมโตเกียว ตวัอย่างท่ีสุ่มเก็บเป็นขนมชนิดท่ีไม่มีเลขสารบบอาหาร (เลข อย.) ท าการเก็บ
ตวัอย่างละ 3 คร้ัง โดยมีระยะห่างในการเก็บเกินกว่า 1 สัปดาห์ เก็บตวัอย่างช่วงเวลาประมาณ 
15.30-17.00 น. ของทุกวนัท าการ  
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เคร่ืองมือทีใ่ช้ในกำรศึกษำ 
1. สารเคมี 

1.1 สารเคมีท่ีใชใ้นการตรวจคดักรองสารเมลามีน คือ ชุดทดสอบสารเมลามีน ควบคุม
การผลิตและมาตรฐานโดย รองศาสตราจารย ์ดร. เยาวมาลย ์คา้เจริญ  (ภาคผนวก ง) 
ซ่ึงประกอบไปดว้ย 

1.1.1 น ้ากลัน่ 
1.1.2 สาละลายมาตรฐานเมลามีนร้อยละ 0.1 
1.1.3 สารละลายซี 

1.2 สารเคมีท่ีใช้ในการตรวจสอบชุดทดสอบสารเมลามีน คือ ผงสารเมลามีน        
ความบริสุทธ์ิร้อยละ 99 (ภาคผนวก ข) 

2. เคร่ืองมือ และวสัดุอุปกรณ์ 
2.1  เคร่ืองมือ และวสัดุอุปกรณ์ท่ีใชใ้นการตรวจคดักรองสารเมลามีน 

   2.1.1 แท่งแกว้คน 
   2.1.2 ชอ้นตกัสาร 
         2.1.3 ครกบดอาหาร  
         2.1.4 หลอดหยอด (dropper)  
         2.1.5 กระดาษกรองยีห่อ้ Whatman No.4 
         2.1.6 บีคเกอร์ (beaker) ขนาด 100 ml  
         2.1.7 กระบอกตวง (measuring cylinder) ขนาด 100 ml 
         2.1.8 สพอ็ทเพลท หรือจานหลุมสีขาว (spot plate)  
            2.1.9 เคร่ืองชัง่ดิจิตอล ยีห่อ้ OHAUS รุ่น CL201  
        2.2 เคร่ืองมือ และวสัดุอุปกรณ์ท่ีใชใ้นการตรวจสอบคุณภาพชุดทดสอบสารเมลามีน 

2.2.1  volumetric flask ขนาด 100 และ 1000 ml  
2.2.2  graduated pipette ขนาด 1 และ 10 ml  
2.2.3  เคร่ืองชัง่ OHAUS ทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
2.2.5  filler pipette 
2.2.6  หลอดทดลอง 20 อนั (test tube) 
2.2.7  ตะแกรง (test tube rack) 
2.2.8  pasture pipette 
2.2.9  บีคเกอร์ (beaker) ขนาด 100 ml 
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กำรตรวจสอบคุณภำพชุดทดสอบ 
         1. การทดสอบความถูกตอ้ง (Accuracy) ของชุดทดสอบสารเมลามีน โดยเตรียมสารละลาย
เมลามีนท่ีทราบความเขม้ขน้ (stock standard solution 1,000 ppm) แลว้น าไปเจือจางเป็นระดบัต่างๆ 
(สารละลายเมลามีนความเขม้ขน้ 1, 10, 100 และ 1,000 ppm) (ภาคผนวก ข) จากนั้นน าไปทดสอบ
กบัชุดทดสอบสารเมลามีนตามวิธีการท่ีระบุไวใ้นเอกสารการใช้ชุดทดสอบ (ภาคผนวก ง) ท า    
การทดสอบความเขม้ขน้ละ 5 คร้ัง เม่ือชุดทดสอบท าปฏิกิริยากบัสารละลายเมลามีนจะแสดงผลเป็น
สีเหลือง และสีแดง (สีกุหลาบแดง) ผลท่ีไดดู้จากการเปล่ียนแปลงสีของสารละลายเมลามีนท่ีท า
ปฏิกิริยากบัชุดทดสอบ พบวา่สารละลายเมลามีนความเขม้ขน้ 1 ppm ให้ผลเป็นสีเหลืองทุกคร้ัง 
สารละลายเมลามีนความเขม้ขน้มากกว่า 10 ppm เป็นสีแดงทุกคร้ังในแต่ละคร้ังน ามาค านวณค่า 
ร้อยละความถูกต้อง การตรวจสอบทุกคร้ังในทุกความเข้มข้นสามารถระบุความถูกต้องได้
เหมือนเดิมทุกคร้ัง แสดงวา่มีความถูกตอ้งร้อยละ 100 (ตารางท่ี 3.1) 
 
