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คํานํา 
 
 โครงการเพิ่มผลผลิตน้ํานมดิบเพื่อลดการนําเขา  เปนโครงการยอยในโครงการเกษตรกูชาติ  มีเปาหมายใน
การถายทอดความรูและเทคโนโลยีใหม ๆ ใหเกษตรกรผูเล้ียงโคนมและผูที่เกี่ยวของ  ซ่ึงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  
โดยการสนับสนุนของทบวงมหาวิทยาลัยไดรับการจัดสรรงบประมาณแผนดินใหนํามาปฏิบัติภารกิจที่เคยใน
โครงการบริการวิชาการ “เกษตรกูชาติ”  ตอเนื่องเปนปที่ 5  เพื่อขยายผลงานวิชาการสูเกษตรกรในการชวยฟนฟู
เศรษฐกิจของประเทศ 
 เอกสารเผยแพรวิชาการเรื่อง     “คูมือการตรวจสอบคุณภาพน้ํานม”    จัดทําขึ้นโดยคณะทํางานดานโคนม 
คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  ซ่ึงมีความรูและประสบการณจากการปฏิบัติงานอยางใกลชิดกับ
เกษตรกรในพื้นที่  โดยเฉพาะพื้นที่การเลี้ยงโคนมในเขตภาคตะวันตกของประเทศไดแก  ราชบุรี กาญจนบุรี และ
นครปฐม 
 มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  หวังเปนอยางยิ่งวาเอกสารวิชาการฉบับนี้จะเปนประโยชนยิ่งสําหรับผูที่
เกี่ยวของ  โดยเฉพาะผูปฏิบัติงานในสวนของการตรวจสอบคุณภาพน้ํานมดิบ  ซ่ึงเปนสวนหนึ่งของการมีสวนรวม
รับผิดชอบคุณภาพชีวิตของผูบริโภคภายในประเทศไทยของเรา 
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บทนํา 
 
 การตรวจสอบคุณภาพน้ํานมดิบ เปนวิธีที่ใชทดสอบวาคุณภาพน้ํานมดิบที่ผลิตไดจากฟารมโคนมมี
คุณภาพดีหรือไม  กอนนําไปแปรรูปเปนผลิตภัณฑสําคัญบริโภคตอไป  โดยทําการตรวจสอบโดยหองปฏิบัติการ
ของศูนยรวมน้ํานมดิบของสหกรณหรือบริษัทเอกชน  เปนการคัดกรองน้ํานมดิบคุณภาพดีและยังผลตอราคาน้ํานม
ดิบที่เหมาะสม 
 นอกจากนี้การตรวจสอบคุณภาพน้ํานม ผลที่ไดจากการตรวจสอบบางครั้งยังใชเปนประโยชนในการเฝา
ระวังปญหาการผลิตคุณภาพน้ํานมดิบต่ํากวาเกณฑมาตรฐานในระดับฟารมและศูนยรวมน้ํานมดิบ  นําไปสู
กระบวนการหาแนวทางในการแกไขและปองกันตอไปในอนาคต  เพื่อประโยชนสูงสุดสําหรับเกษตรกรผูเล้ียงโค
นม และผูเกี่ยวของอื่นโดยเฉพาะผูบริโภค 
 คณะผูทํางานดานโคนม คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร เล็งเห็นความสําคัญดานการ
ตรวจสอบคุณภาพน้ํานมดิบ จึงไดจัดทําเอกสารฉบับนี้ขึ้นเพื่อเผยแพรความรูแกผูสนใจ โดยเฉพาะอยางยิ่ง
หองปฏิบัติการตรวจสอบคุณภาพน้ํานมดิบ ไดรวบรวมวิธีการตรวจสอบคุณภาพน้ํานมดิบหลายวิธี แตกตางตาม
วัตถุประสงคการตรวจ และหวังเปนอยางยิ่งวาเอกสารฉบับนี้จะเปนประโยชนอยางมากสําหรับผูปฏิบัติงานใน
หองปฏิบัติการตรวจสอบคุณภาพน้ํานม 
 
 

คณะผูจัดทาํ 
สิงหาคม  2546 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



สารบัญ 
 

     หนา 
การตรวจสอบคุณภาพน้ํานม  1 
วิธีการเก็บตวัอยางน้ํานม     3 
ตรวจการตกตะกอนดวยแอลกอฮอล 

Alcohol Test     6 
Alizarin Alcohol Test     7 

Clot On Boiling     9 
การทดสอบความเปนกรดในน้ํานม    

โดยวิธีไตรเตรชั่น (Tritration)                                                                                                   10 
             โดยใช pH  Meter  11 
Dye Reduction Test      
             Methylene Blue Reduction Test  12 
 Resazurin Reduction Test  15 
การตรวจนับแบคทีเรียในน้ํานม  
(Total plate count or standard plate count)  18 
การเพาะเชื้อแบคทีเรียในน้ํานม  
(Bacterial culture and Identification)  27 
การทดสอบความไวของยา  
(Antimicrobial Susceptibility Testing)                                                        57 
การตรวจหายาปฏิชีวนะตกคางในน้ํานม 
โดย  โยเกิรตเทสต KU-NP-Ab1                                                                                                 67 
การตรวจหาปริมาณไขมันน้าํนม (Milk fat)  
โดย Gerber Butterfat Test 69   
เอกสารอางอิง 73 
 
 
 
 
 
 
 



การตรวจสอบคุณภาพน้ํานม 
 
 การตรวจสอบคุณภาพน้ํานมในเอกสารฉบบันี้  เรียบเรียงเพื่อเปนคูมือการตรวจสอบคุณภาพใน
หองปฏิบัติการ  เหมาะสําหรับผูทํางานในหองปฏิบัติการ  
  
แบงตามวัตถปุระสงคใหญ ๆ 3 ประการคือ 

1.  การตรวจคณุภาพน้ํานมในเบื้องตน(Screening Test) เพื่อแยกคุณภาพน้ํานมที่ดี  ออกจากน้ํานมที่ไมมี 
คุณภาพ  ไดแก 

- ตรวจการตกตะกอนดวยแอลกอฮอล(Alcohol Precipitation) 
- Clot-On-Boiling Test 
- การทดสอบความเปนกรดในน้ํานม(Acidity Test) 
- Dye Reduction Test 

 2.   การตรวจสอบคุณภาพน้ํานมในดานสุขศาสตรน้ํานม  โดยการตรวจหาเชื้อจุลชีพโดยเฉพาะเชื้อ
แบคทีเรียที่เปนสาเหตุของโรคเตานมอักเสบของแมโครวมทั้งเชื้อแบคทีเรียที่ปนเปอนลงไปในถังน้ํานมรวม
ระหวางการรีดนมเนื่องจากมีการจัดการการรีดนมที่ไมถูกอนามัย  นอกจากนี้ยังรวมถึงการทดสอบความไวของยา
เพื่อเปนแนวทางในการเลือกใชยาที่เหมาะสมที่สุดในการรักษาโรคเตานมอักเสบและการตรวจหายาปฏิชีวนะที่
ปนเปอนหรือตกคางในน้ํานมโค  ซ่ึงชวยลดปญหาในการเกิดเชื้อดื้อยาอันอาจจะเปนปญหาดานสุขภาพตอผูบริโภค 
ไดแก 
  - การตรวจนับแบคทีเรียในน้าํนม(Total plate count or standard plate count) 
  - การเพาะเชื้อแบคทีเรียในน้าํนม(Bacterial Culture and Identification) 
  - การตรวจนับแบคทีเรียดวยกลองจุลทรรศน(Direct Microscopic Method) 

- การทดสอบความไวของยา(Antimicrobial Susceptibility Testing) 
- การตรวจสอบยาปฏิชีวนะตกคางในน้ํานมโคดวยวิธี โยเกิรตเทสต KU-NP-Ab1   

 3.  การตรวจหาสวนประกอบน้ํานม  ไดแก  การตรวจหาปริมาณไขมันน้ํานม(Milk fat) โดยวิธี Gerber 
Butterfat  เปนวิธีที่ไมซับซอนและใชเวลาไมมากนัก สวนองคประกอบน้ํานมอื่น ๆ เชน โปรตีน(Protein) ของแข็ง
ทั้งหมดในน้ํานม(Total solid; TS) และของแข็งไมรวมไขมันนม(Solid not fat; SNF)  คอนขางซับซอนและใช
เวลานานไมเหมาะสมในการตรวจในหองปฏิบัติการในระดับสหกรณ  อยางไรก็ตามองคประกอบน้ํานม สามารถ
ตรวจโดยใชเครื่องตรวจสวนประกอบน้ํานมไดในเวลาอันรวดเร็ว  นอกจากนี้ยังมีเครื่องตรวจเซลลโซมาติก
(Somatic cell count) แตเครื่องตรวจนี้มีราคาคอนขางแพง  อยางไรก็ตามเกษตรกรสามารถสงตัวอยางน้ํานมไป
ตรวจไดที่กลุมตรวจสอบคุณภาพน้ํานมและผลิตภัณฑนม  สํานักพัฒนาการปศุสัตวและถายทอดเทคโนโลยีและ
สํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว  ซ่ึงหนวยงานดังกลาวขึ้นอยูกับกรมปศุสัตวสามารถสอบถามรายละเอียด
ไดที่หมายเลข 0-2653-4444  และ 0-2501-1216 
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 นอกจากนี้ไดรวบรวมวิธีการเก็บตัวอยางน้ํานม  ซ่ึงเปนสวนที่สําคัญที่ไมควรมองขาม  เพราะหากเก็บ
ตัวอยางไมถูกตอง  ตัวอยางน้ํานมนั้นจะมิใชตัวแทนของน้ํานมของโคนมหรือฟารมนั้น  เกิดความผิดพลาดในการ
วิเคราะหหรือแปลผลที่ถูกตองได 
 หากตองการทราบรายละเอียดที่นอกเหนือจากคูมือฉบับนี้  หาขอมูลเพิ่มเติมไดจากเอกสารอางอิงทายเลม 
หรือสามารถขอคําแนะนําไดจากหนวยจุลชีววิทยา โรงพยาบาลสัตว มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร หนองโพ 
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วิธีการเก็บตัวอยางน้ํานม 
 
 การเก็บตัวอยางน้ํานมสิ่งที่สําคัญ  ตองปฏิบัติใหถูกตองเพื่อตัวอยางนั้นจะไดเปนตัวแทนของน้ํานมจากโค
หรือถังน้ํานมรวมอยางแทจริง 
 โดยเฉพาะอยางยิ่งการตรวจวิเคราะหดานแบคทีเรียตองระวังเรื่องความสะอาดและการปนเปอนเชื้อจุลชีพ
อ่ืน ๆ ระหวางทําการเก็บตัวอยาง 
 
อุปกรณการเก็บตัวอยาง 

1. หลอดเก็บตวัอยางหรือขวดชนิดที่มีฝาปด  
2. เครื่องมือที่ใชคน(Plunger, Aligator หรือ Dipper) 
3. Rack สําหรับวางหลอดเก็บตัวอยาง 
4. สําลีแอลกอฮอล 70 % (70%Ethyl หรือ Isopropyalcohol) 
5. ปากกากนัน้ํา 
6. ถุงพลาสติก(ถุงเย็น) และหนงัยาง 
7. กระติกน้ําแข็ง และน้ําแข็ง 

 
ขั้นตอนการเก็บตัวอยาง 

1. การเก็บตัวอยางจากแมโคโดยตรง 
1.1 เก็บจากภาชนะบรรจุนมของแมโคแตละตัว (ถังรีดนม) ภายหลังจากรีดนมเสร็จแลว 
 คนตัวอยางน้ํานมใหเขากัน แลวใช Dipper เก็บน้ํานม 
1.2 หากตองเก็บตวัอยางน้ํานมเพื่อวิเคราะหหาเชื้อจุลชีพที่ทําใหเกิดเตานมอักเสบ 

มีขั้นตอนการเก็บตัวอยางดังนี้ 
(1) ควรเก็บตัวอยางนมกอนหรือหลังการรีดนมอยางนอย 6 ช่ังโมง  ทําความสะอาดบริเวณ 

หัวนมของเตาที่จะเก็บตัวอยาง โดยเช็ดดวยแอลกอฮอลใหสะอาด (โดยเฉพาะบริเวณรูหัวนม) และรอใหแหงกอน
เก็บตัวอยาง มือของผูที่ทําการเก็บตัวอยางตองสะอาดและแหง 

(2) รีดนมทิ้ง 2-3 สาย 
(3) เปดฝาหลอดเก็บตัวอยางระวังอยาใหปากหลอดสัมผัสกับหัวนม (Teat) รีดนมเก็บใสใน 

หลอดเก็บตัวอยางอยาใหนิ้วสัมผัสกับหัวนม ปริมาณตัวอยางน้ํานมไมควรเกิน 2 ใน 3 ของปริมาตรความจุของ
หลอด 

(4) ระบุช่ือตัวอยางใหชัดเจน 
(5) เก็บตัวอยางนมกอนทําการรกัษา 
(6) แชตัวอยางนมในกระติกน้ําแข็งและสงหองปฏิบัติการทันที (ควรทําการวิเคราะหตัวอยางนม 

ภายใน 24 ช่ัวโมง) 
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2. การเก็บตัวอยางจากถังน้าํนมรวม  
1. คนน้ํานมเพื่อใหครีมกระจายไปทั่ว 
2. ใช Dipper ตักน้ํานมใสขวดเก็บตัวอยาง (ใสนมประมาณ 3/4 ของขวดเก็บตัวอยาง) 
3. ระบุรายละเอียดตัวอยางใหชัดเจน  แชตัวอยางนมในกระติกน้ําแข็งและสงหองปฏิบัติการทันที   

(ควรทําการวิเคราะหตัวอยางนมภายใน 24 ช่ัวโมง) 
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ตรวจการตกตะกอนดวยแอลกอฮอล 
 
 การตรวจตวัอยางน้ํานมโดยดูการตกตะกอนดวยแอลกอฮอล  เปนการตรวจคุณภาพน้ํานมในเบือ้งตน

วามีคุณภาพดหีรือไม  ซ่ึงมี 2 วิธีไดแก  Alcohol test และ Alizarin alcohol test  โดยมีการทดสอบ Clot-on-boiling  
เปนการยนืยนัผลการทดสอบการตกตะกอนดวยแอลกอฮอล 
 
1.  Alcohol  Test 
 การทดสอบนีส้ามารถทําไดงาย สะดวก  และรวดเรว็  ทําใหทราบถึงคุณภาพน้ํานมวาเหมาะทีจ่ะนาํไปผลิต
นมพาสเจอรไรซหรือขบวนการแปรรูปอื่น ๆ โดยผานความรอนหรือไม  ซ่ึงเปนการทดสอบเสถียรภาพของโปรตีน 
น้ํานมที่เปนกรดเมื่อทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอลจะเกดิการตกตะกอน(Precipitation) ถือวาใหผลบวก (Positive)  แต
ถานมมีคุณภาพดีจะไมเกดิการตกตะกอนขึน้ 
 
วิธีนี้มีขอพึงระวังดังนี ้

1. ถาใชแอลกอฮอลที่มีความเขมขนต่ําจะเกิดปฏิกิริยาชา  แตถาใชแอลกอฮอลที่มีความเขมขนสูงจะ 
ใหผลไมแนนอน(False positive) 

2. น้ํานมเหลือง (Colostrum) และน้ํานมจากเตานมอักเสบ (Mastitis) จะใหผลบวก 
 
อุปกรณและสารเคมี 

1. 68% Ethanol  
เตรียมโดยใช 95% Ethanol (Absolute) ผสมกบัน้ํากลั่น เชน  ถาตองการ 68% Ethanol  1  ลิตร  เตรียม 

