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ภ!คผนวก ก
สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย

สูตรอาหารเหล่ามีผสมกับนำกล่ัน 100 มล. นงฆ่าเชือด้วยความดันไอนิ้ๅ 15 ปอนด ์
ต่อตารางน้ิว (อุณหภูมิ 121°ซ) เป็นเวลา 15 นาที

1. Aesculin broth
Aesculin 1 กรัม
Glucose 0.25 ff

Ferric citrate 0.2.5 f t

Beef extract 0.5 f t

Yeast extract 0.5 ff

MnS04 . 4H2อ 0.01 ff

Tween 80 0.1 ff

Fermentable carbohydrate broth
Carbohydrate 0.5 กรัม
Yeast extract 0.4 ff

Peptone 0.5 ft

Salt solution 0.5 มล.
pH 6.8

Sait solution : MgS04 . 7H20 4.0 กรัม

MnSQ4 . 4H20 0.2 f t

FeSÜ4 . 7H ,0 0.2 ft

NaCl 0.2
นิ้ไกลั่น 100 มล.

ต้องฆ่าเชือที่อุณหภูมิ 110°ซ เป็นเวลา 10 นาที

3. Gelatin broth
Gelatin 10.0 กรัม

1.0 ffGlucose
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Yeast extract 0.5 กรัม
Peptone 0.5 t t

Sodium acetate 0.3 ff

Salt solution 0.5 มล.

pH 6.8

Glucose yeast extract peptone beef extract broth (GYPB)
Glucose 1.0 กรัม
Yeast extract 0.5 ft

Peptone 0.5 ff

Beef extract 0.2 f t

Sodium acetate 0.3 ft

Tween 80 25 มก.
Salt solution 0.5 มล.

pH 6.8

Glucose yeast extract peptone agar (GYPA)
สูฅรเดียวกับ GYPB (ข้อ 4) แต่เดีม

Agar 1.5 กรัม
CaCü4 0.5 " (เพื่อดูการสร้างกรด)

pH 6.8

MRS medium
Glucose 2.0 กรัม
Peptone 1.0 ft

Yeast extract 0.5 ff

Beef extract 1.0 ft

Tween 80 0.1 ff

Sodium acetate 0.5 ff

Amonium citrate 0.2 ft

MgSQ4 . 7H20 0.02 ft
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MnSÜ4 4H20 0.005 กรัม
k 2h po 4 0.1 f t

Agar 1.5 ft

7. Nutrient agar (NA)
Peptone 0.5 กรัม
Beef extract 0.3 f t

Agar 1.5 ft

pH 7.0

8. Nitrate broth
Peptone 1.0 กรัม
NaCl 1.0 f t

KNO, 0.1 f t

Yeast extract 0.5 ff

9. Tomato Potato Glucose
Tomato juice 100 มล. (Tomato 60 กรัม นำ 100 มล.)
Potato juice 25 มล. (Potato 80 กรัม นำ 100 มล.)
Glucose 1%

10. Tryptose blood agar
Bacto-Tryptose 1.0 กรัม
Beef extract 0.3 ff

NaCl 0.5 f t

Agar 1.5 f t

ละลายส่วนผสมทังหมดโดยอุ่นให้ร้อน แล้วน0าไปนงฆ่าเชื้อที่ความดัน
15 ปอนด์ต่อตารางนิว นาน 15 นาท รอจนอาหารมีอุณหภูมิประมาณ 42-45°ซ เติม
defibrinated blood ลงไปร้อยละ 5 ผสมให้เข้ากันแล้วเทใส่จานเล้ียงเช้ือ



ภาคผนวก ข
สารเคมีและวิธ ีท ี่ใชIนการทดสอบเชื้อ

1. สีย้อมแกรม (Hucker modification)
Ammonium oxalate crystal violet

solution A : Crystal violet 2.0 กรัม
Ethyl alcohol 20 มล.

solution B ะ Ammonium oxalate 0.8 กรัม
Distilled water 80 มล.

ผสมสารละลาย A และ B เข้าด้วยกัน
Lugol ร solution

Iodine 1.0 กรัม
K l 2.0 กรัม
Distilled water 300 มล.

Counterstain solution
Safranin o 10 มล.
(2.5% solution 
Distilled water

in 95% ethanol) 
100 มล.