ตำรำงที ่3.1 ผลการทดสอบความถูกตอ้งของชุดทดสอบสารเมลามีน 
สำรละลำยเมลำมนีที่ทรำบ 

ควำมเข้มข้น 
กำรเกดิสีของสำรละลำย (คร้ัง) ควำมถูกต้อง 

(คร้ัง) 
ระดบัควำมถูกต้อง 

(ร้อยละ) สีเหลอืง สีแดง 

สารละลายเมลามีน 1 ppm 5 0 5 100 
สารละลายเมลามีน 10 ppm 0 5 5 100 
สารละลายเมลามีน 100 ppm 0 5 5 100 
สารละลายเมลามีน 1000 ppm 0 5 5 100 
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         2. การทดสอบความไว (Sensitivity) ของชุดทดสอบสารเมลามีน เตรียมสารละลายเมลามีน
โดยท าการปรับระดบัความเขม้ขน้ของสารละลายตั้งแต่ 0 ppm ข้ึนไปทีละ 1 ความเขม้ขน้ (1 ppm) 
แล้วน าไปทดสอบกับชุดทดสอบสารเมลามีนเช่นเดียวกับการทดสอบความถูกต้อง เพื่อดู            
การเปล่ียนแปลงของสีสารละลาย (ภาคผนวก ค) จนไดค้วามเขม้ขน้ท่ีน าไปทดสอบกบัชุดทดสอบ
แลว้ให้ผลเป็นสีกุหลาบแดง ผลการทดสอบพบวา่สารละลายเมลามีนความเขม้ขน้ 0-6 ppm เม่ือท า
ปฏิกิริยากบัชุดทดสอบแลว้ไดสี้เหลือง ส่วนความเขม้ขน้ตั้งแต่ 9 ppm ข้ึนไป ให้ผลเป็นสีแดง แต่
ในช่วงความเขม้ขน้ท่ี 7-8 ppm ใหผ้ลเป็นสีส้ม แสดงวา่ชุดทดสอบน้ีสามารถแยกความแตกต่างไดท่ี้
ความเขม้ขน้ต ่ากวา่ 6 ppm ลงไป และสูงกวา่ 9 ppm ข้ึนไป แต่ไม่สามารถแยกความแตกต่างไดใ้น
ความเขม้ขน้ท่ี 7 และ 8 ppm (ตารางท่ี 3.2) 
 
ตำรำงที ่3.2 ผลการทดสอบความไวของชุดทดสอบสารเมลามีน 

สำรละลำยเมลำมนีควำมเข้มข้นต่ำงๆ 
กำรเกดิสีของสำรละลำย (คร้ัง) 