ไดโดยคํานวณจากสูตร M1V1 = M2V2 

   M1 = ความเขมขนของสารละลายตั้งตน  ซ่ึงก็คอื 95 (95% Ethanol) 
   M2 = ความเขมขนใหมของสารละลายที่ตองการ ณ ที่นี้คือ  

68 (68% Ehtonol) 
   V1 = ปริมาตรของสารละลายตั้งตนที่ตองการใช (เปนคาที่ตองคํานวณ) 

V2 = ปริมาตรของสารละลายใหมที่ตองการนั่นคือ 1 ลิตร หรือ 1,000  
  มิลลิลิตร  

แทนคาในสตูร  
M1V1 = M2V2 
95 V1  =  68 x 1,000 
V1       =  68 x 1,000 

        95 
                        =  715.80 
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ดังนั้น  ตองตวงปริมาตร 95% Ethanol  715.80 ml จากนัน้เติมน้ําใหครบ 1,000 ml สารละลายที่ไดก็ 
คือ 68% Ethanol  

หมายเหตุ   สามารถใชหลักการคํานวณนี้ใชในการเตรียมสารละลายอื่น ๆได 
2. หลอดแกว (Test tube) 
3. Pipette  ขนาด 1, 10 ml 
4. Rack ใสหลอดแกว 

 
วิธีการทดสอบ 

ใช  Pipette ดูดตัวอยางนม และ 68% Ethanol ในปริมาตรเทากัน (1:1) คนใหเขากัน ถาสงสัยวาใหผลบวก 
ลองทําการตรวจซ้ําดวย Clot-on-boiling  test 

 
         
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ดูดตัวอยางน้ํานม และ แอลกอฮอล ในอัตราสวน 1:1 
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                          เปรียบเทียบตัวอยางทีใ่หผลบวก(Positive) และผลลบ(Negative) 

(ก) นมที่มาจากโคที่เปนเตานมอักเสบพบตะกอนจะใหผลบวก (Positive) 
               (ข) นมคุณภาพดีไมพบตะกอนจะใหผลลบ (Negative) 
 

2. Alizarin  Alcohol Test 
เปนการทดสอบเหมือน Alcohol Test แตเตมิสีคือ  Alizarin  ซ ึ่งเปลี่ยนไปตามสภาพความเปนกรด  

(Color Indicator ) ทําใหเหน็การเปลี่ยนแปลงไดชัดเจนขึ้น 
 
วิธีการเตรียม Alizarin  Alcohol Solution 
อุปกรณและสารเคมี 

1.  Alizarin powder 2 g. 
2.  68 % Alcohol 
3.  0.1 N  Na2CO3 หรือ 0.1 N  HCl หรือ 0.1N  NaOH หรือ 0.1 N  H2SO4 
4.  กระดาษกรอง 
5.  Flask ขนาด 1.5 L 
6.  หลอดแกว (Test Tube) 
7.  Rack ใสหลอดแกว 

 
การเตรียม 

Alizarin powder 2 g. ใสลงใน Flask ที่มี 68 % Alcohol 1,000  ml เขยาให Alizarin powder ละลาย       
กรองเอากาศออก ตั้งทิ้งไว 24 ช่ัวโมง  ปรับ pH  ดวย 0.1 N Na2CO3 หรือ 0.1 N HCl หรือ 0.1 NaOH หรือ 0.1 N 
H2SO4  ใหได  pH 5.8-6.3 
 
วิธีทดสอบ 

ทําเชนเดยีวกบั Alcohol test 

(ก)      (ข)   
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การอานผล 
สีที่เกิดขึ้นจะจางหรือเขมขึ้นอยูกับปริมาณของกรดในน้ํานมนั้น 

 - pH 6.6-6.7  น้ํานมปกติ  จะใหสีน้าํตาลแดง และไมเกิดตะกอนหรือล่ิม 
 - pH 6.4-6.6  น้ํานมเปนกรดเล็กนอย  จะใหสีน้ําตาลออกเหลืองและไมเกิด 
    ตะกอนหรือล่ิม 

   - pH 6.3 หรือต่ํากวา น้ํานมเปนกรดมาก  จะใหสีเหลืองและเกิดตะกอนหรือเปนล่ิม 
   -pH 6.8 หรือสูงกวา น้ํานมเปนดาง  จะใหสีมวง  ซ่ึงอาจเปนน้ํานมที่ไดจากโคที่เปน 
      เตานมอักเสบ และพบการตกตะกอน 

 
Parameter Normal milk Slightly acid milk Acid Milk Alkaline milk 

pH 6.6-6.7 6.4-6.6 6.3 or Lower 6.8 or higher 
Colour Red brown Yellowish-brown Yellowish Liac 
Appearance of milk No coagulation 

no lump 
No coagulation coagulation  coagulation 
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นมที่ใหผลบวก สังเกตที่ขางหลอดจะพบนม      นมที่มีคุณภาพดีเมื่อผานความรอนแลว 
จับตัวกันเปนกอน                                              ไมจับตัวกันเปนกอน      

Clot-On-Boiling Test (COB) 
  

เปนวิธีที่ใชยืนยันผลการตรวจดวย   Alcohol test  ถาน้ํานมดิบมีคุณภาพดีจะไมตกตะกอนเมื่อนําไป 
ตม แตถาน้ํานมมี  pH < 5.4  เมื่อผานความรอนจะจับกนัเปนกอนซึ่งอาจมีสาเหตุมาจาก 

1.  มีการปนเปอนแบคทีเรียทีส่ามารถสรางกรดได(Rennet producing bacteria)   
2.  นมที่มี% โปรตีนสูง  เชน  น้ํานมเหลือง(Colostrum) 
3.  มีความเขมขนของเกลือมากเนื่องจากรีดนมจากโคที่เกดิเตานมอักเสบ 
ดังนั้นการทดสอบ COB นี้ จึงเปนการทดสอบน้ํานมดิบวาเหมาะสมทีจ่ะนําไปแปรรปูหรือไม 

 
อุปกรณ 

1. หลอดแกวขนาดความจุ 10 ml พรอมฝาจุก 
2. Pipette ขนาด 5 ml 
3.  ตะแกรงสําหรับเรียงหลอดแกว(Rack) 
4. Water bath 100 0C   หรือ ใชภาชนะที่สามารถวาง Rack   ได  ตมน้ําใหเดือด 
 

วิธีทดสอบ 
1. ดูดตัวอยางนม 5 ml ใสในหลอดแกว 
2. เรียงตัวอยางในตะแกรง และนําไปแชใน Water bath อุณหภูมิ 100 0C หรือในภาชนะที่มีน้ํา 

เดือด นาน  5 นาที ใหระดับน้ําสูงกวาตวัอยางนมในหลอด 
3. เช็ดดานนอกของหลอดใหแหง คอย ๆ เอียงหลอดชา ๆ สังเกตตะกอนที่ผนังดานในหลอด 

 
ผลการทดสอบ 
 น้ํานมที่จับตัวกันเปนกอน(Curdling or clotting) ใหรายงานผลเปนบวก แสดงวาน้ํานมนั้นเกิดกรดขึ้นไม
เหมาะที่จะมาทําผลิตภัณฑประเภทที่ตองผานขบวนการความรอน(Heat processing milk) เชน ขบวนการ           
พาสเจอรไรซ 
 

 
 
 
 
 
 

นําไปตมในน้าํเดือด 5 นาท ี
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การทดสอบความเปนกรดในน้ํานม 
  

เปนอีกดรรชนีหนึ่งบงบอกถึงคุณภาพน้ํานมวามีความเหมาะสมในการแปรรูปดวยระดับความรอนตางๆ
หรือไม  น้ํานมที่มีคุณภาพดีจะมีคาความเปนกรดอยูระหวาง 0.16-0.18 % (โดยการทดสอบดวยวิธีไตเตรชั่น) หรือ 
pH 6.6-6.9 (โดยวัด pH meter) หากพบวามีคาความเปนกรดสูงกวาปกติ จะมีผลตอความสามารถในการทนความ
รอน(Heat stability) เมื่อนําน้ํานมที่เปนกรดสูงไปผานขบวนการความรอน โปรตีนนมถูกทําลายไดงายและจะจับตัว
กันเปนกอน  ซ่ึงความเปนกรดที่สูงกวาปกตินี้ มักเกิดจากการที่น้ํานมมีการปนเปอนของแบคทีเรียที่มีการใชน้ําตาล
ในนม (Lactose) เกิดการสราง Lactic acid  

 
การทดสอบความเปนกรดนีมี้วิธีการทดสอบดังนี ้
1. โดยวิธีไตเตรชัน่ (Titration) 
อุปกรณและสารเคมี 

1.  Erlenmeyer flask ขนาด 100 ml 
2.  Pipette ขนาด 1 และ 10 ml 
3.  Burette 
4.  แทงแกว (glass rod) สําหรับใชคน 
5.  1 % Phenophtalein : ช่ัง Phenophtalein 1 g  ละลายใน 95% Ethanol 50 ml  เติมน้ํากลั่นใหครบ 100 ml 
6.  0.1 N NaOH 

 
วิธีทดสอบ 

1.  ใช Pipette ดูดตัวอยางน้ํานมที่เขยาหรือคนใหเขากันดแีลว 9 ml ใสลงใน Erlenmeyer flask ขนาด  
100 ml 

2.  เติม 10 หยด 1%  Phenophtalein  
3.  เติม 0.1 N NaOH ลงใน 0.1 ml Burette ปรับพรอมที่จะใชใหอยูที่ขดี 0 
4.  เขยา Erlenmeyer flask ตลอดเวลา เติม 0.1 N NaOH จาก Burette ชา ๆ ทีละหยด จนเกดิเปนสีชมพ ู

ออน ๆ ขึ้น 
5.  ใหดวูาใช 0.1 N NaOH ไปเทาใดใหนาํไปคํานวณคาความเปนกรดตอไป 

 
สูตรคํานวณคาความเปนกรด 
% Lactic acid  =  ปริมาตรของ 0.1 n NaOH(ml) x 0.009 x 100 

                       ปริมาตรของตวัอยาง (ml) 
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2.    โดยใช pH meter 
อุปกรณและสารเคมี 

1.  pH meter 
2.  Standard Buffer pH 4.0, pH 7.0 

 
วิธีทดสอบ 
 1.  Standardize pH meter  ดวย Standard Buffer pH4.0, pH 7.0  
 2.  เตรียมตัวอยางน้ํานมโดยเขยาใหเขากันดีและมีอุณหภมูิเทากับอุณหภูมิหอง 
 3.  ใช Probe ของ pH meter จุมที่ตัวอยางทิง้ไวจนคาของ pH นิ่งแลวจึงอานคา 
 4.  เมื่อจะวัดตวัอยางอื่นใหลาง Probe ดวยน้ํากลั่นกอนวดั 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

pH Meter 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

น้ํานมปกติมีคาความเปนกรดดางคอนขางเปนกลาง คืออยูที่คาระหวาง 6.6-6.9 
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Dye Reduction Test 
 

หลักการ  เปนการเกิดปฏิกิริยารีดักชั่นโดยมีเอนไซมรีดั๊กเทส(reductase)  ของแบคทีเรีย แบคทีเรียจะใช 
ออกซิเจนจากสารละลายเมธิลลีนบลู ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายจากเมธิลลีนบลูสีน้ําเงิน หรือฟา
เปนลิวโคเมธิลลีนบลูซ่ึงมีสีขาว  สวนรีธาซูรินมีสีมวงน้าํเงิน  เมื่อเกิดปฏิกิริยารีดักชัน่ จะเปลี่ยนเปนรีโซรูฟน ซ่ึงมี 
สีชมพู  และเมื่อปฏิกิริยายังดําเนินตอไปจะเปลี่ยนเปนไฮโดรรีโซฟูริน ซ่ึงมีสีขาว 

 
1.  Methylene Blue Reduction Test 
อุปกรณและสารเคมี 

1.  Methylene Blue Thiocyanate ชนิดเม็ด 
2.  Sterile distilled water  
3.  Flask  
4.  หลอดแกว(Test tube) พรอม ฝาปด 
5.  Pipette 
6.  Water bath 
7.  Rack ใสหลอดทดสอบ 
8.  นม UHT หรือนมพาสเจอรไรซ สําหรับเตรียมตัวอยางควบคุม 
 

วิธีการเตรียมสารเคมี 
ละลาย Methylene Blue Thiocyanate 1 เม็ดในน้าํที่อบฆาเชื้อหรือน้ําทีต่มเดือด 200 ml ใน Flask ที่สามารถ 

ปองกันแสงได (อาจใชขวดสีชา หรือใชแผนอลูมิเนียม ฟอยลหุมขวด)    ตองแนใจวาละลายดแีลวจากนั้นเติมน้าํอีก  
3  เทา   จะไดสารละลายทั้งหมด 800 ml 

หมายเหตุ :     สารละลายที่เตรียมนี้ ควรใชภายใน 1 เดือน 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

      สารละลาย Methylene blue ที่เตรียมไวในขวดสีชา 
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ขั้นตอนการทดสอบ 
 1.  อุปกรณที่ใชในการทดสอบตองนึ่งหรือตมฆาเชื้อ และไมมีสารเคมีตกคาง 
 2.  ดูดสารละลาย Methylene BlueThiocyanate 1 ml ใสในหลอดทดสอบที่ใสตัวอยางน้ํานม  10 ml 
 
 

           
 
 
 
 
 
 
 

         ดูดสารละลาย Methylene Blue 1 ml ใสลงในตัวอยางนม 
 

 3.  กลับหลอดไปมาชาๆ 2-3  คร้ัง (หามเขยาหลอดโดยเดด็ขาด) 
 

                                   
       
 
 
 
 
 
 
 
 

 
                                                                               
 
 
 

กลับหลอดไปมา 2- 3 คร้ัง 
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 4.  แชตัวอยางน้ํานมใน  Water  bath  ที่อุณหภูมิ 37 0C  บันทึกเวลาที่เร่ิมแชและบนัทกึผลครั้งแรกในนาที 
30  ช่ัวโมงที่ 1, 2 ไปเรื่อย ๆ จนถึงชั่วโมงที ่6 (อาจดูผลถึงชั่วโมงที่ 8) กลับหลอดทุกครั้งที่อานผลในแตละ
ช่ัวโมง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

แชใน  water bath  ที่อุณหภมูิ 37  0C 
  

4.  บันทึกเวลาของตัวอยางน้ํานมที่เปลี่ยนสีจากน้ําเงินเปนสีขาว บันทึกวาเปนบวก (Positive) 
ในการทดสอบตัวอยางทุกครั้งตองมีตัวอยางควบคุม(Control )  ทั้งตัวอยางควบคุมบวก(Positive Control) และ
ตัวอยางควบคุมลบ(Negative Control) 
 
การเตรียมตัวอยางควบคุมมีขั้นตอนดังนี ้
 1.  ตัวอยางควบคุมบวก(Positive Control) 

 ใช Pipette 10 ml ดูดนม UHT  10 ml ใสในหลอดทดสอบที่มีสารละลาย Methylene Blue 1 ml  
กลับหลอดไปมาผสมใหเขากันด ี

  2.  ตัวอยางควบคุมลบ(Negative Control) ใช Pipette 10 ml ดูดนม UHT 10 ml ใสในหลอดทดสอบ 
ที่ไมใสสารละลาย Methylene Blue  