วิธีการย้อม
นำสไลด์ที่ smear เชือมาทำให้แห้งและ fix แล้วย้อมด้วยสารละลาย ammonium 

oxalate crystal violet นาน I นาท ลางสออกควยนำแลวหยดสารละลาย Lugol ร solution 
ลงไป ปล่อยไว้นาน 1 นาทํ ล้างด้วยนา แล้วซับให้แห้ง หยด ethyl alcohol 95% ลงไป 
decolorize ซับให้แห้งแล้วย้อมทับด้วย counterstain solution นาน 10 วินาที แล้วล้างนำและ 
ทำให้แห้ง นำไปตรวจสอบดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ ล้าเชือติดสี'ของ crystal violet แสดงว่า 
เปีนเชือแกรมบวก แต่ล้าติดสีแดงของ safranin แสดงว่าเปีนเชือแกรมลบ



2. Bromcresol purple solution 1.6%
Bromcresol purple 1.6 กรัม
Ethanol 100 มิลลิลิตร

3. Bromthymol blue solution
Bromthymol blue 1.6 กรัม
Ethanol 95% 100 มิลลิลิตร

4. Hydrogen peroxide solution
Hydrogen peroxide 3.0 กรัม
Distilled water 100 มล.

ผสมให้เข้ากันเก็บในขวดสีชา

5. Nitrate test solution 6
solution A ะ Sulphanilic acid 0.8 กรัม

Acetic acid (5N) 100 มล.
sulphanilic acid ใน acetic acid โดยให้ความร้อนเล็กห้อย
solution B ะ a-Naphthylamine 0.5 กรัม

Acetic acid (5N) 100 มล.

6. Mixed indicator
Bromthymol blue 0.2 กรัม

Neutral red 0.1 กรัม

มล.Ethanol 300



ภาคผนวก ค
สารเคมีและวิธีวิเคราะห์ทางเคมี

1. Cleaning solutions
ใช ้ Chromic - Sulfuric Acid วิธเตรยม ะ ละลาย Potassium Dichromate 10 กรัม ใน 

นำ 25 มิลลิลิตร ใช้ความร้อนอุ่นจนละลายหมด ทำให้เย็นแล้วค่อยๆ เติมกรดกำมะถันเข้ม 
ข้น 325 มิลลิลิตร ลงไปอย่างช้าๆ (ภาชนะที่เตรียมสารละลายต้องทนร้อน และแช่อยู่ในนํ้า 
เย็นตลอดเวลา ขณะที่เติมกรดกำมะถันลงไป) ระวังอย่าให้สารละลายนี้ถูกเสื้อผ้าหรือผิวหนัง

2. การหาเปอร์เซีนต์กรดทั้งหมด
2.1 สารเคมีท่ีใช้

2.1.1 NaOH 0.01 N 1ดยชัง NaOH 40.0 กรัม ใส่ใน Volumetric flask 
ขนาด 1 ลิตร เติมนำกลั่นจนปริมาตรครบ 1 ลิตรละลายจนหมดจะไต้สารละลาย NaOH 1 
N จากน ั้นทำการเจือจางโดยดูดสารละลาย IN NaOH มา 10 มิลลิลิตรใส่ลงในนั้ากลั่น 990 
มิลลิลิตร จะไต้สารละลาย NaOH 0.01 N.

2.1.2 Phenolphthalein Indicator

Phenolphthalein crystal 1.0 กรัม
Ethanol (95%) 100 มิลลิลิตร

2.1.3 Standard Potassium Hydrogen Phthalate (KHCRH40 4) โดยอบ
KHC8H40 4 ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 1 คืน รีบนำออกมาแล้วเก็บไว้ในโถดูดความชื้น 
(Dessicator) ปล่อยให้เย็นที่อุณหภูมิห้องจากนั้นแบ่ง KHC8H40 4 มาช่ัง 3 คร้ัง ครั้งละ
ประมาณ 0.1 กรัม (ใช้ทศนิยม 4 ตำแหน่ง) ห่อแยกถันไว้

2.2 การเทียบมาตรฐาน NaOH (Standardize)
โดยนำ Potassium Hydrogen Phthalate (KHC8H40 4) ทีชังนำใทวักไว้ทัง 3 

ตัวอย่างมาใส่ลงใน Flask ขนาด 250 มิลลิลิตร 3 ใบ นำ KHCRH40 4 จาก Flask ใบที่ 1 มา 
แล้วเติมนำกลั่น (ต้มให้เดือดปล่อยให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง) จำนวน 50 มิลลิลิตร ใช้แท่งแต้ว



I l l

คนจนสารละลายหมด หยดบันอล์ฟทาลีน 3 หยดลงไปเปีนอินดิเคเตอร์รีบทำการไตเตรทด้วย 
0.01 N NaOH บันทึกปริมาตรที่ใช้ในการไตเตรทไว้ (ทำ Control เทียบกับนํ้ากลั่นที่ไม่ม  ี
KHCgH4๐ 4 จำนวน 50 มิลลิลิตร) เสร็จแล้วดำเนินการกับ KHC8H4๐ 4 อีก 2 flask ที่เหลือ 
ตามลำดับ ทำนองเดียวกับ flask แรกที่กล่าวมาแล้ว