สีเหลอืง สีส้ม สีแดง 

สารละลายเมลามีนความเขม้ขน้ 0 ppm 5 0 0 
สารละลายเมลามีนความเขม้ขน้ 1 ppm 5 0 0 
สารละลายเมลามีนความเขม้ขน้ 2 ppm 5 0 0 
สารละลายเมลามีนความเขม้ขน้ 3 ppm 5 0 0 
สารละลายเมลามีนความเขม้ขน้ 4 ppm 5 0 0 
สารละลายเมลามีนความเขม้ขน้ 5 ppm 5 0 0 
สารละลายเมลามีนความเขม้ขน้ 6 ppm 5 0 0 
สารละลายเมลามีนความเขม้ขน้ 7 ppm 0 5 0 
สารละลายเมลามีนความเขม้ขน้ 8 ppm 0 5 0 
สารละลายเมลามีนความเขม้ขน้ 9 ppm 0 0 5 
สารละลายเมลามีนความเขม้ขน้ 10 ppm 0 0 5 
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กำรเกบ็รวบรวมข้อมูล 
1. กำรส ำรวจ ร้านคา้ในบริเวณโรงเรียนอนุบาลสังกดัรัฐบาล และเอกชน เขตอ าเภอเมือง

เชียงใหม่ ซ่ึงข้ึนทะเบียนกบัส านกังานเขตพื้นท่ีการศึกษาเชียงใหม่ เขต 1 (ภาคผนวก ก) จากการ
ส ารวจโรงเรียนทั้ง 71 โรงเรียน แบ่งออกเป็น สังกดัรัฐบาล 28 โรงเรียน และสังกดัเอกชน 43 
โรงเรียน พบว่าร้านค้าในบริเวณโรงเรียนอนุบาลทั้งสองสังกัดมีการจ าหน่ายขนมท่ีมีนมเป็น
ส่วนประกอบ และไม่มีเลขสารบบอาหาร คลา้ยคลึงกนัอยู ่4 ชนิด คือ ขนมเคก้ ขนมเครป ขนมปัง 
และขนมโตเกียว จ าหน่ายในร้านคา้ในบริเวณโรงเรียนทั้งหมด 49 โรงเรียน โดยมีสังกดัรัฐบาล 26 
โรงเรียน และสังกดัเอกชน 23 โรงเรียน ท าการส ารวจเฉพาะสังกดัรัฐบาล พบวา่มีร้านคา้จ าหน่าย
ขนมเคก้ 9 โรงเรียน ขนมเครป 1 โรงเรียน ขนมปัง 22 โรงเรียน และขนมโตเกียว 1 โรงเรียน 
ส ารวจเฉพาะสังกดัเอกชน พบวา่มีการจ าหน่ายขนมเคก้ 17 โรงเรียน ขนมเครป 10 โรงเรียน ขนม
ปัง 15 โรงเรียน และขนมโตเกียว 9 โรงเรียน  
          2. กำรสุ่มตัวอย่ำง และกำรตรวจคัดกรองกำรปนเป้ือนสำรเมลำมีนในขนมที่มีนมเป็น
ส่วนประกอบ  จากร้านคา้ในบริเวณแต่ละโรงเรียนท่ีคดัเลือกมาจากขอ้ 1 สุ่มร้านคา้แบบบงัเอิญ สุ่ม
ซ้ือขนมท่ีมีนมเป็นส่วนประกอบแบบเจาะจง เก็บตวัอยา่งขนมแต่ละชนิดตามสภาพของการขายจริง 
เก็บชนิดของขนมละ 1 ตวัอยา่ง ต่อการสุ่ม 1 คร้ัง ท าการสุ่มซ ้ า 3 คร้ัง จากร้านคา้เดิม และชนิดขนม
เดิม โดยเก็บตวัอย่างช่วงเวลาประมาณ 15.30-17.00 น. ของทุกวนัท าการ มีระยะห่างในการเก็บ
ตวัอยา่งห่างกนัเกินกวา่ 1 สัปดาห์ เพื่อให้ไดสิ้นคา้จากการผลิตคร้ังใหม่ จากนั้นน าตวัอยา่งขนมท่ี
เก็บไดต้รวจคดักรองหาสารเมลามีนดว้ยชุดทดสอบสารเมลามีน  3 ซ ้ า (ภาคผนวก ค) ประกอบไป
ดว้ยขั้นตอน ดงัน้ี  
  2.1 กำรเตรียมสำรควบคุมมำตรฐำนลบและบวก หยดน ้ ากลัน่จ  านวน 10 หยด ลง
ในหลุมท่ี 1 ของจานหลุมสีขาวซ่ึงจะเป็นตวัอย่างสีของสารควบคุมมาตรฐานลบ (-) และหยด
สารละลายมาตรฐานเมลามีนร้อยละ 0.1 ท่ีมีอยูใ่นชุดทดสอบลงให้หลุมท่ี 2 ซ่ึงเป็นสารควบคุม