 3.   แชหลอดควบคุมพรอมกบัหลอดตัวอยางที่ทดสอบ 
 

การแปรผล 
สีไมเปลี่ยนแปลงมากกวา 8 ช่ัวโมง           =  น้ํานมเกรด 1 มีคุณภาพเยีย่ม(Excellent) 
สีเปลี่ยนแปลงภายใน 6-8 ช่ัวโมง             =  น้ํานมเกรด 2 มีคุณภาพ ด(ีGood) 
สีเปลี่ยนแปลงภายใน 2-6 ช่ัวโมง             =  น้ํานมเกรด 3 มีคุณภาพพอใช(Fair)  
สีเปลี่ยนแปลงใชเวลานอยกวา 2 ช่ัวโมง   =  น้ํานมเกรด 4 ไมมีคุณภาพ(Poor) 
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ตัวอยางน้ํานมที่คุณภาพไมดีจะเปลี่ยนเปนสีขาว 
 

ปจจัยท่ีมีผลตอการทดสอบ 
1.  ชนิดของแบคทีเรีย 

 Coliform  เปนแบคทีเรียในกล ุม Enterobacteriaceae ท ี่สามารถทําใหเกิดปฏิกิริยา หมักกับน้ําตาล   
แลคโตส(Lactose) เกิดปฏิกิริยารีดักชั่นไดเร็ว ไดแก  Escherichia coli, Klebsiella และ Enterobacter spp. 
 Streptococcus lactis, Faecal streptococci บางชนิด และกลุม micrococci เกิดปฏิกิริยารีดักชั่นไดเร็ว 
เปนอันดับรองลงมา สวน Thermoduric bacteria(แบคทีเรียที่ทนตอความรอน)  และ Psychotrophic bacteria 
(แบคทีเรียที่เจริญเติบโตไดดีที่อุณหภูมิต่ํา)  เกิดปฏิกิริยาชามาก 

2.  จํานวนเม็ดเลือดขาว  ซ่ึงเม็ดเลือดขาวจะดึงออกซิเจนจากสารละลายเมธิลลีนบลู ทําใหเกิดปฏิกริิยาได 
เร็ว 

3. การกระจายตวัของแบคทีเรีย  
บางครั้งแบคทีเรียจะเกาะอยูที่ ไขมันหรือครีม ซ่ึงจะอยูเฉพาะบนผวิ ทําใหการเกิดปฏกิิริยาชากวา 

ความเปนจริง 
 
2.  Resazurin Reduction Test 

Resazurin Reduction Test เปนการทดสอบตัวอยางน้ํานมดิบที่ใชหลักการเดียวกันกับการทดสอบ  
Methylene Blue Test ที่ใชทดสอบมี 3 วิธีคือ 10 minute test,  one-hour test และ triple-reading test วิธี 10 minute 
test เปนการทดสอบที่นิยมใชในการตรวจสอบคุณภาพนมเบื้องตน เนื่องจากเปนวิธีที่สะดวกและรวดเร็ว  แต one-
hour test และ triple-reading test  จะใหผลการทดสอบที่เที่ยงตรงกวา 
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อุปกรณและสารเคมี 
 1.  Resazurin Tablet  

 2.  Sterile distilled water  
 3.  Flask  

 4.  Test tube พรอม ฝาปด 
 5.  Pipette ขนาด 1 ml และ 10 ml 
 6.  Water bath 
 7.  Rack ใสหลอดแกว 
 8.  Lovibond comparator with Resazurin disc 4/9 

 
วิธีการเตรียมสารเคมี 
  ละลาย Resazurin  Tablet 1 เม็ด ในน้ํากลัน่ที่ฆาเชื้อแลว 50  ml 

  
 หมายเหตุ :     สารละลายที่เตรียมนี้ ควรใชภายใน 1 สัปดาห 
 

ขั้นตอนการทดสอบ 
1.  อุปกรณที่ใชในการทดสอบตองนึ่งหรือตมฆาเชื้อ และไมมีสารเคมีตกคาง 

            2.  ดูดสารละลาย Resazurin dye solution 1ml ใสในหลอดแกว 
         3.  เติมตัวอยางนมทีจ่ะทดสอบ 10 ml ปดฝา กลับหลอดไปมาชา ๆ 2-3 คร้ัง (หามเขยาหลอดโดยเดด็ขาด) 

4.  แชตัวอยางนมใน  Water bath อุณหภูมิ 37 0C  
5.  บันทึกเวลาที่เร่ิมทดสอบ 
6.  ดูผลที่เวลา  10 นาที  (10 minute test ) หรือ 1 ช่ัวโมง(One-hour test ) หลังจากแชตัวอยาง หรือช่ัวโมงที่ 

1, 2 และ 3 (Triple-reading test) บันทึกผล  กลับหลอดไปมาทุกครั้งที่อานผล บันทึกเวลา  
 การเตรียมตวัอยางควบคุมทาํเชนเดยีวกันกบัการเตรียมตวัอยางควบคุมในการทดสอบ Methylene Blue 
Reduction Test  แตตัวอยางควบคุมบวกเติมสารละลาย Resazurin แทน 

 
การแปรผล 

1. สีน้ําเงิน(Blue) ไมเปลี่ยนสี       =  ดีเยีย่ม(Exellent) 
2. สีมวงน้ําเงิน(Blue to deep Mauve)      =  ดี(Good) 
3. สีมวงแดง(Deep mauve to deep pink)     = พอใช(Fair) 
4. สีชมพูขาว(Deep pink to whitish pink)     = แย(Poor) 

 
 
 

 คูมือการตรวจสอบคุณภาพน้ํานม   16 



ในการทดสอบ 10 นาที(10 minute test)  อานผลโดยการใชหลอดที่ทดสอบใสใน Lovibond Comparator ที่ 
มี Resazurin disk  โดยเทียบสีกับหลอดที่ใสตัวอยางนมเดียวกันแตไมใสสารละลาย Resazurin(Blank) อานผล
ดังตาราง 

 
READINGS AND RESULTS (10 MINUTE RESAZURIN TEST) 

 
Resazurin disc No. สี เกรดนม การปฏิบตั ิ

6 สีน้ําเงิน ดีเยีย่ม ยอมรับ 
5 สีฟา ดีมาก ยอมรับ 
4 สีมวง ดี ยอมรับ 
3 สีชมพูมวง ปานกลาง แยกออก 
2 สีชมพูออน แย แยกออก 
1 สีชมพู แยมาก ไมยอมรับ 
0 สีขาว แยที่สุด ไมยอมรับ 
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การตรวจนับแบคทีเรียทั้งหมดในน้ํานม 
(Total plate count or Standard Plate Count ) 

 
เปนการประเมินหาปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดในตวัอยางน้ํานม  โดยเฉพาะตวัอยางน้าํนมรวมฟารมหรือ

น้ํานมรวมสหกรณ หลักการคือ นับจํานวนโคโลนีที่พบทั้งบนและในอาหารเลี้ยงเชื้อ   คาที่ไดบงชี้ถึงความสะอาด
ของน้ํานมดิบซึ่งสะทอนใหเห็น            

1.  ความสะอาดในการรีดนม  และความสะอาดของอุปกรณตาง ๆ ที่ใชในการรีดนม 
2.  การทําความสะอาดเตานมและหวันมโคกอนรีดนม 
3.  การรักษาความเยน็ของน้าํนมหลังจากการรีด 
4.  ปญหาเตานมอักเสบ 
5.  น้ํานมดิบมคีุณภาพตามมาตรฐานที่จะนาํไปสูขบวนการแปรรูปเปนผลิตภัณฑนมตาง ๆ หรือไม 

นอกจากนี้ Total Plate Count ยังสามารถใชตรวจสอบผลิตภัณฑนมวามคีวามสะอาดหรือมีแบคทีเรีย 
ปนเปอนหลังจากผานขบวนการแปรรูปหรือไม กอนนําไปจําหนายใหแกผูบริโภค 

 
 อุปกรณและสารเคมี 
 1.  Standard  Plate Count  Agar  
 2.  เครื่องนับ Colony ของแบคทีเรีย(Colony counter) 
 3.  ขวดเก็บตัวอยางน้ํานมทีฆ่าเชื้อแลว 
 4.  จานเลี้ยงเชือ้(Strile petri dishes or plates) 
 5.  หลอดแกวขนาด 10  ml สําหรับทําการเจือจางตวัอยาง(Dilution) 
 6.  สารละลายสาํหรับเจือจางตัวอยาง Physiological salt solution (NaCl  9  กรัม  ละลายในน้ํากลั่นที่ฆา 
เชื้อแลว  1 ลิตร)  หรือใช  0.1% Peptone (Peptone 1 กรัม ละลายในน้าํกลั่นที่ฆาเชื้อแลว  1 ลิตร) 

7.  Sterile pipette ขนาด 1 และ 10 ml 
8.  ตูอบเชื้อ(Incubator) 
9.  ตราชั่งที่ปรับคาไดตามตราชั่งมาตรฐาน(Calibrated) แลว 
10.  Vortex mixer 
11.  ตูเย็น 0-5 0C  
12.  ตูแชแข็ง(Freezer) –15 ถึง –20 0C 
13.  เทอรโมมิเตอรที่ไดมาตรฐาน 
14.  ตะเกยีง 
15.  สําลีและแอลกอฮอล 
16.  ปากกาสีกนัน้ํา 
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อาหารเลี้ยงเชือ้ 
อาหารเลี้ยงเชือ้ Standard Plate Count Agar มีวิธีเตรียมดงันี้ 
1.  ช่ังสารตามสลากที่ระบุ (อาจลดอัตราสวนตามที่ตองการ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

อาหารเลี้ยงเชือ้ และ Flask 
 

     
 
 
 
 
 
 
 

 เครื่องชั่ง                                                                           ช่ังสาร 
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2.  ผสมกับน้ําแลวนําไปตมใหละลาย  
 
                        

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เติม  standard plate count agar และน้ําลงใน Flask 
 

 
                  
 
 
 
 
 
 
 

ผสมใหเขากันและตมจนเดือด ระวังสารละลายลนขณะเดอืด 
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3.  แบงใสขวดเพื่อความสะดวกในการใช และนึ่งฆาเชื้อ ที่ 121 0C นาน 15 นาที 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

แบงใส Flask หรือขวดแกวแลวนําไปนึ่งฆาเชื้อ 
 

   4.  ทิ้งไวใหเยน็จนแข็งเปนวุน แลวนําไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 0C (สามารถเก็บไดนาน 1 เดือน) 
5. เมื่อจะนํามาใช นําไปตมจนละลายเปนเนื้อเดียว แลวแชใน Water bath อุณหภมูิ 45 0C ระวงัอยาให

อาหารเลี้ยงเชือ้รอนจนเกนิไป อาจทําใหเชือ้ตายได ใหคงอุณหภูมิที ่45 0C 
 
การเตรียมสารละลายเพื่อเจือจางตัวอยาง 

- Physiological salt solution  
      ช่ัง NaCl  9  กรัม  ละลายในนํากลั่นทีฆ่าเชื้อแลว  1 ลิตร หรือใช 
- 0.1% Peptone  

ช่ัง Peptone 1 กรัม   ละลายในน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลว  1 ลิตร 
จากนั้นดูดใสหลอดแกว   หลอดละ 9 ml ปดฝาหลอดแกว (ระวังอยาปดแนนจนเกนิไป) จากนัน้นําไป 

นึ่งฆาเชื้อเชนเดียวกันกับอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
 
 
 
 
 
 
 

             แบงสารละลาย 0.1%  peptone              นําไปนึง่ฆาเชื้อ 
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วิธีทดสอบ 
กอนทําการทดสอบตองเตรียมพื้นทีใ่นการทดสอบนี้ใหสะอาด และทกุขั้นตอนตองปลอดเชื้อ  

(Aseptic technque) 
 
การเตรียมตัวอยาง 

1. ตัวอยางที่จะนํามาทดสอบ ตองเก็บไวที่อุณหภูมิ 0-4  0C เก็บไมเกิน 12 ช่ัวโมง และจดบันทึกอุณหภูมิ 
       ของตัวอยาง 
2. เตรียมอุปกรณใหพรอม เขียนชื่อตัวอยาง  วันที่ทดสอบ และ Dilution ใหชัดเจน ซ่ึงเปนสิ่งที่สําคัญ 
      มาก 
3. เขยาตัวอยางใหเขากันดี ดดูตัวอยางน้ํานมมา 1 ml ใสจานเลี้ยงเชื้อและเทอาหาร   (12-15 ml) ตามทนัที  
      (ไดสารละลายตัวอยางเจอืจาง 1X100)  เขยาใหเขากนั  ระวังอยาใหลนขอบจานเลี้ยงเชื้อ จากนัน้ดูด 
      ตัวอยางนมอีก 1 m l ใสในหลอดที่มสีารละลายสําหรับเจือจาง เขยากับ V o r t e x  ใหเขากันดี  (ได 
      สารละลายตัวอยางเจือจาง 1:10-1) ดูดสารละลายนี้1 ml ใสลงจานเลี้ยงเชื้อ เทอาหารตามทันท ีทําการ 
      เจือจางสาร(Dilution)  และดูดใสจานเลี้ยงเชื้อตามดวยเทอาหารเลี้ยงเชื้อเชนนี้ไปเรื่อยๆ ตาม Dilution  
      ที่ตองการ หรือตามความเหมาะสมของตัวอยางในแตพื้นที่  ซ่ึงตัวอยางน้ํานมดบิมักนิยมใช Dilution  
       1X10-2, 1X10-3และ 1X10-4 

 
       หมายเหตุ       : อาจทําการเจือจางใหไดตาม Dilution ที่ตองการกอนแลวจึงดูดสารละลาย 

ตัวอยางใสจานเลี้ยงเชื้อ 
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ตองลนปากหลอดแกวทุกขั้นตอนเพื่อปองกันการปนเชื้อโรค (Aseptic Technic) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ผสมใหเขากันดี 
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            ดูดสารละลาย Dilution ที่ตองการลงจานเลี้ยงเชื้อ                                     เทอาหารเลี้ยงเช้ือ 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

เขยาใหเขากันระวังอยาใหลน 
 
 4.  ทิ้งอาหารใหแข็งเปนวุน  คว่ําจานเลีย้งเชื้อ  นําไปบมที่ตูอบเชื้ออุณหภูมิ 37 0C 48±3 ช่ัวโมง 
หากมีตวัอยางมากอยาวางจานเลี้ยงเชื้อซอนกันจํานวนมากเพราะอณุหภูมิจะไปไมทัว่ถึง ควรวางสบัหางกัน หรือ
วางใหอุณหภมูิไปทั่วถึงกันทุกจานเลีย้งเชือ้   
 

 
 
 
 
 
 

บมที่อุณหภูมิ 37 0C นาน  48 ช่ังโมง 
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การอานผล 
1. นับจํานวนโคโลนีทั้งหมด โดยใช Colony counter หรือแวนขยายชวย และหองที่มีแสง 
 สวางเพียงพอ ควรนับจานเลี้ยงเชื้อทันทีที่ครบชั่วโมงการบม หากไมสามารถนับไดทนั 
 ที เก็บในตูเยน็อุณหภูมิ 4 0C  ไดไมเกิน 24 ช่ัวโมง 
2. จํานวนโคโลนีบนอาหารเลีย้งเชื้อควรอยูระหวาง 25-250โคโลนี 
3. จดจํานวนแบคทีเรียที่นับได อาจเปนโคโลนีเดี่ยว ๆ หรือเปนกลุมของโคโลนีที่จับกลุม 
 กันแนนจะนับเปน CFU(colony-forming unit) ตอ ml 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

นับทุกโคโลนีที่ขึ้นในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
คํานวณจํานวนแบคทีเรียท่ีนับไดแตละเพลทไดดงันี ้
 จํานวนแบคทีเรียท่ีนับได/คา dilution 

เชน  ถานับได 271 ที่ Dilution   1X10-3  จะมีจํานวนแบคทีเรีย  271/0.001= 271,000  จะรายงานเปน  
270,000 CFU/ ml การรายงานผลอธิบายไวในหวัขอการคาํนวณหนาถัดไป 