นำค่าปริมาตรของN a O ^ ใช้ไปคำนวณหาความเข้มข้นมาตรฐานโดยใช้สูตร

Normality = gm.KHCgH4๐ 4 X 1000
ml. NaOH X 2 04 .22 9  

ที่มา AOAC ะ , 1975

3. การวิเคราะห์หาปริมาณกลูโคสที่แบคทีเรียใช้ใปเพื่อคำนวณหาเปอร์เซีนต์กรดที่ 
แบคทีเรียสร้างฃึน (Fehlinglehman Schoorl method)

3.1 สารเคมีที่ใข้และวิธีเตรียม
a. ช่ัง CuS๐ 4 . 5H,Ü 70 กรัม ละลายในนำกลั่น 350 มิลลิลิตร แล้วเติม 

นำจนครบ 1 ลิตร
b. Rochelle Salt (Potassium sodium tartate) ละลาย 350 กรัม ในนำกลัน 

450 มิลลิลิตร ผสมกับ NaOH 100 กรัม ในนากลั่น 150 นํลลิลิตร เติมนํ้าจนครบ 1 ลิตร
C. 25 เปอร์เซ็นต์ H2ร๐ 4 (พ/พ)ใช้กรดซัลฟิวริกเข้มข้นจำนวน 85 

มิลลิลิตร ละลายในน่ากลั่น 400 มิลลิลิตร แล้วทำให้เย็นด้วยน่าก๊อกที่กำลังไหล
d. 25 เปอร์เซ็นต์ KI solution ละลาย KI 125 กรัม ในนากลั่น 500

มิลลิลิตร
e. Na2ร2๐ ,. 5 H20  ใช้สาร 12.4 กรัมละลายในน่ากลั่น 1 ลิตร เติม 80 

มิลลิกรัม เพื่อให้เก็บรักษาได้นาน
f. mixed indicator

Bromthymol blue 0.2 กรัม
Neutral red 0.1 กรัม

ละลายใน ethanol 300 มิลลิลิตร
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g. Starch indicator 
Soluble starch 
นากลั่น

1 กรัม 
100 มิลลิลิตร

3.2 วิธีวิเคราะห์
เลียงเชือแบคทีเรียในอาหารเหลว GYPB บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเชียส 

นาน 3 วัน นำไปปีนให้เซลล์ตกตะกอนด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยง (SCR 20B-Centrifuge) 
ความเร็ว 7,000 rpm นาน 15 นาที ดูด supernatant 4 มิลลิลิตร (ทำเทียบกับ blank ที่ไม ่ได้ 
เลียงเชือ) ไทเทรตกับ 0.1 N. NaOH โดยใช้ mixed indicator (ข้อ 3.1 ก นำค่าที่ได้มา 
คำนวณหาปริมาณกรดแลีกดิกจากสูตร

Lactic acid (ทาg/ml) = 9.0 X (titration value - blank) X F
4

อีกส่วนหนึ่งนำ supernatant 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดแก้วขนาดใหญ่ นำไป 
หาปริมาณกลูโคสที่ใช้และที่เหลือโดยทำปฏิกิริยากับรีเอเจนท์ตามลำดับดังนี หยดสารละลาย 
b และ a อย่างละ 2 มิลลิลิตรลงไป เขย่าให้เช้ากันนำไปต้มในนำที่กำลังเดือดนาน 15 นาที 
แล้วทำให้เย็นหยดสารละลาย C และ d อย่างละ 2 มิลลิลิตรนำไปไทเทรตกับสารละลาย e 
โดยใช ้ g เปีน indicator ทำเทียบกับ blank อาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่ได้เติมนํ้าตาลกลูโคส นำ 
ค่าที่ได้ไาแทียบหาปริมาณกลูโคสจากกราฟมาตรฐาน (ภาคผนวก ค.) แล้วหา Consumed 
glucose ไดจาก Initial glucose-remained glucose นำค่าทํไดทังหมดไปคำนวณหาเปอรเซนต 
กรดแลีกดิกได้จากสูตร

ปริมาณกรดแล็กดิก (%) = ปริมาณกรดแล็กดิกที่สร้าง (mg/ml) X 100
Consumed glucose

3.3 ข้อมูลสำหรับใช้วิเคราะห์หาเปอร์เซ็นต์กรดแลีกดิก
ก. ค่ามาตรฐานของกราฟเพื่อใช้หาปริมาณกลูโคสที่ใช้



ตใรางที่ 30 ค่ามาตรฐานของกราฟเพื่อใช้หาปริมาณกลูโคสที่ใช้

Glucose (mg)
Titration value (0.05 N. Na2ร 20 3, ml)

ชำที่ 1 ชาที่ 2 เฉล่ีย
0 10.8 10.9 10.85
2 9.7 9.9 9.80
4 8.4 8.5 8.45
6 7.4 7.3 7.35
8 5.9 5.9 5.9
10 5.0 5.0 5.0
12 7.6 7.8 7.7

<5
2 4 6 8

ปริมาณกลโคส

7.2

มก.