มาตรฐานบวก (+) ในแต่ละหลุมหยดน ้ายาทดสอบสารละลายซีท่ีมีในชุดทดสอบเมลามีนลงไป 1-2 
หยดต่อหลุม ขยบัภาชนะเบาๆ ให้น ้ ายาผสมเขา้กนัรอจนเกิดการเปล่ียนแปลงสี โดยหลุมควบคุมท่ี
ใหผ้ลเป็นลบจะมีสีเหลือง ส่วนหลุมควบคุมท่ีใหผ้ลเป็นบวกจะมีสีกุหลาบแดง  
  2.2 กำรเตรียมตัวอย่ำงขนมก่อนกำรวิเครำะห์ โดยใช้ครกบดตวัอย่างให้ละเอียด 
แลว้ชัง่ตวัอย่างท่ีบดแลว้ 8 กรัม ใส่ในบีคเกอร์ขนาด 100 มิลลิลิตร เติมน ้ ากลัน่ 80 มิลลิลิตร                
คนส่วนประกอบให้เขา้กนั ตั้งไว ้ทิ้งให้ตกตะกอน แล้วกรองเฉพาะส่วนบนด้วยกระดาษกรอง 
Whatman No.4 ได้สารละลายส่วนใส ดูดเอาน ้ าส่วนใสมาทดสอบจ านวน 10 หยด ลงให้           
หลุมท่ี 3  
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  2.3 กำรประเมินผล ในตวัอย่างถา้หลุมท่ี 3 ซ่ึงเป็นหลุมของตวัอย่าง หยดน ้ ายา
ทดสอบสารละลายซีท่ีมีในชุดทดสอบสารเมลามีนลงไป 1-2 หยดต่อหลุม ขยบัภาชนะเบาๆ ให้
น ้ายาผสมเขา้กนัรอจนเกิดการเปล่ียนแปลงสี หากตวัอยา่งเกิดสีเหลือง ให้หยุดการทดสอบขั้นตอน
ต่อไป แต่หากตวัอย่างเกิดเป็นสีกุหลาบแดงแสดงว่ามีการปนเป้ือนของสารเมลามีนในตวัอย่าง
อาหารนั้น ซ่ึงตอ้งมีการทดสอบซ ้ าอีกคร้ัง  
  2.4 กำรทดสอบซ ้ำในตัวอย่ำงที่ให้ผลเป็นบวก หยดตวัอยา่งสารละลายใสท่ีไดจ้าก
ตวัอยา่ง 1 หยดในหลุมท่ี 4 แลว้หยดน ้ ากลัน่จ  านวน 9 หยด เพื่อเจือจางให้ลดลง 10 เท่า แลว้หยด
น ้ายาทดสอบสารละลายซี 1-2 หยด เขยา่เบาๆ ให้เขา้กนั ถา้สารละลายท่ีไดย้งัคงมีสีกุหลาบแดงอยู่
แสดงว่าตวัอย่างนั้นมีการปนเป้ือนสารเมลามีนเกินพิกดั ในกรณีท่ีตวัอยา่งซ ้ าใดซ ้ าหน่ึงตรวจดว้ย
ชุดทดสอบสารเมลามีน พบวา่มีการปนเป้ือนเกินพิกดั ให้น าตวัอยา่งขนมดงักล่าวไปตรวจสอบใน
ห้องปฏิบติัการของศูนยว์ิทยาศาสตร์การแพทยเ์ขต 10 เชียงใหม่ เพื่อหาปริมาณสารเมลามีนท่ี
ปนเป้ือน ดว้ยวธีิมาตรฐานซ่ึงเป็นการวเิคราะห์โดยใชว้ธีิ LC/MS-MS  
  3. กำรเประเมินควำมเส่ียงต่อกำรปนเป้ือนของสำรเมลำมีนในขนม  จากขอ้มูลท่ีไดใ้นขอ้ 2 
น าผลท่ีไดข้องการสุ่มทั้ง 3 ซ ้ า ของขนมแต่ละชนิดในแต่ละสังกดัโรงเรียน น ามาประเมินโดย     
การใช้เกณฑ์ในการประเมินระดบัความเส่ียงต่อการปนเป้ือนเมลามีน ซ่ึงเกณฑ์ในการประเมิน
ระดบัความเส่ียงต่อการปนเป้ือนเมลามีนน้ีก าหนดข้ึนเพื่อใหส้อดคลอ้งกบัผลของการทดสอบความ
ไวของชุดทดสอบ และเกณฑม์าตรฐานท่ีกฎหมายอนุญาตใหมี้สารเมลามีนในอาหาร ดงัน้ี 
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ตำรำงที ่3.3 เกณฑใ์นการประเมินระดบัความเส่ียงต่อการปนเป้ือนเมลามีน 