 
การคํานวณเมือ่เลือกตัวอยาง 2 Dilution มาคํานวณ 

1. เลือกเพลทที่นบัแบคทีเรียไดระหวาง 25 - 250 โคโลนี และไมมีการเกาะกลุมของแบคทีเรียเปนสายจน
ไมสามารถแยกโคโลนีได(Spreader – free plate(s)) 

2. หากทุกเพลทมากกวา 250 โคโลนี ใหรายงานวา TNTC (Too Numerous Too Count) แตถาโคโลนีอยู
กระจายและสามารถนับไดใหนับ  และรายงานใหระบุวา ESPC(Estimated standard plate count) 

3. SPREADER  แบงไดเปน 3 ลักษณะ 
1. โคโลนีที่เปนสาย(chain) ไมแยกเปนโคโลนีเดี่ยว ๆ เนื่องจากแบคทีเรียแตกแขนงมาจากกลุม

แบคทีเรียเดิม 
2. เกิดจากเปนแผนฟลมของน้ําระหวางชัน้ของอาหาร(Agar) กับกนเพลท 
3. เกิดจากเปนแผนฟลมของน้ําที่ขอบหรือผิวหนาของอาหาร 
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หากพบวาเพลทที่มี Spreader > 25 % ใหรายงานวา spreader(spr ) แตถาจําเปนตองนับเพลทที่มี  
Spreader  มีหลักในการนับแบคทีเรียดังนี้       

 หาก Spreader เปนสาย(chain) ใหนับแตละสายเปน 1 โคโลนี อยานับโคโลนีของ
แบคทีเรียในสายแยกกนั 

 Spreader  แบบ 2 และ 3 โคโลนีจะแยกกนั ใหนับแตละโคโลนี 
 นับ Spreader รวมกับโคโลนีอ่ืน ๆ  เพื่อนาํไปคํานวณตอไป 

4. ตัวอยางที่ไมพบโคโลนี ใหรายงานวา พบแบคทีเรียนอยกวา 25 ของ Dilution ที่นอยที ่
 สุดที่ใชในการทดสอบนั้น 
5.  หากพบวาเกิดขอผิดพลาดจากหองปฏิบัติการใหรายงานวา LA(Laboratory Accident) 

 
การคํานวณ 

 ผลที่ไดจากการคํานวณใหรายงานเปนเลขนัยสําคัญ 2 หลักแรกนับจากซาย 
1. ถาเลขหลักที่ 3 จากซายเปนเลข 6,7,8 และ 9 ใหปดเลขหลักที่ 2 ขึ้น 
2. ถาเลขหลักที่ 3 จากซายเปนเลข 1,2,3 และ 4 ใหปดเลขหลักที่ 2 คงเดิม 
3. ถาเลขหลักที่ 3 จากซายเปนเลข 5 ถาเลขหลักที่ 2 เปนเลขคี่ใหปดขึ้น แตถาเลขหลัก 

ที่ 2  เปนเลขคูใหคงเดิม  
ตัวอยาง 

Calculated count SPC 
12,700 13,000 
12,400 12,000 
15,500 16,000 
14,500 14,000 

 
1. เพลทที่มีจํานวนโคโลนี 25-250 CFU 

สูตรคํานวณ : N  =  ΣC / [(1* n1) +(0.1* n2)]*(d) 
   N  =  จํานวนโคโลนี CFU / ml 
   ΣC  = ผลรวมของโคโลนีที่นับไดทัง้หมด 
   n1  == จํานวนเพลทของ Dilution แรกที่นับ 
   n2  == จํานวนเพลทของ Dilution ที่ 2 ที่นับ 
   d  = Dilution  แรกที่ใช 
 ตัวอยาง 

1:100 1:1,000 
232,244 33,28 
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N  =  (232+244+33+28) / [(1* 2) +(0.1* 2)]*(10-2) 

  = 537/0.022 
 = 24,409 
 = 24,000 

 
2. กรณีที่ < 25 CFU ใหรายงานวา พบแบคทีเรียนอยกวา 25 X 1/d เมื่อ  d = dilution  แรกที่ใช 

ตัวอยาง 
Colonies 

1:100 1:1,000 ESPC/ml 
18 2 < 2,500 
0 0 < 2,500 

  
3. กรณีทุกเพลท >250 CFU แตยังนอยกวา 100 /cm2   ใหใชเพลทที่ใกลเคียง 250 มากที่สุดแลวรายงาน 

เปน ESPC  
ตัวอยาง 

Colonies 

1:100 1:1,000 ESPC/ml 
TNTC 640 640,000 

 
4. ถาเพลทนั้นมี Spreader และ Laboratory Accident ใหรายงาน SPR และ LA ตามลําดบั 
5. กรณีทุกเพลท >250 CFU และมากกวา 100 /cm2   ใหรายงานเปน ESPC ที่มากกวา 100 เทาของ 

Dilution ที่มากที่สุด คูณดวยพื้นที่เพลท(cm2) 
ตัวอยาง 

Colonies 
1:100 1:1,000 ESPC/ml 
TNTC 7,510(a) > 6,500,000 
TNTC 6,490(b) > 5,900,000 

 
a = พื้นที่เพลท = 65 cm2 

 b = พื้นที่เพลท = 59 cm2 
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การเพาะหาเชื้อแบคทีเรียในน้ํานม 
 
 การเพาะหาเชื้อแบคทีเรียในน้ํานมเปนการตรวจหาชนิดของแบคทีเรียที่กอใหเกิดปญหาเตานมอักเสบใน
แมโคนมในกรณีที่เปนตัวอยางน้ํานมดิบรายตัว หรือแบคทีเรียที่ปนเปอนลงไปในถังน้ํานมรวมในกรณีเก็บตัวอยาง
น้ํานมดิบรายฟารมมาวิเคราะหเพื่อจะไดทราบปญหาเตานมอักเสบ หรือการจัดการในขบวนการรีดนมและแกไข
ปญหาไดถูกตอง 
 
จุดประสงค 

1.  เพื่อทราบชนิดของเชื้อที่สามารถพบไดในน้ํานม ทั้งทีก่อโรครุนแรง กอโรคไมรุนแรง และเกิดจากการ 
     ปนเปอน 
2.  เพื่อไดทราบถึงลักษณะภายนอกและสขีองโคโลนีของเชื้อ 
3.  เพื่อทราบถึงลักษณะการติดสี รูปราง และคุณสมบัตทิางชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรียบางชนิด 
4.  เพื่อทดสอบความไวยา 

 
อุปกรณและสารเคมี 

1.  Sterile petridish 
2.  Loop 
3.  หัวแกสและถังแกส 
4.  Blood agar 
5.  MacConkey agar 
6.  Incubator อุณหภูมิ 37 0C 
7.  สไลด แกว(Glass slide) ที่สะอาด 
8.  น้ํากลั่น 
9.  สียอม Gram stain 
10.  นาฬิกาจบัเวลา 
11.  แอลกอฮอล 70 % 
12.  กลองจุลทรรศน 
13.  ปากกา Permanent 
14.  กระดาษชาํระ 
15.  กระบอกฉีดน้ํา 
16.  น้ํามันสําหรับดูกลอง X100 (Oil immersion objective lens) 
17.  น้ํายาเช็ดเลนส(Xyline) 
18.  ไมขีดไฟ 
19.  ตูอบเชื้อ(Autoclave)  
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20.  Hot air oven 
21.  เครื่องชั่งอยางละเอียด (ทศนิยม 4 ตําแหนง) 
22.  เครื่องกวนสารเคมี 
23.  เครื่องปนสารเคมี(Vortex mixer) 
24.  เครื่องวัด pH 
25.  ตูเย็น 
26.  หลอดทดลอง 
27.  Flask 
28.  กระบอกตวงสาร(Clylinder) 
29.  กระดาษสีน้ําตาลสําหรับอบ จานเลี้ยงเชื้อ 
 

การเตรียมอุปกรณ 
1.  นําจานเลี้ยงเชื้อที่ลางสะอาดและเชด็ใหแหงแลว นํามาหอดวยกระดาษสีน้ําตาล 1 หอสามารถใสจาน 

เล้ียงเชื้อได 10 -12 เพลท 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

หอจานเลี้ยงเชื้อกอนนําไปอบฆาเชื้อ 
 

2.  เมื่อหอเสร็จแลวใชกระดาษกาวติดแลวนําไปอบฆาเชือ้ใน Hot air oven ใชเวลาอบประมาณ  
1 1/2 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ  150 0C ในหอจะติด Autoclave tape หากเกิดการปลอดเชื้อ(Sterile) อยางสมบูรณจะ
เปลี่ยนเปนสีน้าํตาลเขม 
 
 
 

 คูมือการตรวจสอบคุณภาพน้ํานม   29 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

นําจานเลี้ยงเช้ือไปอบฆาเชื้อใน Hot air oven 
 

3.  นําหลอดทดลอง Flask  บีกเกอร  และวัสดุตาง ๆ ที่ใชในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้ออบฆาเชื้อทุกชนิด 
กอนนําไปใช 

 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1.  นํา Blood agar McConkey agar และ Muller hinton agar ที่เปนผงนํามาชั่งตามฉลากแนะนาํ โดยใช 
เครื่องชั่งอยางละเอียด และนําอาหารเลี้ยงเชื้อมาใส Flask ที่เตรียมไว ใสน้ํากลั่นตามที่คํานวณไวแลวนํามาตมที่เตา
(เครื่องกวนสารเคมี) ตมจนเดือดแลวปด Flask ดวยกระดาษฟอยล ปดทับดวยกระดาษกาวอกีชั้นกนักระดาษฟอยล
หลุด (อาจใช Flask ที่มีฝา) แลวนําไปฆาเชื้อ (Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 0 C ความดัน  15  ปอนด เปนเวลา 15 นาที 
 

           
 
 
 
 
 
 
 

ผสมอาหารเลี้ยงเชื้อใหเขากัน 
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นําไปนึ่งฆาเชื้อ 
 

2.  นําอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตาง ๆ ที่ผานการฆาเชื้อแลวทิง้ไวใหอุนอณุหภูมิประมาณ 50 0C แลวเทอาหาร 
เล้ียงเชื้อในจานเลี้ยงเชื้อที่ผานการฆาเชื้อแลว ใสประมาณ 10-12 ml แลวปลอยใหอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตาง ๆ แข็งตัว 
 
 
 
 
 
 
 
 

ทิ้งอาหารเลี้ยงเช้ือใหแข็งตัว 
 

3.  เมื่ออาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไวแข็งตวัแลว ใหนํามาเก็บไวในตูเยน็ ทีอุ่ณหภูมิ 4-5 0C สามารถเก็บไวได 
นาน 1-2 สัปดาห 
 
 
 
 
 
 

 
 

เก็บอาหารเลี้ยงเช้ือไวในตูเย็น 
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4.  เมื่อมีตัวอยางที่จะนํามาเพาะเชื้อใหนําจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่เก็บไวในตูเยน็ มาเขาตู Incubator ที่ 

อุณหภูมิ  37 0C จนน้ําที่ผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อแหง แลวจงึนํามาเพาะเชือ้แบคทีเรีย 
 

วิธีการเพาะเชื้อแบคทีเรีย 
1. เมื่อรับตัวอยางน้ํานมมาแลว ใหเผา Loop เพื่อฆาเชื้อทีละอัน โดยสังเกตจากลวด loop เปลี่ยนเปนสี 

แดงเมื่อเผาดวยหัวกาซ  ควรให loop  โดนเปลวไฟสีฟา เพราะจะมีความรอนสูงกวาเปลวไฟสีแดง  เมื่อ loop  เปนสี
แดงแลว  แสดงวาลวดบริเวณนั้นถูกฆาเชื้อแลว   แตถาหากลวด loop ไปถูกหรือแตะสิ่งอื่น ๆ กอนการใชงานตอง
นํากลับไปเผาไฟซ้ําอีกครั้งเพื่อฆาเชื้อใหม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

เผา loop 
 

2.  เขยาตัวอยางน้ํานมใหเขากนัดีกอน  โดยพลิกกลับไปมา 2-3 คร้ัง หรือใช Vortex mixer ก็ได แลวใช  
loop ที่ฆาเชื้อและเยน็แลวแตะน้ํานมทีไ่ดรับมา 1  loop เต็ม  แลวนํามาเขี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อโดยใหเขี่ยเชื้อตาม
รูป (ทั้งใน MacConkey และ Blood agar) 
 

 
 
 
 
 
 

          
 

แตะน้ํานม 1  loop 
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    เขี่ยเช้ือลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ             แนวในการเขี่ยเช้ือ 
 
หลังจากเขีย่เชือ้ในแตละแนว (แนวที่ 1,  2 และ 3)  ตองเผา loop  จนแดง และรอใหเย็นกอนนําไปใช 

เขี่ยคร้ังใหม(ในระหวางการเขี่ยเชื้อไมควรพูดคุย เพราะจะทําใหเชื้อภายในชองปากปนเปอนลงไปในอาหารเลีย้ง
เชื้อได  และควรใหอาหารเลี้ยงเชื้อสัมผัสกับอากาศภายนอกเพลทนอยที่สุด  เพื่อลดการปนเปอนของเชื้อในอากาศ
ทั่วไป 

3.  บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 0C   นาน 24-48 ช่ัวโมง 
 

 
 

 
 

 
 
 
 

4.  อานผล (ลักษณะรูปรางภายนอกของโคโลนี  สี  ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ขึ้น) 
5.  ทําการยอมสีของโคโลนีของเชื้อที่ขึ้นดงันี้ 

a. หยดน้ํากลั่น 1 หยด  ลงบน slide ที่สะอาด  จากนั้นใช loop ที่ฆาเชื้อแลวแตะเชื้อจาก
โคโลนีของเชื้อมาเล็กนอย    สเมียรเชื้อผสมกับน้ํากลั่นใหแผกระจายเปนวงกลมปลอย
ใหแหงที่อุณหภูมิหอง    หรือชวยโบกสไลดใหแหง(air dry)  แลวทําการ fix ดวยเปลวไฟ  
ปลอยให slide เย็นแลวทําการยอมดวยสี Gram stain   
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  สี Gram stain 

 
 
 
 
 

          
                          
 
                                  ใช loop แตะโคโลนีของเชื้อเล็กนอย                             ผสมกับน้ํากลั่นแผขยายใหเปนวงทิ้งไวใหแหง 
 
 
 

                                                                                          
            
 
 
    

fix ดวยเปลวไฟ 
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b. หยด Ammonium oxalate-crystal violet ใหทวมรอยของเชื้อที่เย็น  ทิ้งไว 1 นาที  ลางออก
ดวยน้ําเปลา 

   
 

 
 
 
 
 
                             หยด Ammonium oxalate-crystal violet                                                ลางออกดวยน้ําเปลา 
 

c. หยดดวย Lugol’s iodine ใหทวมรอยของเชื้อที่ขึ้น ทิ้งไวนาน 1 นาทีลางออกดวยน้ําเปลา 
 
 
 
 
 
 
 

หยดดวย Lugol’s iodine                                                              ลางดวยน้ําเปลา 
 

d. หยดดวย 95% Alcohol  บนรอยที่เขี่ยเชื้อ  หยดเรื่อย ๆ จนสีจางใชเวลาในขั้นตอนนี้
ประมาณ 15-30 วินาที แลวลางดวยน้ําเปลา 
 
 
 
 
 
 
 

       หยดดวย 95% Alcohol                                ลางออกดวยน้ําเปลา 
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e. หยดดวย 0.5% Safranin ใหทวมรอยของเชื้อที่เขี่ย  ทิ้งไวนาน 15-30 วินาที  ลางออกดวย
น้ําเปลา       