10 12

รูปที่ 20 กราฟมาตรฐานเพื่อใช้หาปริมาณกูลโคสที่ใช้
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4. การวิเคราะห์ไอโซฒอร์ของกรดแลึกดิก
4.1 การสกัดกรดแล็กดิก 

วิธีการ
4.1.1 เพาะเลี้ยงเชื้อในหลอดทดลองที่มีอาหารเหลว GYPB 15 มล. (ที่,ไม่ 

ใส่โซเดียมอะช๊เทต) บ่มไว้ที่ 30°ช เปีนเวลา 5 วัน
4.1.2 น่าไปป่นให้เซลล์แบคทีเรียตกตะกอน ดูดของเหลวส่วนบนเก็บไว ้

แล้วน่ามาปรับให้ไค้ค่าความเปีนกรดด่างเท่ากับ 2 แล้วเติมผงถ่านลงไปให้มากพอ
4.1.3 น่าส่วนผสมที่ไค้จากข้อ 4.1.2 ไปค้มในนํ้าเดือดนาน 2-3 นาที แล้ว 

กรองคาร์บอนออก
4.1.4 น่าสารละลายที่ไค้จากข้อ 4.1.3 ไปทำแห ้งโดยใช ้ไลโอyjไลซ์แล้วหยด 

1 นอร๙มอล HC1 2 หยด และอีเธอร์ 4-5 มล. ป่นผสมและเก็บไว้ค้างคืน
4.1.5 เมื่อเกิดชันของอีเธอร์แล้วน่าไปใส่หลอดใหม่
4.1.6 เติมน่า 5 มล. ลงไปในส่วนที่เหลือน่าไปป่น แล้วน่าไปแช่ในนาร้อน

4.2 การเตรียมสารละลาย Na-lactate
4.2.1 ไทเทรต 1 มล. กรดแล็กดิกด้วย 0.01 นอร์มอล NaOH โดยใช้ที 

นอล์ฟธาลีนเปีนอินดิเคเทอร์ และน่าสารละลายที่มีกรดแล็กติกประมาณ 8-12 มก. ปรับ 
ความเปีนกรดด่างเปีน 7.5 ด้วย 0.01 นอร์มอล NaOH

4.2.2 ทำให้เจือจางด้วยน่า และให้มีปริมาณ 10 มล. ซงจะไค้สาร Na- 
lactate ที่จะใช้เปีนสารตังค้นในการทำปฏิกิริยากับ อ- และ L-LDH

4.3 ปฏิกิริยาของเอนไซม์
4.3.1 น่าสารตังค้น Na-lactate 10 มล. แบ่งใส่หลอดทดลองหลอดละ 3 มล. 

โดยหลอดที่ 1 เติมน่ากลั่น 0.4 มล. และ NAD 0.3 มล. เพอเปีน blank
หลอดที่ 2 เติม Tris buffer ที่มีค่าความเปีนกรดด่าง 8.1 0.4 มล. และ NAD

0.3 มล. แล้วเติม D-LDH 0.1 มล. ซี่งประกอบด้วยเอนไซม์ 100 หน่วย / มล.
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หลอดที่ 3 เติม Tris buffer ที่มีค่าความเปีนกรดด่าง 7.5 0.4 มล. และ NAD
0 .3 มล. แล้วเติม L-LDH 0.1 มล. ซึ่งประกอบด้วยเอนไซม์ 100ห น ่วย /ม ล .

4.3.2 ปล่อยให้เกิดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิห้องนาน 10 นาที นำไปวัดด้วย 
spectrophotometer ท 340 นาโนเมตร

4.3.3 การหาค่าอัตราส่วน D/L คำนวณได้จากค่าปฏิกิริยาของกรดกับ D- 
LDH และกรดกับ L-LDH ถ้าเปีนปฏิกิริยากรดที่เชือสร้างขืน เรียกค่าอัตราส่วนที่ได้ว่า รR 
(Sample Ratio) และล้าเปีน DL-Lactic acid เรียกค่าอัตราส่วนที่ได้ว่า BR (Basic Ratio)

การสรุปผล นำค่าต่างๆที่ได้จากปฏิกิริยาของเอนไซม์มาแทนค่าในสูตร
E = 1 - รR / Br

แล้วตัดสินว่าเปีนไอโซเมอร์ชนิดใดตามข้อกำหนดข้างล่างนี้ 
+ 1.00 >  E >  + 0.54 ะ L 
+ 0.54 >  E >  0.005 ะ DL + L 
+ 0.05 >  E >  -0.15 ะ DL 
- 0.15 >  E >1.00 ะ DL + D 
-1.00 >  E >-16.00 : D + DL 
-16.00 >  E >  ะ D



ภาคผนวก ง

การวิเคราะห์ทางสถฅิ และตารางค่าเฉล่ียจากการทดลอง

ตารางที่ 31 ค่าเฉล่ียความเป็นกรดด่าง ปริมาณกรดแล็กดิกและจำนวนเชือของผักกาดเขียว
ปลีดองที่ความเข้มข้นเกลือ นำตาล และเชือทดสอบต่างๆกัน หลังจากการ 
หมัก 3, 7 และ 14 วัน

ชนิดของเชื้อ เกลือ นำตาล วันที่ ความเป็นกรดด่าง กรดแล็กติก จำนวนเชื้อ
(%) (%) (มก/มล.) (เซลล์/มล.)