ระดบัควำมเส่ียง ควำมเส่ียง ผลกำรตรวจ ควำมหมำย 

1 ความเส่ียงต ่า ส ารละลาย ท่ีท าป ฏิ กิ ริ ย ากับ ชุ ด
ทดสอบก่อนการเ จือจางแล้ว มี สี
เหลือง 

อาจมีการปนเป้ือนสารเมลามีน
ตั้งแต่ 0-6 ppm  

2 ความเส่ียงปานกลาง สารละลาย ท่ีท าป ฏิ กิ ริ ย ากับ ชุ ด
ทดสอบก่อนการเ จือจางแล้ว มี สี
กหุลาบแดง แต่หลงัการเจือจางแลว้มี
สีเหลือง 

อาจมีการปนเป้ือนสารเมลามีน
ในช่วง 9-60 ppm  

3 ความเส่ียงมาก สารละลาย ท่ีท าป ฏิ กิ ริ ย ากับ ชุ ด
ทดสอบก่อนการเ จือจางแล้ว มี สี
กหุลาบแดง แต่หลงัการเจือจางแลว้มี
สีสม้ 

อาจมีการปนเป้ือนสารเมลามีน
ในช่วง 70-80 ppm 

4 ความเส่ียงสูง สารละลาย ท่ีท าป ฏิ กิ ริ ย ากับ ชุ ด
ทดสอบแลว้มีสีกุหลาบแดงทั้ งก่อน
และหลงัการเจือจาง  

อาจมีการปนเป้ือนเกินสารเมลา
มีนเกินพิกดั (มากกวา่ 90 ppm ข้ึน
ไป) 

หมายเหตุ  : จากทุกตวัอยา่งท่ีมีการตรวจ 3 ซ ้ า ถา้มีเพียง 1 ซ ้ า หรือ 2 ซ ้ า ท่ีแสดงค่าระดบัความ
เส่ียงอยูใ่นระดบัความเส่ียงท่ีมีตวัเลขมาก ใหถื้อวา่ตวัอยา่งนั้นมีระดบัความเส่ียงตามตวัเลขมากนั้น 
                  ขอ้มูลท่ีไดจ้ากการศึกษาในคร้ังน้ีน ามาวิเคราะห์ขอ้มูลในแต่ละกลุ่มโรงเรียนเพื่อหา
ระดบัความเส่ียง คิดเป็นร้อยละเพื่อเปรียบเทียบกนั  
 
กำรวเิครำะห์ข้อมูลและสถิติทีใ่ช้ 
         ผูศึ้กษาวเิคราะห์ขอ้มูลโดยใชค้่าสถิติ คือ ค่าร้อยละ  
 
สถำนทีด่ ำเนินกำรศึกษำ 
         สถานท่ีด า เนินการตรวจคัดกรองสารเมลามีนคือ สาขาโภชนศาสตร์ศึกษา และ
หอ้งปฏิบติัการ คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 