             
 
 
 
 
 
 

                   
    หยดดวย 0.5% Safranin      ลางออกดวยน้ําเปลา       
 

f. ซับสไลดใหแหงดวยกระดาษซับ  (สไลดดานที่ไมใชสเมียร) วางสไลดทิ้งไวสักครูจน
สไลดที่สเมียรแหงสนิท 

 
 
 
 
 
 
 
 

ซับสไลดใหแหงดวยกระดาษซับ   
g. แลวตรวจดูลักษณะของแบคทีเรียดวยเลนสวัตถุกําลังขยาย 100 เทา 

 
 

 
 
 
 
 
 

            ตรวจดูลักษณะของแบคทีเรียดวยกลองจุลทรรศน 
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  6.  บันทึกผล (วาดรูปและบอกถึงลักษณะรูปราง)  และการติดสีของแบคทีเรีย แบคทีเรียแกรมบวกยอมติด
สีมวงน้ําเงิน และแบคทีเรียแกรมลบยอมติดสีแดง 

7.  จดบันทึกลักษณะของคุณสมบัติทางชีวเคมีแบคทีเรียบางชนิด  โดยดกูารเปลี่ยนแปลงของสารเคมีตาง ๆ 
 

การทดสอบทางเคมี (Biochemical test) 
1. นําเชื้อแบคทีเรียจากตวัอยางที่เพาะขึ้นใน Blood Agar และ MacConkey Agar มาทําใหเชื้อบริสุทธิ์  และ 

เปนการเพิ่มจํานวนแบคทีเรียโดยการแยกโคโลนีที่ขึ้นใน Blood Agar และหรือ MacConkey Agar ของเชื้อแตละ
ชนิดที่แตกตางกันนํามาเพราะแยกเชื้อในอาหารเลี้ยงเชือ้ Blood Agar และหรือ MacConkey Agar อีกครั้งจนเปน
เชื้อชนิดเดยีวเทานั้น 

2. นําเชื้อที่บริสุทธิ์มาทําการทดสอบทางเคมี( Biochemical test)  และดูผลตามตารางวาเชื้อตัวที่ทดสอบตรง 
กับทางผลการทดสอบทางเคมีในตารางใด  ใหนําแบคทีเรียมาทดสอบทางเคมีตามตารางนั้น 

3.  อานผลวาเปนเชื้อชนิดใด 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

แสดงผลการทดสอบทางชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรียชนิดตาง ๆ 
 

 
แสดงผลทางชีวเคมีจาก TSI (Triple sugar iron) 

   - ถาผลบวก(Positive)   จะใหสเีหลืองสวนใดสวนหนึ่งของหลอด 
   - ถาผลลบ(Nagative)   จะเปนสีเดิมคือ  สีแดงทั้งหลอด 
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แสดงผลทางชีวเคมีจากการทดสอบน้ําตาลชนิดตาง ๆ 
- ถาผลบวก(Positive)     จะเปนสีเหลืองท้ังหลอด 

                                                       - ถาผลลบ(Negative)      จะเปนสีแดง 
 

 
 

แสดงผลทางชีวเคมีของ lysine 
 - ถาผลบวก(Positive)    จะเปนสีมวงเขม 
 - ถาผลลบ(Nagative)    จะเปนสีเดิม (น้ําตาลจาง ๆ) 
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แสดงผลทางชีวเคมีของ ornithine 
                                                             - ถาผลบวก(Positive)    จะเปนสีมวง 
                                                             - ถาผลลบ(Nagative)    จะเปนสีเดิม (สีน้ําตาลจาง ๆ ) 
 
 เมื่อเพาะตัวอยางน้ํานมหาเชื้อแบคทีเรียบน Blood agar และ MacConkey agar ซ่ึงดูผลการเพาะเชื้อภายใน 
24 ช่ัวโมง  สําหรับเชื้อที่เพาะบน MacConkey agar  หากไมพบเชื้อภายใน 72 ช่ัวโมง  อานผลวาเปนลบ(Negative 
culture)  แตสําหรับการเพาะเชื้อบน Blood agar เพาะนาน 7 วัน หากเชื้อไมขึ้นจึงจะถือวาเปนลบ 
 การแยกชนิดของเชื้อแบคทีเรียในขั้นตอนตอไปพิจารณาจากการขึ้นของเชื้อบน Blood agar และ 
MacConkey agar (ดู figure 1 และ 2 ประกอบ)  นําเชื้อแบคทีเรียที่ขึ้นบนอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาวเพาะบน TSI 
agar(Triple sugar iron agar) จะเกิดปฏิกิริยา 3 ลักษณะดังนี้ 
 1.    เมื่อเกิด H2S  อาหารเลี้ยงเชื้อจะเปลี่ยนเปนสีดํา (สีของ TSI agar เปนสีมวงออน)  อานผลเปนบวก
(Positive) 

2. หากแบคทเีรียใชหรือหมักน้าํตามกลูโคส(Glucose) ที่กนหลอดจะเปลี่ยนเปนสีเหลือง 
3. หากแบคทเีรียไมมีการใชน้ําตาล สีจะไมเปลี่ยนแปลง อานผลเปนลบ(Negative culture) 
แบคทีเรียที่ขึ้นบน Blood agar แตไมขึ้นบน MacConkey agar  ใหเพาะบน TSI agar  และยอมสีแยก 

ชนิดแบคทีเรียวาเปนแกรมบวกหรือแกรมลบ  แบคทีเรียแกรมบวกจะใหผลบวกตอการทดสอบคาตาเลส(Catalase 
test)  ซ่ึงทดสอบโดยใช loop  แตะบนโคโลนีของแบคทีเรีย  จากนั้นแตะลงบนแผนสไลดที่สะอาด  หยด 3% 
hydrogen peroxide 1 ml เอนไซมคาตาเลส(Catalase) ของแบคทีเรียจะเปลี่ยน Hydrogen peroxide ไปเปนน้ําและ
กาซออกซิเจน  จะเห็นเปนฟองเกิดขึ้น 
 ดูแผนภาพจาก Figure 1 และ 2  สรุปพอสังเขปไดดังนี้ 

1. เพาะหาเชื้อแบคทีเรียจากตัวอยางน้ํานมบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MacConkey agar และ Blood agar บมที่ 
อุณหภูมิ 37 0C 
 
 

 คูมือการตรวจสอบคุณภาพน้ํานม   38 



2. อานผลภายใน 24 ช่ัวโมง หากเชื้อยังไมขึ้นภายใน 24 ช่ัวโมง  ใหบมตอแลวอานผลทุกวัน (หากเชื้อไม 
ขึ้นบน MacConkey agar ภายใน 3 วัน อานผลเปนลบ  สําหรับ Blood agar หากเชื้อไมขึ้นภายใน 7 วัน ใหอานผล
เปนลบ)  อานผลแบงเชื้อเปนกลุมไดดังนี้ (รายละเอียดอธิบายไวในหัวขอการแยกกลุมเชื้อแบคทีเรีย) 

(a) เชื้อแบคทีเรียขึ้นบน MacConkey agar  และเชื้อขึ้นเร็ว 
(b) เชื้อแบคทีเรียขึ้นบน MacConkey agar  และเชื้อขึ้นชา 
(c) เชื้อแบคทีเรียขึ้นบน Blood agar เทานั้น และเปนเชื้อแกรมลบ 
(d) เชื้อแบคทีเรียขึ้นบน Blood agar เทานั้น และเปนเชื้อแกรมบวก 
(e) เชื้อแบคทีเรียขึ้นบนอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีสารอาหารพิเศษ(Special growth requiment) และ

สภาวะอากาศ(Atmospheric) ที่จําเพาะ 
3. นําเชื้อที่ขึ้นบน MacConkey agar และ/หรือ Blood agar  เพาะบน TSI agar  
4. แยกเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกโดย Catalase test 
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Direct microscopic              Primary isolation onto specialized media. 
      examination     (In routine work organisms with this 
 requirement are not generally cultured.) 

Primary isolation onto 
Sheep or horse blood 

Agar and MacConkey agar 
  New methylene blue stain 
  for morphology of cellular Growth on blood agar; good colony 
  exudate, presence of development of 1 mm or more within                 TSI 
  bacteria and fungi 24 hr on MacConkey agar 
 
 Smear preparation Stain Gram stain Aerobic growth Growth on blood agar; slow or poor 
     Colony development on MacConkey agar            TSI 
 
   Giemsa stain if Leptospira 
   suspected  Growth on blood agar only                  TSI                 Catalase 
                                                                production 
   Acid fast stain for 
   Mycobacterium  Microaerophilic growth  Gram stain 
 
 Wet preparation Dark-field examination For  Leptospira                  Anaerobic growth            Gram stain 
   Figure1.  Flow sheet for the laboratory isolation of the more frequently occurring pathogenic bacteria. 

Specimen 
41 
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Growth on MacConkey Agar and Blood Agar 
 GROUP 1 GROUP 2 
Colony growth of 1 mm or more appearing Delayed or poor growth on 
within 24 hr of incubation on MacConkey agar MacConkey agar 
 
 Colony color  Colony color 
 Red Coloriess 
 
     H2S (blackening)                                              H2S (blackening)         Red Colorless 
           On TSI         on TSI     
  (21) Pasteurella hemolytica 
                                                                (22) Actinobacillus equuli                 Acid (yellow) butt 
     +                                  -  (23) Vibrio metchnicovii                                on TSI 
(1) Citrobacter (2) Escherichia 
 (3) Enterobacter               
 (4) Klebsiella           +                                                                                  -            
         +                                              -  (24) Actinobacillus lignieresi      (27) Bordetella 
  (5) Salmonella   (25) Yersinia pestis       (28) Mima 
  (6) Proteus Acid (yellow) butt  (26) Yersinia       (29) Actinobacillus 
  (7) Arizona                                 on TSI          pseudotuberculosis                      mallei 
  (8) Citrobacter 
           +                                                                -                                                        
     (9) Proteus  (18) Pseudomonas 
   (10) Providence  (19) Alcaligenes 
   (11) Salmonella  (20) Achromobacter 
   (12) Escherichia   (Herellea) 
   (13) Enterobacter  
   (14) Klebsiella 
   (15) Serratia 
   (16) Shigella 
   (17) Aeromonas 

Figure 2.  Outline of steps for presumptive identification of bacteria.  The tests under consideration are indicated on the vertical lines, and results of the tests are on the horizontal lines 
                                                          directly below the tests. 
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No Growth on MacConkey Agar, Growth on Blood Agar Only 
 GROUP3        GROUP 4 

                       Gram negative                                                                                                                                             Gram positive 
 
 
                       Growth on TSI agar                                                                                                                                          Morphology 
 
 
                  +                    - 
        Cocci     Bacilli 
                                      (39) Hemophilia 
    Catalase 

Acid (yellow) butt on TSI 
 
+                                                    -                                  +         -       Branching 
 

(30) Pasteurella multocida (34) Brucella (40) Staphylococcus  (42) Streptococcus 
(31) Pasteurella pneumotropica (35) Moraxella (41) Micrococcus  (43) Enterococcus                       +                                                        - 
(32) Pasteurella gallinarum (36) Mima   (44) Diplococcus 
(33) Neisseria (37) Actinobacillus    (45) Nocardia 
          mallei                                (46) Streptomyces Catalase 
   (38) Neisseria     
       +  - 

 
 (47) Corynebacterium spp. (51) Corynebacterium 
 (48) Bacillus         pyogenes 
 (49) Listeria (52) Erysipelothrix 
 (50) Mycobacterium 
  

figure 2 (Continue) 

43 
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Organisms with Special Growth Requirements 
       Group 5                    Group 6 
 Special nutritional Atmospheric 
                 requirements 
(53) hemophilus* Microaerophilic  Anaerobic 
(54) Leptospira (60) Vibrio fetus                  
(55) Mycobacterium (61) Vibrio jejuni         Bacilli 
(56) Pasteurella tularensis (62) Brucella abortus 
(57) Mycoplasma       Gram stain               (77) Borrelia 
(58) Colesiota  Cocci 
(59) Coxiella                      
   Gram stain 
                    Catalase                                      Pleomorphic 
                  production                                          bacilli 
      (65) Veillonella                                                                                        
   Catalase 
   Production 
         (66) Corynebacterium       Morphology    (73) Sphaerphorus                         (74) Bacteroides 
         (67) Propionibacterium                           (75) Fusobacterium 
                                  (76) Dialister 
   (63) Peptococcus (64) Peptostreptococcus  Branching               Spore formation 
 
        (68) Actinomyces 
        (69) Ramibacterium           (70) Clostridium                          (71) Eubacterium 
                                  (72) Catenabacterium 
*Hemophilus will grow on sheep or horse blood agar. 

Figure 2 (Continued) 

-+

-+

-+

-+-+

-+

Spirilla 
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การแยกกลุมแบคทีเรีย(Genera of bacteria) 
 
Group I  เชื้อท่ีขึ้นเร็วบน MacConkey Agar(Rapid colony development on MacConkey agar) 
 Group I (a) เกิดการหมักของน้ําตาลแลคโตส(Rapid lactose fermentation) โคโลนีที่ขึ้นมีสี 

แดง(Red colonies) (Table 1) 
 Group I (b) ไมเกิดการหมกัน้ําตาลแลคโตสหรือเกิดไดชา(No or delayed lactose  

fermentation) โคโลนีไมมีสี(Colorless colonies) และสราง H2S(Production of  
H2S) (Table 2) 

 Group I (c) ไมเกิดการหมกัน้ําตาลแลคโตส(No lactose fermentation) โคโลนีไมมีสี(colorless  
colonies) หมักน้ําตาลกลูโคส (ใหสีเหลืองที่กนหลอด TSI)( Glucose 
fermentation(yellow butt on TSI)) (Table 3) 

 Group I (d) เกิดการหมักน้าํตาลแลคโตสหรือไมเกิดการหมัก(Delayed or no lactose  
fermentation) โคโลนีไมมีสี(Colorless colonies) ไมเกิดการหมักน้ําตาลกลูโคส  
(ไมเกดิการเปลี่ยนสีที่กนหลอด TSI) (no glucose fermentation (no change in butt  
on TSI agar)) (Table 4) 

 
Group II  เชื้อท่ีขึ้นชาบน MacConkey(Slow or poor Colony Development on MacConkey Agar) 
 Group II (a) เกิดการหมักน้าํตาลแลคโตส(Rapid lactose fermentation) โคโลนีมีสีแดง(Red  

Colonies) (Table5)  
 Group II (b) เกิดการหมักน้าํตาลแลคโตสไดชาหรือไมเกิด(Delayed or no lactose  

fermentation) โคโลนีไมมีสี(Colorless colonies) เกิดการหมักน้ําตาลกลูโคสบน  
TSI agar(Glucose fermentation(yellow button TSI agar)) (Table 6) 

 Group II (c) เกิดการหมักน้าํตาลแลคโตสไดชาหรือไมเกิด(Delayed or no lactose  
fermentation) โคโลนีไมมีสี(Colorless colonies) ไมเกิดการหมักน้ําตาลกลูโคส 
บน TSI agar(no glucose fermentation (no change in butt on TSI agar)) (Table 7)  

 
Group III  เชื้อขึ้นบน Blood Agar แตไมขึ้นบน MacConkey agar แบคทีเรียแกรมลบ(Growth on Blood 
Agar but no Growth on MacConkey Agar; Organisms Gram Negative) 
 Group III (a) เกิดการหมักน้าํตาลกลูโคส ใหสีเหลืองที่กนหลอด TSI(Glucose fermentation  

(yellow butt on TSI)) (Table 8) 
 Group III (b) ไมเกิดการหมกัน้ําตาลกลูโคส(No glucose fermentation (no change in butt on  