Natural 1 2 3 3.23 1.8 3x1 o'*
7 2.86 2.47 lx io 8
14 2.80 2.70 lx io 8

1 4 3 2.89 2.02 3xl012
7 2.83 2.58 lx lo V o  สต"’
14 2.83 2.81 Ix lo V o  สต์

2 2 3 3.16 1.8 2x 10เ°
7 2.90 2.36 lx io 8
14 2.81 2.81 lx io 8

2 4 3 2.83 2.36 1.05xlo‘2
7 2.80 2.47 Ix lo ’V o  สต์
14 2.80 3.15 lx  10*+ยีสต์

P7-1 1 2 3 2.61 2.81 1.2x10°
7 2.56 2.925 3xl08
14 2.53 2.925 3xl08

1 4 3 2.50 2.16 4.0x1 o '1
7 2.50 2.81 lx io 10
14 2.50 2.925 lx io 8 +ยีสต์

2 2 3 2.62 2.925 3x1010
7 2.59 3.15 lx io 8
14 2.55 3.26 lx io 8
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ชนิดของเชื้อ เกลือ น้ําตาล วันที่ ความเป็นกรดด่าง กรดแล็กติก จำนวนเชื้อ
(%) (%) (มก/มล.) (เชลล์/มล.)
2 4 3 2.55 2.83 l.05xlo '2

7 2.55 3.15 lx io 10
14 2.50 3.15 lx io "

L2-1 1 2 3 2.72 2.36 5x108
7 2.70 2.59 lx io 10
14 2.70 2.7 5x108

1 4 3 2.64 2.70 8.6xlO<î
7 2.60 2.81 lx io 8
14 2.54 2.81 lx io 8

2 2 3 2.68 2.59 1.5xl010
7 2.58 2.70 lx io 8
14 . 2.55 2.70 4x108

2 4 3 2.62 2.81 3x108
7 2.60 2.92 3x109
14 2.60 3.03 3x108

73-1 1 2 3 2.71 2.46 1.25x1010
7 2.70 2.52 lx io "
14 2.70 2.7 lx lo “

1 4 3 2.65 2.7 5xl010
7 2.65 2.81 3x108
14 2.50 3.15 3x108

2 2 3 2.68 2.7 3xlo ’2
7 2.66 2.7 2 x lo "
14 2.59 2.7 2xlo“

2 4 3 2.65 3.03 2.5xlo‘°
7 2.62 3.15 3x109
14 2.60 3.26 3x108
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ตารางที่ 32 การวิเคราะห์ความแปรปรวนค่าความเปีนกรดด่าง ปริมาณกรดแล็กติกและ
ปริมาณเชือในผักกาดเขียวปลีดองหมัก 3 วัน

Response SOV df รร MS F
ค่าความเป็น เกลือ (A) 1 0.026 0.026 8.32*
กรดด่าง นาตาล (B) 1 0.203 0.203 64.96*

A X  B 1 0.13 0.15 48.00*
ชนิดของเช้ือ(C) 3 0.35 0.12 38.4*

A X  C 3 0.22 0.07 23.46*
B X  C 3 0.05 0.016 5.30*

A X  B X  C 3 0.22 0.07 23.46*
Error 16 0.05 0.003

ปริมาณกรด เกลือ (A) 1 0.121 0.121 31.73*
แถ็กดิก นาตาล (B) 1 0.173 0.173 45.37*

A X  B 1 0.066 0.066 17.31*
ชนิดของเช้ือ(c) 3 0.781 0.260 68.19

A X  C 3 0.27 0.09 23.60*
B X  C 3 0.24 0.08 20.98*

A X  B X  C 3 0.066 0.18 47.21*
Error 16 0.061 0.003

จำนวนเช้ือ เกลือ (A) 1 3.21xl021 3.21xl021 0.941NS
แล็กติกแอสิด นาตาล (B) 1 3.77x1021 3.77xl021 NS1.06
แบคทีเรีย A X  B 1 3.17xl021 3.17xl021 0.89NS

ชนิดของเช้ือ(c) 3 9.96x1021 3.32x1021 NS0.93
A X  C 3 1.06x1021 3.55x1021 0.099NS
B X  C 3 1.03x1021 3.45x1020 0.096NS