TSI agar)) (Table 9) 
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 Group III (c) เชื้อไมขึ้นบน TSI(No growth on TSI) 
 
Group IV  เชื้อขึ้นบน Blood Agar แตไมขึ้นบน MacConkey Agar แบคทีเรียแกรมบวก(Growth on 
Blood Agar but no Growth on MacConkey Agar; Organisms Gram Positive) 
 Group IV (a) แบคทีเรียแกรมบวกรูปรางกลม สรางเอนไซม Catalase(Gram-positive, catalase- 

producing cocci) (Table 10) 
 Group IV (b) แบคทีเรียแกรมบวกรูปรางกลม ไมสราง Catalase(Gram-positive cocci; no  

catalase production) (Table 11 และ Table 12) 
 Group IV (c) แบคทีเรียแกรมบวกรูปรางเปนแทง(Gram-positive bacilli) (Table 13, 14 และ 15) 
 
Group V  แบคทีเรียท่ีตองการสารอาหารที่จําเพาะ(Organisms with Special Nutritional Requirements) 
Group VI (a) Microaerophilic environment 
Group VI (b) Anaerobic enviroment 
 
 หมายเหต ุ - Group V, Group VI (a) และ VI (b) ใช Table 16-19 
  - เปนกลุมแบคทีเรียที่ตองการสารอาหารและบรรยากาศที่จําเพาะ และมิไดเพาะเปนงาน 
  ประจําในหองปฏิบัติการ  จะเพาะเชื้อกลุมดังกลาวนี้เมื่อผูสงตัวอยาง     หรือผูที่ทําการ 
  เพาะเชื้อสงสยัวาจะเปนเชื้อกลุมนี้ 
 
 
 

 คูมือการตรวจสอบคุณภาพน้ํานม   45



TABLE 1 
 

Gr
am

 St
ain

 

Cit
rat

e u
tili

zat
ion

 

H2 S p
rod

uct
ion

 
(bl

ack
eni

ng 
on 

TS
I) 

Ind
ole

 pr
odu

ctio
n 

mo
tili

ty 

Ur
eas

e p
rod

uct
ion

 

Ly
sin

e d
eca

rbo
xyl

ase
 

pro
duc

tio
n 

Arizona* 
Citrobacter 
Escherichia 
Enterobacter+ 
Klebsiella 

- 
- 
- 
- 
- 

 
+ 
- 
+ 
+ 

+ 
+ 
- 
- 
- 

- 
v 
+ 
- 
- 

+ 
+ 
+ 
+ 
- 

- 
v 
- 
v 
+ 

+ 
- 
v 
v 
+ 

   * Very occasionally Arizona ferments lactose. 
   + Enterobacter never produces both urease and lysine decarboxylase. 
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   *w+ = weak positive occasionally. 
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Nit
rat

e r
edu

ctio
n 

P. aeruginosa 
P. pseudomallei 
Achromobacter 
Alcaligenes 

- 
- 
- 
- 

+ 
+ 
- 
+ 

O 
F 
O 
- 

+ 
+ 
- 
+ 

+ 
+ 
- 

+ ( - ) 
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TABLE 5 
 

Gr
am

 sta
in 

Ur
eas

e 
pro

duc
tio

n 

Mo
tili

ty 

P. hemolytica 
A. Equuli 
V. metschnikovii 

- 
- 
- 

- 
+ 
- 

- 
- 
+ 

 
TABLE 6 

 

Gr
am

 sta
in 

Ox
ida

se 
pro

duc
tio

n 

Ur
eas

e 
pro

duc
tio

n 

Mo
tili

ty 

He
mo

lys
is o

n 
blo

od 
aga

r 

A. lignieresi 
Y. pestis 
Y. peudotuberculosis 
Pasteurella hemolytica* 
Vibrio comma+ 

- 
- 
- 
- 
- 

+ 
- 
- 
+ 
+ 

+ 
- 
+ 
- 
- 

- 
- 
+ 
- 
+ 

v 
- 
- 
+ 
- 

   *Late lactose fermentation may result in colorless colonies on MacConkey agar. 
    +Usually requires CO2 For initial isolation. 
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TABLE 7 
 

Gr
am

 sta
in 

Ox
das

e 
pro

duc
tio

n 

Ur
eas

e 
pro

duc
tio

n 

Mo
tili

ty 

Dip
loc

occ
oid

 
mo

rph
olo

gy 

Ind
ole

 
pro

duc
tio

n 

Nit
rat

e r
edu

ctio
n 

Bordetalla 
Mima 
A. mellei 
Rare isolates 
     Vibrio fetus 
     Brucella abortus+ 

         Type I 
     Moraxella sp. 
         Type II 
Flavobacterium 

- 
- 
- 
 
- 
 
- 
 
- 
- 

+ 
- * 
- 
 

+ 
 

+ 
 

+ 
+ 

+ 
- 
- 
 
- 
 

+ 
 

+ 
- 

+ 
- 
- 
 

+ 
 
- 
 
- 
- 

- 
+ 
- 
 
- 
 
- 
 

+ 
- 

- 
- 
- 
 
- 
 
- 
 
- 
+ 

+ 
- 
+ 
 

+ 
 

+ 
 

+ ( - ) 
- 

   *Occasionally positive; know as Mima polymorpha var. oxidans. 
   +Usually requires CO2 for initial isolation; Brucella abortus (Type I) is also penicillin resistant. 
 

TABLE 8 
 

Gr
am

 sta
in 

Ur
eas

e 
pro

duc
tio

n 

Ind
ole

 
pro

duc
tio

n 

Nit
rat

e r
edu

ctio
n 

Dip
loc

occ
oid

 
mo

rph
olo

gy 

Ox
ida

se 
pro

duc
tio

n 

P. multocida* 
P. pneumotropica+ 
P. gallinarum 
Neisseria 

- 
- 
- 
- 

- 
+ 
- 
- 

+ 
+ 
- 
- 

+ 
+ 
- 
- 

- 
- 
- 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

   *Key reactions of Pasteurella multocida are those involving indole nitrate. 
   +May need a drop of  serum on slant to give positive urease production. 
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TABLE 9 
 

Gr
am

 sta
in 

Mo
rph

olo
gy 

Ox
ida

se 
pro

duc
tio

n 

Ur
eas

e 
pro

duc
tio

n 

Be
ta h

em
oly

sis
 

Mo
tili

ty 

Brucella 
Moraxella 
Mima 
A. mellei 
P. pseudomallei 
Neisseria 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

bacillus 
diplococcoid 
diplococcoid 
bacillus 
bacillus 
diplococcus 

+ 
+ 

- (rarely +) 
- 
+ 
+ 

+ 
- 

- (rarely +) 
- 
 
- 

- 
+ 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
+ 
- 

 
TABLE 10 

 

Gr
am

 sta
in 

Co
agu

las
e 

pro
duc

tio
n* 

Ac
id 

but
t 

on 
TS

I a
gar

 

S. auresu 
S. epidermidis 
Micrococcus 

+ 
+ 
+ 

+ 
- 
- 

+ 
+ 
- 

 
TABLE 11 

 

Ba
citr

aci
n 

sen
siti

vit
y 

Gr
ow

th 
in 

Str
ept

oco
ccu

s 
fae

cal
is S

F b
rot

h 

Gr
ow

th 
in 

6.5
% 

Na
Cl 

Op
toc

hin
 

sen
siti

vit
y 

Streptococcus* 
S. pyogenes, group A 
“Enterococci”, group 
Diplococcus 

- 
+ 
- 
- 

- 
- 
+ 
- 

- 
- 
+ 
- 

- 
- 
- 
+ 

 
 
 

 คูมือการตรวจสอบคุณภาพน้ํานม   50 



TABLE 12 
 

La
nce

fie
ld 

gro
up 

He
mo

lys
is 

Ba
citr

aci
n 

sen
siti

vit
y 

Cc
mp

 tes
t 

Inu
lin

 
fer

me
nta

tio
n 

La
cto

se 
fer

ma
nta

tio
n 

So
rbi

tol
 

fer
me

nta
tio

n 
Sal

icin
’fe

rm
ent

at
ion

 
Gr

ow
th 

in 
SF

 
bor

th 
Op

toc
hin

 
sen

siti
vit

y 

S. pyogenes 
S. agalactiae 
S. uberis 
S. dysgalactiae 
S. equi 
S. zooepidemicus 
S. equisimilis 
S. canis 
“Enterococci” 
D. pneumoniae 

A 
B 
C 
C 
C 
C 
C 
C 
D 

Beta 
v 
v 
v 
v 

beta 
beta 
beta 

v 
alpha 

+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
+ 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
v 
+ 
+ 
+ 

- 
- 
+ 
v 
- 
+ 
- 
- 
v 
 

+ 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
v 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 

 * On horse blood agar. 
 

TABLE 13 

Bra
nch

ing
 

org
ani

sm
s 

“Su
lfu

r g
ran

ule
s” 

in 
pat

hol
ogi

cal
 

ma
ter

ial 

Pro
duc

tio
n o

f 
aer

ial 
my

cel
ium

 
and

 co
nid

ia 

Ca
sei

n h
y 

dro
lys

is+  

Pro
duc

tio
n o

f 
tyr

osi
nas

e 

Nocardia sp.* 
Streptomyces sp. 

+ 
- 

- 
+ 

- 
+ 

- 
+ 

  *May be weakly acid-fast. 
   +Within three days. 
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TABLE 14 
Gr

am
-po

siti
ve 

bac
illi

 

Be
ta h

em
oly

sis
 

Ac
id-

fas
t 

H2
S o

n T
SI 

aga
r 

Mo
tili

ty 

Sp
ore

 fo
rm

atio
n 

Corynebacterium spp. 
Bacillus sp. 
B. anthracis 
Listeria 
Mycobacterium 
C. pyogenes 
Erysipelothrix 

- ( + ) 
+ ( - ) 

- 
+ 
- 
+ 

- ( + ) 

- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

+ * 

- 
+ 
- 

++ 

- 
- 
- 

- 
+ 
+ 
- 
- 
- 
- 

   *May take from three to five days for blackening to become evident. 
     +Best demonstrated at room temperature. 
 

TABLE 15 

Co
ryn

eba
cte

riu
m 

He
mo

lys
is 

Ca
tala

se 
pro

duc
tio

n 

Ac
id 

but
t in

 TS
I 

glu
cos

e 
fer

me
nta

tio
n 

La
cto

se 
fer

me
nta

tio
n 

Su
cro

se 
fer

me
nta

tio
n 

C. pyogenes 
C. equi 
C. renale 
C. pseudotuberculosis 

+ 
- 

- ( + ) 
- ( + ) 

- 
+ 
+ 
+ 

+ 
- 
+ 
+ 

+ 
- 
- 
+ 

+ 
- 
- 
+ 

 
 
 
 
 
 

 คูมือการตรวจสอบคุณภาพน้ํานม   52 



TABLE 16 
 

Gr
ow

th 
in 

Th
iog

lyc
ola

te 
bro

th 

Mo
rph

olo
gy 

Nit
rat

e r
edu

ctio
n 

Ma
nni

tol
 

fer
me

nta
tio

n 

A. bovis 
 
A. baudeti 

diffuse 
 
granular, clear 
     broth 

  branching rare, 
      few filaments 
  branching, 
      filamentous  

- 
 

+ 

- 
 

+ 

 
TABLE 17 

Some Typical Reactions of Clostridia 

Te
st 

C. 
mo

vyi
 

C. 
per

frin
gen

s 

C. 
sep

ticu
m 

C. 
hem

oly
ticu

m 

C. 
cha

uvo
ei 

C. 
teta

ni 

C. 
bot

uli
num

 

C. 
bif

erm
ent

ans
 

C. 
ter

ium
 

C. 
spo

rog
ene

s 

C. 
his

tol
yti

cum
 

Motillity 
Glucose fermentation 
Lactose fermentation 
Sucrose fermentation 
Salicin fermentation 
Indole production 
Nitrate reduction 
Sulfide (H2S) 
production 
Proteolysis 
Sproe morphology* 

+ 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

ovoi
d 
E 

- 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
- 
- 

ovoi
d 
C 

+ 
+ 
+ 
- 
+ 
- 
+ 
- 
- 

ovoi
d 
E 

+ 
+ 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 

ovoi
d 

ST 

+ 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
- 
- 

ovoi
d 
E 

+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 

round 
T 

+ 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
+ 

ovoi
d 
E 

+ 
+ 
- 
- 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 

ovoi
d 
E 

+ 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
- 
- 

ovoi
d 
T 

+ 
+ 
- 
- 
- 
- 
+ 
+ 
+ 

ovoi
d 
E 

+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
+ 

ovoid 
ST 

 *C = central,  E = eccentric, ST = Subterminal,  T = terminal. 
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TABLE 18 
 

Mo
rph

olo
gy 

Bla
ck 

col
oni

es 

Ga
s in

 cu
ltu

re 
me

dia
 

Fet
id 

odo
r 

C. contortum 
C. lottii 
C. nigrum 
E. disciformans 
E. obstii 

chains 
chains 
chains 

small masses 
single rods 

- 
- 
+ 
- 
- 

+ 
- 
- 
- 
+ 

- 
- 
+ 
- 
+ 

 
TABLE 19 

 

Mo
rph

olo
gy 

Be
ta h

em
oly

sis
 

Ind
ole

 
pro

duc
tio

n 

Fet
id 

odo
r 

Bla
ck 

col
oni

es 

S. necrophorus 
S. nodosus 
B. fragilis 
B. melaninogenicus 
F. fusiforme 
D. pneumosintes 

pleomorphic rods 
pleomorphic rods 
blunt rods 
coccobacilli 
long rods, pointed ends 
minute rods 

+ 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 
+ 
- 
+ 
- 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
- 
- 

- 
- 
- 

+* 
- 
- 

  *Usually takes from three to five days of incubation. 
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การตรวจนับจํานวนแบคทีเรียดวยกลองจุลทรรศน 
(Direct Microscopic Method) 

 
เปนวิธีที่ยอมรบักันทั่วไป โดยเฉพาะ American Public Health Association ซ่ึงสามารถตรวจสอบ   

1.   จํานวนและแยกชนดิของแบคทีเรีย  
2. ขนาด รูปราง และการเรียงตวัของแบคทีเรีย 
3. จํานวนและชนิดของเม็ดเลอืดขาวในน้ํานม  

 
อุปกรณ 

1. 0.01 ml  pipette or callibrated platinum loop 
2. Sterized glass slides ขนาด 2.5x7.5 cm. หรือขนาด 5.0 x7.5 หรือขนาด 5.0x11.5 

Slide ใหมควรลางดวย  
 3. Cardboard guide cards 

(Cardboard guide cards เปนกระดาษแข็งที่มีขนาดเทาแผนสไลด แบงเปนชองสี่เหล่ียมขนาด
หนึ่งตารางเซนติเมตร 1- 4 ชองหางกันประมาณ 0.5 เซนตเิมตร) 

 4. Levowitz-Weber(LW) stain (Modified Newman-Lampert stain) มีขั้นตอนการเตรียมดังนี ้
a. เติม 0.6 g. Certified methylene blue chloride อยางชาๆลงใน Flask ขนาด 200 ml ที่มีสาร

ผสมระหวาง  95%  Ethyl alcohol  52  ml กับ Tetrachloethane (Reagent grade) 44 ml 
แกวงขวดชาๆ ใหเขากนั 

 
ขอควรระวัง :      ในการเตรียมสียอมนี้ควรสวมถุงมือและเตรียมในตูดูดควัน   

       เนื่องจาก Tetrachloethane เปนสารอันตราย 
 

b. ตั้งทิ้งไว 12 –24 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิ 4.4 –7.2 0C 
c. กรองผานกระดาษกรอง Whatman No. 42 
d. เติม Gacial acetic acid 4 ml 
e. เก็บในภาชนะที่สะอาดสามารถปองกันแสงได ปดใหแนน (เมื่อมีน้ําหรือสารเคมีปนเปอน

จะทําใหสีเสื่อมสภาพ) และเก็บในที่ที่มีอากาศถายเท 
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วิธีทดสอบ 
1. กอนสเมียรตวัอยางตองอุนน้าํนมใน Water bath อุณหภูม ิ40 0C (ไมควรเกิน 10 นาที) 

เขยาตัวอยางน้ํานมใหเปนเนื้อเดียวกัน (เขยาเบา ๆ  25 คร้ัง ) ใช Pipette  ดูดนมมา  
0.01 ml  เช็ดนมสวนเกินดานนอกของ tip แลวหยดลงบน Slide  ที่เตรียมไวโดยมี  
Cardboard guide cards รองไวขางใต เกลี่ยน้ํานมใหเปนแผนบาง ๆ (Film)  ขนาด 
หนึ่งตารางเซนติเมตร (1 cm3) ทําใหแหง ไมควรใชไฟเผาโดยตรง และระวังอยาให 
ปนเปอนฝุน 

2. นําสไลดไปยอมสี (ขั้นตอนยอมสีควรทําในตูดูดควัน)  หยดสี LW ใหทวมสไลด ทิ้ง 
 ใหแหง (2 นาที) เช็ดสีสวนเกินที่ขอบตารางดวยกระดาษซับหรือทิชชู จากนั้นทิ้งให 
 แหงโดยสมบูรณ 
3. หยดน้ําสะอาด (35-45  0C) เบา ๆ ใหทวม เทน้ําออกและทิ้งใหแหง  (ทํา 3 คร้ัง) 
4. ตรวจนับดวยกลองจุลทรรศนดวย Oil immersion lens 

แบคทีเรีย   ยอมติดสีน้ําเงนิเขม 
เม็ดเลือดขาว   ยอมติดสีน้ําเงนิเขม 
โซมาติกเซลล  ยอมติดสีน้ําเงนิเขม 
โปรตีน   ยอมติดสีฟาเปนพื้นหลัง 
ไขมัน   เปนพื้นสีขาวหรือไมติดส ี
ส่ิงสกปรก  ยอมตดิสีเปนเม็ดสีดําหรือน้าํตาล 

หากตองการเก็บสไลดใหหยด Xylene เพื่อลาง Oil  ทิ้งไวใหแหง และเก็บสไลดใสกลอง 
 

การคํานวณผลจากการนับ 
1. ตองทราบ Microscopic Factor(MF) คํานวณไดจาก 

              MF  = พื้นที่ที่สเมียร(mm2) / πr2 x ปริมาณน้ํานมที่ใชในการสเมียร 
  = (10x10) /  πr2 x 0.01 ml 
  = 10,000 / πr2 
 r = รัศมีของ Oil immersion lens(mm.) 
 

 2. จํานวนกลุมแบคทีเรีย(Number of Clump)  ที่นับได(DMC/ml)  คํานวณไดดังนี ้
 คาเฉลี่ยของแบคทีเรียที่นับไดตอพื้นที่ x MF 
 ตัวอยางเชน คํานวณคา MF ได 320,000 และแบคทีเรียที่นับไดตอพื้นที่เทากับ 10 
ดังนั้น จํานวนแบคทีเรียที่นบัไดจะเทากับ 10x320,000 = 3,200,000 
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การทดสอบความไวยา 
(Antimicrobial Susceptibility Testing) 

 
 การทดสอบความไวของยา  วิธีนี้เปนเทคนิคที่เรียกวา   The agar disc diffusion technique เหมาะ
ในการการทดสอบความไวยาตอแบคทีเรียที่โตเร็ว(The rapidly growing pathogen)  ซ่ึงทดสอบโดยใช
กระดาษทดสอบยา(Paper disc)  ชุบยาปฏิชีวนะที่ทราบชนิดและขนาดของยา  จากนั้นวางกระดาษทดสอบ
ยาบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเชื้อที่ตองการทดสอบความไวของยาชนิดตาง ๆ ยาปฏิชีวนะที่มีฤทธิ์ยับยั้งการ
เจริญเติบโต  หรือมีฤทธิ์ฆาเชื้อแบคทีเรียจะซึมผานอาหารเลี้ยงเชื้อกระจายไปในทุก ๆ ทาง  ทําใหเกิดบรเิวณ
ที่เชื้อไมสามารถเจริญเติบโตได  บริเวณนั้นเรียกวา clear zone 
 
จุดประสงค 

เพื่อทราบถึงชนิดของยาที่ควรจะเลือกใชกบัเชื้อแบคทีเรียแตละชนิดทีต่รวจพบ 
 
อุปกรณและสารเคมี 

1. sterile petridish 
2. forceps  ไมมีเขี้ยว 
3. ตะเกยีงแกสบุนเสน หรือหวัแกส 
4. กระดาษทดสอบยา(Paper disc) 
5. Strerile cotton swab 
6. Brain heart in fusion broth 
7. ไมบรรทัด 
8. Blood agar 
9. Muller-Hilton agar 

 
วิธีการ 

1. ใช  loop  ที่เผาฆาเชื้อแลว  ตักเชื้อที่ตองการทดสอบความไวยามา 1 loop จากนั้นเขี่ยลงใน  
Brian heart in fusion- broth บมที่อุณหภูมิ 37 0C   นานประมาณ 4  ช่ัวโมง 
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ใช loop เขี่ยเช้ือที่ตองการทดสอบความไวยา 
 
 
 
 
 

 
 
 

              เขี่ย เช้ือลงใน Brian heart in fusion- broth 
 

2. เมื่อสังเกตวาอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว ขุนมากขึ้น  ใหนํามาทดสอบความไวยา  โดยเขยาอาหาร 
เล้ียงเชื้อเหลวใหเชื้อกระจายทั่ว ๆ ใช sterile swab  จุมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  แลวนํามาเกลี่ยใหเต็ม
พื้นที่ของอาหารเลี้ยงเชื้อดังรูป  และในขั้นตอนสุดทายใหใช cotton swab  ปาดของเหลวตามแนวขอบของ
จานเลี้ยงเชื้อเพื่อปองกันของเหลวที่ติดอยูที่ขอบของจานเลี้ยงเชื้อ  จะไหลเขามาในพื้นผิวของอาหารเลีย้งเชือ้
และทําใหเชื้อเจริญไมเสมอกัน  และเมื่อทําเสร็จแลวใหทําซ้ําใน plate เดิมอีก 1 รอบ  เพื่อใหมีเชื้อเจริญบน
อาหารเลี้ยงเชื้อมากพอ 
 
 
 

 
 
 
 
 

Sterile swab  จุมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  แลวนํามาเกลี่ยใหเต็มพื้นที่ของอาหารเลี้ยง 
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3.    วางกระดาษทดสอบยาบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เขี่ยเชื้อเรียบรอยแลวดงัรูป 
 
 
 
 

               
 
 
 

    (a)      (b) 
 
 
 
 
 
 
 
 

    (c)      (d) 
วางกระดาษทดสอบยาบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
4. บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  นาน 18-24  ช่ัวโมง 

 
 
 
 
 
 
 
 

บมที่ 37  อุณหภูมิเซลเซียส   นาน 18-24 ช่ัวโมง 
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a 

b 

5. อานผลโดยวัดเสนผาศูนยกลางของ zone (Clear zone) ในการวดัเสนผาศูนยกลางของ  
zone  ตองใหแนวในการวัดผานจุดศูนยกลางของกระดาษทดสอบยา 
 
 
 
 
 
 
 
 
        หลังจากบมที่ 37 องศาเซลเซียส  18-24 ช่ัวโมง                                การวัดเสนผาศูนยกลางของ zone ตองใหแนวในการ 
                  จะพบ Clear zone                    วัดผาน กลางของกระดาษทดสอบยา 
                     จากรูปวัด a-b ได 26 cm          
                                                
การแปลผลจาก Clear zone ท่ีวัดไดเทียบไดจากตารางมาตรฐาน มีดังนี้ 
 (1)  Susceptible หมายถึง เชื้อแบคทีเรียตอบสนองตอยาปฏิชีวนะที่รักษา และขนาดยาที่ใชใน 
ระดับปกติ 
 (2)  Moderately susceptibility หมายถึง  ยาปฏิชีวนะจะสามารถยับยั้งเชื้อได  ถายานั้นสามารถเขา 
ไปถึงบริเวณที่ติดเชื้อ และมีความเขมขนสูงพอ(physiologically concentrated) 
 (3)  Intermediate หมายถึง  ยาที่ใชรักษาใหผลไดไมแนนอน  อาจตองทดสอบยาชนิดนี้อีกครั้ง 
 (4)  Resistant  หมายถึง  ยาที่ใชรักษานี้ไมสามารถทําลายเชื้อนี้ได 
  
  จากภาพสมมุติวาเปนกระดาษทดสอบยาเปนยาชื่อ Methicilin 5 mcg และกระดาษทดสอบยานี้มี
รหัส(Disk code) ME5   และวัด  clear zone ได 26 mm  เมื่อเทียบคาจากตารางจะอยูในชวง Susceptible 
(≥14 mm) เชื้อที่เพาะไดจากตัวอยางน้ํานมนี้มีความไวตอยา Methicilin ดังนั้นเมื่อใชยานี้รักษาจะสามารถ
ทําลายเชื้อนี้ได 
  6.  รายงานผลโดยเทียบกับตารางแสดงระดับความไวยาของยาแตละชนิด 
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ตารางมาตรฐานสําหรับแปลผลความไวของเชื้อตอ antibiotic ชนดิตาง ๆ 
 

INTERPRETIVES STANDARDS 

Antimicrobial Agent Disk 
Code 

Resistant 
(mm or less) 

Intermediate 
(mm) 

Moderately 
Susceptible 
(mm range) 

Susceptible 
(mm or more) 

Amikacin 30 mcg 
Amoxicillin 20 mcg/Clavulanic Acid 10 mcg 
   When testing Haemophilus and staphylococci 
   When testing other organisms 
Ampicillin 10 mcg 
   When testing gram-negative enteric 
Organisms 
   When testing staphylococci 
   When testing Hacmophilus and staphylococci 
   When testing enterococci 
   When testing non-enterococcal streptococci 
   When testing L.monocytogenes 
Ampicillin 10 mcg/Sulbactam 10 mcg 
   When testing gram-negative enterics and 
   Staphylococcin 
   When testing Hacmophilus 
Apriamycin 15 mcy (veterinary) 
Azlocillin 75 mcg when testing Pseudomonas 
Axtreonam 30 mcg 
   When testing Haemophilus 
Bacitacin 10 units 
Carbenicillin 100 mcg 
   When testing other gram-negative organisms 
   When testing Pscudomonas 
Cefaclor 30 mcg 

AN 30 
AMC 30 

 
 

AM 10 
 
 
 
 
 
 
 

SAM 20 
 
 
 

AP 15 
AZ 75 

ATM 30 
 

B 10 
CB 100 

 
 

CEC 30 

14 
 

19 
13 
 

11 
 

20 
19 
16 
21 
19 
 

11 
 

19 
11 
17 
15 
 
8 
 

17 
13 
14 

15-16 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

12-14 
 
 
 

9-12 

 
 
 

14-17 
 

12-13 
 

21-28 
 

17 
22-29 

 
 

12-14 
 
 
 
 

16-21 
 
 
 

18-22 
14-16 
15-17 

17 
 

20 
18 
 

14 
 

29 
20 
 

30 
20 
 

15 
 

20 
15 
18 
22 
26 
13 
 

23 
17 
18 
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INTERPRETIVES STANDARDS 

Antimicrobial Agent Disk 
Code 

Resistant 
(mm or less) 

Intermediate 
(mm) 

Moderately 
Susceptible 
(mm range) 

Susceptible 
(mm or more) 

   When testing Haemophilus 
Cefamandole 30 mcg 
   When testing Haemophilus 
Cefazolin 30 mcg 
Cefixime 5 mcg 
   When testing Haemophilus 
   When testing N. gonorrhoeae 
Cefmetazole 30 mcg 
Cefonicid 30 mcg 
   When testing Haemophilus 
Cefoperazone 75 mcg 
Cefotazime 30 mcg 
   When testing Haemophilus 
   When testing N. gonorrhoeae 
Cefotetan 30 mcg 
   When testing N. gonorrhoeae 
Cefotetan 30 mcg 
   When thesting N. gonorrhoeae 
Ceffazidime 30 mcg 
   When testing Haemophilus 
   When testing N. gonorrhoeae 
Ceftiofur 30 mcg (veterinary) 
Cefizoxime 30 mcg 
   When testing Haemophilus 
Cefriaxone 30 mcg 

 
MA 30 

 
CZ 30 
CFM 5 

 
 

CMZ 30 
CID 30 

 
CFC 75 
CTX 30 

 
 

CTT 30 
 

FOX 30 
 

CAZ 30 
 
 

XNL 30 
ZOX 30 

 
CRO 30 

18 
14 
20 
14 
15 
 
 

12 
14 
20 
15 
14 
 
 

12 
19 
14 
23 
14 
 
 

19 
14 
 

13 

19-23 
 

21-23 
 
 
 
 
 
 

21-23 
 
 
 
 
 

20-25 
 

24-27 
 
 
 

20-23 

 
15-17 

 
15-17 
16-18 

 
 

13-15 
15-17 

 
16-20 
15-22 

 
 

13-15 
 

15-17 
 

15-17 
 
 
 

15-19 
 

14-20 

24 
18 
24 
18 
19 
21 
31 
16 
18 
24 
21 
23 
26 
31 
16 
26 
18 
28 
18 
269 
31 
24 
20 
26 
21 
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INTERPRETIVES STANDARDS 

Antimicrobial Agent Disk 
Code 

Resistant 
(mm or less) 

Intermediate 
(mm) 

Moderately 
Susceptible 
(mm range) 

Susceptible 
(mm or more) 

   When testing Haemophilus 
   When testing N. gonorrhoeae 
Cefuroxime 30 mcg (Sodium) 
   When testing Hacmophilus 
   When testing N. gonorrhoeae 
Cephalothin 30 mcg 
Chloramphenicol 30 mcg 
   When testing Haemophilus 
Chlortetracycline 30 mcg 
Cinoxacin 100 mcg urinary tract specific 
Ciprofloxacin 5 mcg 
   When testing Haemophilus 
Clindamycin 2 mcg 
Cloxacillin 1 mcg 
Colisttin 10 mcg 
Dicloxacillin 1 mcg 
Doxycycline 30 mcg 
Enrofloxacin 5 mcg (veterinary) 
Erythromycin 15 mcg 
Gentamicin 10 mcg 
Imipenem 10 mcg 
   When testing Haemophilus 
Kanamycin 30 mcg 
Methicillin 5 mcg when testing staphylococci 
Meziocilln 75 mcg 

 
 

CXM 30 
 
 

CR 30 
C 30 

 
A 30 

CIN 100 
CIP 5 

 
CC 2 
CX 1 
CL 10 
DX 1 
DO 30 
ENO 5 
E 15 

GM 10 
IPM 10 

 
K 30 
ME 5 
MZ 75 

 
 

14 
20 
25 
14 
12 
25 
14 
14 
15 
 

14 
10 
8 
10 
12 
10 
13 
12 
13 
 

13 
9 

 
 
 

21-23 
 
 

13-17 
26-28 
15-18 
15-18 

 
 

15-16 
11-12 
9-10 
11-12 
13-15 
11-14 
14-17 
13-14 

 
 

14-17 
10 

 
 