A X  B X  C 3 2.42x1022 8.06x102' 1.010NS
Error 16 5.69x1022 3.56x102'
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ตารางท่ี 33 การวิเคราะห์ความแปรปรวนค่าความชอบ และรสชาติเปรี้ยว
ของผักกาดเขียวปลีดองหมัก 3 วัน

Response SOV df SS MS F
ค่าความชอบ เกลือ (A) I 46.40 46.40 36.2*

นำตาล (B) 1 38.76 38.76 30.25*
A X  B 1 35.59 35.59 27.7*

ชนิดของเช้ือ(c) 3 32.27 10.75 8.39*
A X  c 3 36.04 12.01 9.37*
B X  C 3 27.65 9.21 7.19*

A X  B X  C 3 29.13 9.71 7.57*
Error 16

ความเปร้ียว เกลือ (A) 1 0.55 0.55 NS0.92
นาตาล (B) 1 0.50 0.50 0.84NS

A X  B 1 0.12 0.12 0.20NS
ชนิดของเช้ือ(c) 3 0.04 0.01 0.0I6NS

A X  C 3 0.12 0.04 0.06NS
B X  C 3 0.51 0.17 NS0.28

A X  B X  C 3 0.24 0.08 0.134NS
Error 16 9.5 0.50
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ตารางท่ี 34 ค่าเฉล่ียความเปีนกรดด่าง ปริมาณกรดแลีกติก และจำนวนเชือของผักกาดเขียว
ปลีดอง ที่ความเข้มข้นของเกลือร้อยละ 1 นำตาลร้อยละ 2 เมื่อหมักเปีน
ระยะเวลา 1, 2, 3, 5 และ 7 วัน

ชนิด1ของเชือ เกลือ นำตาล วันที่ ความเา]นกรดด่าง กรดแล็กคิก จำนวนเชื้อ
(%) (%) (มก/มล.) (เซลถ/มล.)

(1 d 11 9Natural 1 2 1 4.02 ±0.01 0.45 ±0 .01 1x10 ± 2x10
C C 10 62 3.85 ± 0.05 0.9 ±0.02 2x10 ±8x10
C b e 10  103 3.50 ±0.10 1.24 ±0.05 8x10 ±2x10
b b 8  75 3.36 ±0.20 1.69 ±0.05 2x10 ± 4x10
ล a 8  77 2.90 ±0.13 2.36 ±0.08 2x10 ±2x10
C be 11 10P7-1 1 2 1 3.75 ±0.10 1.12 ±0.01 2.5x10 ± 1x10
b be 11 102 3.50 ±0.02 1.46 ± 0.09 3x10 ±2x10
b b 11 101 3 3.25 ±0.05 1.91 ± 0.0 2.9x10 ±5x10
a a 9  95 2.96 ±0.06 2.36 ±0.04 2.0x10 ± 1x10
a a 9  127 2.78 ±0.02 2.92 ±0.03 1x10 ± 1x10
C bc 10  9L2-1 1 2 1 3.72 ±0.03 1.24 ± 0.05 4x10 ±8x10
b b 12  112 3.43 ±0.10 1.69 ±0.01 1.5x10 ± 1.2x10
b b 14  103 3.10 ±0.09 1.8 ±0.01 1.2x10 ± 2x10
ล b 11 105 2.99 ± 0.02 2.21 ±0.10 5x10 ±2x10

a a 10  97 2.76 ±0.05 2.01 ± 0.05 2x10 ±2x10
C bc 1 2  1073-1 1 2 1 3.70 ±0.0 1.01 ±0.09 1.5x10 ±3x10

b bc 8  82 3.35 ±0.02 1.53 ±0.1 3x10 ± 1x10
b b 11 113 3.02 ±0.08 2.02 ±0.02 2x10 ± 1x10
a a 11 95 2.89 ±0.06 2.29 ±0.12 2.8x10 ±2x10
a a 10  97 2.69 ±0.09 2.74 ±0.12 2.5x10 ±2x10
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ตารางท่ี 35 การวิเคราะห์ความแปรปรวนค่าความเปีนกรดค่าง ปริมาณกรดแล็กดิกและ
จำนวนเชือของผักกาดเขียวปสืดองท่ีความเข้มข้นเกลือร้อยละ 1 และนาตาล 2

Response SOV df SS MS F
ค่าความเป็น ชนิดของเช้ือ(A) - 3 0.1484 0.049 49.46*
กรดค่าง ระยะเวลา (B) 4 1.88 0.47 156.66*

A X  B 12 0.98 0.08 27.22*
Error 20 0.06 0.003

ปริมาณกรด ชนิดของเช้ือ(A) 3 0.3883 0.1244 9.95*
แลีกดิก ระยะเวลา (B) 4 0.45 0.011 0.8

A X  B 12 1.95 0.16 128*
Error 20 0.25 0.012

จำนวนเช้ือ ชนิดของเช้ือ(A) 3 8.712X1020 2.09X1019 NS0.44
แลีกดิกแอสิด ระยะเวลา (B) 4 6.7x1020 1.67x1019 0.94NS
แบคทีเรีย A X  B 12 4.5x1020 3.75x1019 NS0.42

Error 20 9.51x102' 4.70x1020
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ตารางท่ี 36 ค่าเฉล่ียความเป็นกรดด่าง ปริมาณกรดแล็กตึก จำนวนเชื้อของผักรวมดอง
ที่ความเข้มข้นของเกลือ นาตาล และเชื้อทดสอบต่างๆกัน หลังจาก
การหมัก 3, 7 และ 14 วัน

ชนิดของเชือ เกลือ นาตาล วันที่ คาr j มัเนกรดด่าง กรดแลึกคิก จำนวนเชื้อ
(%) (%) (มก/มล.) (เซลล์/มล.)

Natural 1 2 3 3.25 1.8 4x1๐'°
7 2.83 2.25 2x1๐'°
14 2.80 2.25 2.5x108

1 4 3 2.96 2.25 5 x lo “
7 2.83 2.47 6 x l0 7
14 2.80 2.47 5x108

2 2 3 3.11 1.687 l x i o 10
7 2.81 2.02 1.05xlo '°
14 2.80 2.02 2x10° +ขสต

2 4 3 3.10 2.02 2 x lo ”
7 2.80 2.7 3x107
14 2.79 2.81 2x1 อ9 +ย ึสต ์

P7-1 1 2 3 2.81 2.95 5x1 o"
7 2.75 2.92 5x10*°
14 2.70 3.03 5x109

1 4 3 2.80 3.15 5x108
7 2.75 3.37 3x107
14 2.73 3.37 2 x lo "

2 2 3 2.86 3.15 2xl012
7 2.78 3.26 l x i o '0
14 2.77 3.26 2 x lo '°  + ข ึสต ์

2 4 3 2.85 2.93 2 x lo '°
7 2.72 2.93 2 x lo '°
14 2.70 2.93 2 x lo '°
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ชนิดของเชื้อ เกลือ นาตาล วันท ความเป ีนกรดค่าง กรดแล็กต ิท จำนวนเช ื้อ
(%) (%) (มก/มล.) (เซล ลิ/มล.)

L2-1 1 2 3 2.90 1.8 3x10*°
7 2.77 2.25 8x10°
14 2.70 2.25 lx io 8

1 4 3 2.87 3.33 3 x lo "
7 2.73 3.37 3 .3 x lo "
14 2.71 3.49 4x108

2 2 3 2.88 3.26 1 .2 x lo "
7 2.75 3.40 2x10°
14 2.73 3.49 4 x l0 8

2 4 3 2.90 3.37 lx l  อ9
7 2.76 3.37 1 .5x l07
14 2.75 3.37 lx io 8

73-1 1 2 3 2.93 2.925 3 x l0 9
7 2.73 3.03 3x10*'
14 2.73 3.03 l x i o 12

1 4 3 2.90 3.03 3 x l0 9
7 2.70 3.15 3.5x1 o'*
14 2.70 3.26 l x i o 10

2 2 3 2.92 2.83 2.5x10°
7 2.72 3.15 l x i o 12
14 2.72 3.37 2.5x1 o 10

2 4 3 2.92 2.81 1.8x10°
7 2.71 3.15 8.5x1 o 7
14 2.71 3.15 l x i o 10
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ตารางที่ 37 การวิเคราะห์ค่าความแปรปรวนของค่าความเป็นกรดค่าง ปริมาณกรดแลีกตึก
และจำนวนเชือของผักรวมดองที่หมัก 3 วัน

Response SOV df SS MS F
ค่าความเป็น เกลือ (A) 1 0.27 0.27 54*
กรดด่าง นาตาล (B) 1 0.20 0.20 40*

A X  B 1 0.15 0.15 30*
ชนิดของเชื้อ(c) 3 0.283 0.09 18*

A X  c 3 0.27 0.09 18*
B X  C 3 0.35 0.11 22*

A X  B X  C 3 0.22 0.07 14*
Error 16

ปริมาณกรด เกลือ (A) 1 0.16 0.16 32.8*
แล็กดิก(มก/มล) นาตาล (B) 1 0.15 0.15 30.76*

A X  B 1 0.029 0.029 NS5.94
ชนิดของเชื้อ(c) 3 0.81 0.27 55.38*

A X  C 3 0.24 0.24 49.23*
B X  C 3 0.19 0.19 38.97*

A X  B X  C 3 0.138 0.046 9.43*
Error 16 0.078 0.004

จำนวนเช้ือ เกลือ (A) 1 1.63xlO:i 1.63x1021 NS0.27
(เซลล์/กรัม) นาตาล (B) 1 3.74X102' 3.74x1021 NS0.63