15-17 
 

26-30 
15-17 

 
 
 
 

16-20 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

14-15 

26 
35 
18 
24 
31 
18 
18 
29 
19 
19 
21 
21 
17 
13 
11 
13 
16 
15 
18 
15 
16 
16 
18 
14 
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INTERPRETIVES STANDARDS 

Antimicrobial Agent Disk 
Code 

Resistant 
(mm or less) 

Intermediate 
(mm) 

Moderately 
Susceptible 
(mm range) 

Susceptible 
(mm or more) 

   When testing Pseudomonas 
   When testing other gram-negative organisms 
Minocycline 30 mcg 
Moxalactam 30 mcg 
Nafcillin 1 mcg when testing staphylococci 
Nalidixic Acid 30 mcg urinary tract specific 
Neomycin 30 mcg 
Netilmicin 30 mcg 
Nitrofurantoin 300 mcg urinary tract 
Specific 
Norfloxacin 10 mcg urinary tract specific 
Novobiocin 30 mcg 
Ofloxacin 5 mcg 
   When testing Haemophilus 
   When testing N. gonorrhoeae 
Oxacillin 1 mcg 
   When testing staphylococci 
   When testing pneumococci for penicillin G 
Susceptibility 
    
Oxytetracycline 30 mcg 
Penicillin G 10 units 
   When testing staphylococci 
  When testing enterococci 
   When testing L. monocytogenes 

 
 

MIN 30 
MOX 30 

NF 1 
NA 30 

N 3 
NET 30 
FD 300 

 
NOR 10 
NB 30 
OFX 5 

 
 

OX 1 
 
 
 
 

T 30 
P 10 

15 
17 
14 
14 
10 
13 
12 
12 
14 
 

12 
17 
12 
 
 
 

10 
19 
 
 

14 
 

20 
14 
19 

 
 

15-18 
 

11-12 
14-18 
13-16 
13-14 
15-16 

 
13-16 
18-21 

 
 
 
 

11-12 
 
 
 

15-18 
 

21-28 

 
18-20 

 
15-22 

 
 
 
 
 
 
 
 

13-15 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

15 

16 
21 
19 
23 
13 
19 
17 
15 
17 
 

17 
22 
16 
16 
31 
 

13 
20 
 
 

19 
 

29 
 

20 
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INTERPRETIVES STANDARDS 

Antimicrobial Agent Disk 
Code 

Resistant 
(mm or less) 

Intermediate 
(mm) 

Moderately 
Susceptible 
(mm range) 

Susceptible 
(mm or more) 

   When testing non-enterococcal streptococci 
   When testing N. gonorrhoeae 
Piperacillin 100 mcg 
   When testing Pscudomonas 
   When testing orther gram-negative organisms 
Polymyxin B 300 units 
Rifampin 5 mcg 
SxT 25 mcg 
   When testing Haemophilus 
Streptomycin 10 mcg 
Sulfadiazine 300 mcg urinary tract specific 
Sulfisoxazole 300 mcg urinary tract specific 
Tetracycline 30 mcg 
   When testing Hacmophilus 
   When testing N. gonorrhoeae 
Ticarcillin 75 mcg 
   Whent testing Pseudomonas 
   When testing other gram-negative organisms 
Ticarcillin 75 mcg/Clavulanic Acid 10 mcg 
   When testing Pseudomonas 
   When testing other gram-negative organisms 
Tobramycin 10 mcg 
Trimetroprim 5 mcg urinary tract specific 
Triple Sulfa 300 mcg urinary tract specific 
Vancomycin 30 mcg 
   When testing enterococci 

 
 

PIP 100 
 
 

PB 300 
RA 5 

SxT 25 
 

S 10 
SD 300 
G 300 

TE 300 
 
 

TIC 75 
 
 

TIM 85 
 
 

TM10 
TMP 5 

SSS 300 
VA 30 

19 
26 
 

17 
17 
8 
24 
10 
10 
11 
12 
12 
14 
25 
30 
 

14 
14 
 

14 
14 
12 
10 
12 
 

14 

 
 
 
 
 

9-11 
 
 

11-15 
12-14 

 
 

15-18 
26-28 

 
 
 
 
 
 
 

13-14 
 
 
 

17 

20-27 
27-46 

 
 

18-20 
 
 

11-15 
 
 

13-16 
13-16 

 
 

31-37 
 
 

15-19 
 
 

15-19 
 

11-15 
13-16 

 
17 

28 
47 
 

18 
21 
12 
25 
16 
16 
15 
17 
17 
19 
29 
38 
 

15 
20 
 

15 
20 
15 
16 
17 
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INTERPRETIVES STANDARDS 

Antimicrobial Agent Disk 
Code 

Resistant 
(mm or less) 

Intermediate 
(mm) 

Moderately 
Susceptible 
(mm range) 

Susceptible 
(mm or more) 

   When testing other gram-negative organisms 
Tetracycline 30 mcg 
   When testing Haemophilus 
   When testing N. gonorrhoeae 
Ticarcillin 75 mcg 
   When testing Pseudomonas 
   When testing other gram-negative organisms 
Ticarcillin 75 mcg/Clavulanic Acid 10 mcg 
   When testing Pseudomonas 
   When testing other gram-negative organisms 
Tobramycin 10 mcg 
Trimetroprim 5 mcg urinary tract specific 
Triple Sulfa 300 mcg urinary tract specific 
Vancomycin 30 mcg 
   When testing enterococci 
   When testing other gram-negative organisms 

 
TE 300 

 
 

TIC 75 
 
 

TIM 85 
 
 

TM 10 
TMP 5 

SSS 300 
VA 30 

9 
14 
25 
30 
 

14 
14 
 

14 
14 
12 
10 
12 
 

14 
9 

10-11 
15-18 
26-28 

 
 
 
 
 
 
 

13-14 
 
 
 

15-16 
10-11 

 
 
 

31-37 
 
 

15-19 
 
 

15-19 
 

11-15 
13-16 

 
17 

12 
19 
29 
38 
 

15 
20 
 

15 
20 
15 
16 
17 
 
 

12 
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การตรวจสอบยาปฏิชีวนะตกคางในน้ํานมโคโดยวิธีโยเกริตเทสต KU-NP-Ab1 
 
หลักการ 
 โยเกิรตเทสต (KU-NP-Ab1) เปนชุดตรวจสอบกรอง (Screening test) ที่ไดรับการพัฒนาขึ้นมาเพื่อใช
ตรวจหายาปฏิชีวนะตกคางในน้ํานมโค ชุดตรวจสอบนี้ใชหลักการยับยั้งการแบงตัวของจุลินทรีย (Microbial 
inhibition tests) คือการตรวจโดยใชแบคทีเรียชนิดที่ไวตอยาปฏิชีวนะ หรือ ยาตานจุลชีพเปนตัวทดสอบ 
โดยผสมเชื้อแบซิลลัส  สเตียโรเทอรโมฟลัส(Bacillus sterothermophillus)  ในสารอาหารเลี้ยงเชื้อที่
เหมาะสมแลวบรรจุในหลอด(Tube) 
 
อุปกรณ 
 อุปกรณที่ใชในการตรวจหายาปฏิชีวนะตกคางในน้ํานมที่ตองเตรียมในหองปฏิบัติการ มีดังนี้ 
 1.  วอเตอรบัธ(water bath) 
 2.  หลอดแกว(Tube) หรือหลอดพลาสติกพีพี ขนาดเสน ผาศูนยกลางประมาณ  11X40 มม. 
 3.  ไปเปต ขนาด 1 ซีซี. หรือไปเปตอัตโนมัติ 
 4.  ที่หยดสารเคมี(Dropper) 
 5.  เชื้อโยเกิรตเทสต KU-NP-Ab1 
 6.  Bromocresol purple 
 7.  ที่ใสหลอดแกว(Rack) 
 8.  กระดาษตะกั่ว (กระดาษ Foil) 
 9.  เตาแกส  พรอมหมอตมน้ํา 1 ชุด 
 10.  เทอรโมมิเตอร 
 11. เดลโว เทสต (Delvo  test) 
 12. ปากกาเขียนหมายเลขขางหลอด 
 
การเก็บรักษา 
 ควรเก็บไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 5-10°C  และควรใชกอนหมดอายุตามที่ระบุ (2 เดือนจากวันผลิต) 
 
วิธีการทดสอบ 
 ชุดทดสอบโยเกิรตเทสต KU-NP-Ab-1 
 1.  นําตัวอยางน้ํานมไปตมที่อุณหภูมิ 98±2°C นาน 5 นาที  ทิ้งไวใหเย็นแลวดูดน้ํานมที่ตมแลวมาใส
หลอด ๆ ละ 1 มล. 
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 2.  จากนั้นใสโยเกิรต หลอดละ 2 หยด แลวหยดดวยสี Bromocresol purple 1 หยด เขยาใหสารละลาย
เขากันดี ปดดวยฝาหลอด 
 
 
 
 
 
 
 
                                                 ใสโยเกิรต 2 หยด        หยด Bromocresol purple 1 หยด 
 3.  แลวนําไปอุนใน water bath อุณหภูมิ 65±2°C หลังจากอุนชุดตรวจสอบ 6 ช่ัวโมง 30 นาที นําชุด
ตรวจสอบที่ใสน้ํานมไมมีสารตานจุลชีพมาอานกอน  ถาสีของชุดตรวจสอบเปลี่ยนเปนสีเหลืองทั้งหมดให
อานผลการทดสอบได ถาสียังไมเปนเปนสีเหลืองทั้งหมดใหทําการอุนตออีก 15 นาที แลวนํามาอานผล  ถาสี
ของชุดตรวจสอบเปลี่ยนเปนสีเหลืองแสดงวาตัวอยางน้ํานมไมมียาปฏิชีวนะตกคาง และถาสีของชุด
ตรวจสอบยังคงเปนสีมวงแสดงวาตัวอยางน้ํานมมียาตกคาง แตถาสีของชุดตรวจสอบเปนสีมวงดานบนและ
มีสีเหลืองดานลางหรือสีมวงจางลงแตไมเปนสีเหลืองแสดงวาตัวอยางน้ํานมที่มียาตกคางในปริมาณต่ํากวา
ความเขมขนที่ชุดตรวจสอบยาปฏิชีวนะสามารถตรวจพบ 
 ในกรณีที่ทําการตรวจในชวงบาย  หรือชวงเย็นสามารถอานผลในชวงเวลา 09.00-10.00 น. ของวันถัด
มาได  เมื่อพบตัวอยางใดที่มียาปฏิชีวนะตกคางใหตรวจซ้ําดวยวิธีเดลโวเทสต (Delvo test) อีกครั้งหนึ่ง 
 
 
 
 
 
 

ใสตัวอยางนม 1 ml  นําไปอุนที่ water bath อุณหภูมิ 65±1°C 
 
 
 

 
                    ผลการทดสอบ 
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การตรวจหาปริมาณไขมันนม(Milk fat) โดย Gerber Butterfat Test 
 
 ไขมันนมเปนปจจัยสําคัญในการกําหนดราคาน้ํานมดิบแกเกษตรกร  และการทราบปริมาณไขมัน
นมที่ถูกตองจะสะดวกในการปรับมาตรฐานไขมันนมกอนการแปรรูปในอุตสาหกรรมตาง ๆ  นอกจากนี้ยัง
สามารถใชประกอบการจัดการดานโภชนาการของฟารมโคนมในการผลิตน้ํานมดิบคุณภาพดี 
 
เคร่ืองมือและสารเคมี     

1. Gerber butyrometer 0-6% หรือ 0-8 % 
2. เครื่องปนแรงเหวีย่งสูง(Gerber Centifuge) 
3. จุกยาง(Rubber stoppers)  สําหรับปด   Gerber butyrometer 
4. Pipetts สําหรับดูดตัวอยางนมขนาด 11 ml 
5. Pipetts ขนาด 1 ml สําหรับดดู Amyl alcohol 
6. ที่ตั้ง (Stand) สําหรับวาง butyrometer 
7. Rack 
8. Sulfuric acid 1.815 g/ml 
9. Amyl alcohol 

 
วิธีทดสอบ 

1. เติม Sulfuric acid 10 ml ลงใน Gerber butyrometer จากนัน้คอยๆเติมตัวอยางนมที่จะทดสอบ  
10.94 ml  หรือ 11 ml   ระวังอยาใหบริเวณคอของ Gerber butyrometer  เปยก เพราะจะมีปญหาเกี่ยวกับการ
ปดจุกจะหลุดออกงาย(Sulfuric acid จะชวยละลายโปรตีนนม และชวยลดความหนืดของ fat globule 
membrane และลอยตัวขึ้น) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gerber butyromete 
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เติม Sulfuric acid 10 ml 
              

                                                
 
 
 
 
 
 
 

คอย ๆ เติมตัวอยางน้ํานมที่จะทดสอบ 10.94  ml 
 

2. เติม Amyl alcohol 1 ml (ชวยปองกันการไหมของไขมัน) ปดจุกยางใหแนน  
 
 
 
 
 
 
 

 

เติม Amyl alcohol 1 ml 
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3. เขยา Butyrometer ใหน้ํานมละลายโดยถือทางดานฝาขวดขึ้น ใหระวังขวดจะรอนมาก 
 
 
 
 
 
 
 
 

เขยา Butyrometer ใหน้ํานมละลาย 
 

4. ใหถือ Butyrometer  บริเวณคอและปากขวด แลวเอยีงไปมา 10 คร้ัง เพื่อใหกรดผสมกับน้ํานม 
อยางทั่วถึง 

5. วาง Butyrometer ใน rack แชใน Water bath อุณหภูมิ 65 0C จนกระทั่งเตรียมเครื่องปน 
เรียบรอยแลว นําไปปนนาน 5 นาที ที่ความเร็ว 1100 rpm 

 
                    
 
 
 
 
 
 

 

นําไปปนนาน 5 นาที ที่ความเร็ว 1100 rpm 
 
6. นําออกจากเครื่องปน แชใน Water bath อุณหภูมิ 65 0C นาน 5 นาทีโดยใหดานฝาปดของ    

Butyrometer   อยูดานลาง ดงันั้นสวนของชั้นไขมัน(Fat colummn)  จะอยูเหนือน้ําและตองตั้ง Butyrometer 
ใหตรง 

7. อานผล ในระดับสายตาตรงตําแหนงต่ําสุดของจุดโคง(Meniscus)  ของชั้นไขมัน       
 (Fat column)  ตําแหนงลางอยูตรงเลข 0 คาที่อานไดเปน % โดยน้ําหนักของไขมันในน้ํานม 
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             อานผล ในระดับสายตาตรงตําแหนงต่ําสุดของจุดโคง(Meniscus)  ของชั้นไขมัน( Fat column)  ตําแหนงลางอยูตรงเลข 0 
 

ลักษณะที่ควรพบหลังจากการปนแลวคือ 
• สีของชั้นไขมันควรมีสีเหลืองเหมือนสีฟางขาว 
• สวนปลายของชั้นไขมันตองชัดเจน 
• ช้ันไขมันตองแยกจากตะกอน 
• น้ําที่อยูใตช้ันไขมันตองใส 

 
ปญหาที่อาจพบในการทดสอบ 

1. สีของชั้นไขมันจางมากเนื่องจาก 
• อุณหภูมิ  หรือกรดนอยเกินไป 
• กรดออนเกนิไป(Acid too weak) 
• ผสมนมและกรดไมเขากัน 

2. สีของชั้นไขมันเขมเกินไปเนื่องจาก 
• อุณหภูมิ  หรือกรดมากเกินไป 
• กรดแกเกินไป(Acid too strong) 
• ผสมนมและกรดชาเกินไป 
• ใชกรดมากเกนิไป 

 
 
 
 
 

ช้ันไขมัน
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