A X  B 1 1.05x1021 1.05x1021 NS0.17
ชนิดของเช้ือ(c) 3 8.06x102' 2.68x102' NS0.45

A X  C 3 - 1.3x1021 4.3x102ก NS0.725
B X  C 3 1.57x1021 3.3x102" NS0.55

A X  B X  C 3 3.35xl021 1.16xl021 NS0.19
Error 16 9.5x1022 5.93x1021



ตารางท่ี 38 การวิเคราะห์ความแปรปรวนค่าความชอบ และรสชาติเปรี้ยวของผักรวมดอง

Response SOV df SS MS F
ค่าความชอบ เกลือ (A) 1 30.51 30.51 52.37*

นาตาล (B) 1 44.06 44.06 75.63*
A X  B 1 40.40 40.40 69.35*

ชนิดของเชื้อ(c) 3 9.32 3.10 5.32*
A X  c 3 14.45 4.81 8.25*
B X  C 3 15.5 5.16 8.85*

A X  B X  C 3 28.3 9.43 16.22*
Error 16 9.32 0.58

ความเปร้ียว เกลอ (A) 1 5.50 5.50 1.136NS
น้ําตาล (B) 1 4.50 4.50 NS0.92

A X  B 1 3.81 3.81 0.78NS
ชนิดของเชื้อ(c) 3 5.15 1.71 NS0.35

A X  C 3 3.29 1.09 NS0.22
B X  C 3 4.05 1.35 NS0.27

A X  B X  C 3 6.10 2.03 NS0.18
Error 16 77.46 4.84
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ตารางท่ี 39 ค่าเฉล่ียความเป็นกรดด่าง ปริมาณกรดแลีกดิก และจำนวนเชื้อของผักรวม
ที่ความเข้มข้นของเกลือร้อยละ 1 นำตาลร้อยละ 2 เมื่อหมักเป็นระยะเวลา
1, 2, 3, 5 และ 7 วัน

ชนิดท.,องเชื้อ เกลือ นาตาล ว ัน ท่ี ความเป ็นกรดด่าง กรดแล็กดิก จำนวนเช ื้อ
(%) (%) (มกA)ล.) (เชลล ์AJล.)

Natural 1 2 1 3.94° ±  0.35 0.675d ±  0.02 6xl08 ±  lxlO5
2 3.53e ±0.12 0.78d ±  0.06 1.8x10*' ±  2x10°
3 3.15b ±  0.10 1.12e ±  0.08 4.5x10** ±  3xl09
5 2.99b ±  0.05 1.69ab±  0.12 lx io *2 ±  0
7 2.79ab ±  0.06 2.02b±  0.13 1.5x10*° ±  lx io 9

P7-1 1 2 1 3.43e ±  0.51 1.12e ±  0.15 2xl08 ±  lx io 7
2 3.28b ±0.15 1.23e ±  0.10 1x10*° ±  1x10°
3 2.8iab ±  0.17 1 2.23b±0.20 3x10*' ±  lx io *2
5 2.66a±  0.12 2.47a ±  0.10 7.5x10** ±1x10*°
7 2.46a ±  0.20 2.70a ±0.11 7x10 ±  1x10

L2-1 1 2 1 3.35e ±  0.04 0.90cd ±0.12 2x108 ±  2x10*
2 3.25b ±  0.03 1.26e ±  0.024 3x1 o'° ±  2x108
3 2.9b ±0.10 1.91b ±  0.123 2.5x10*' ± lx lO *2
5 2.68a ±  0.20 2.25a ±  0.02 2xlO*2 ±  lx io "
7 2.35a ±  0.15 2.81a ±  0.10 lx io "  ±  2x10*°

73-1 1 2 1 3.54e ±  0.25 1.12e ±  0.26 lx to 9 ±  5xi08
2 3.23b ±  0.35 1.46ab ± 0 .0 1 3.5x10** ±6x10*°
3 2.95b ±  0.09 2.14b±0.29 lx io *2 ±  9x10*°
5 2.79ab ±  0.08 2.59a±  0.145 1.2xlO*2 ±7x10*°
7 2.39a±  0.10 2.72a ±0.138 1.2xl09 ±  6x108
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ตารางท่ี 40 การวิเคราะห์ความแปรปรวนค่าความเปีนกรดค่าง ปริมาณกรดแล็กดิก จำนวน
เชือของผักรวมดองที่ความเข้มข้นเกลือร้อยละ 1 นาตาลร้อยละ 2

Response SOV df SS MS F
ค่าความเป็น ชนดของเช้ือ (A) 3 0.15 0.05 16.94*
กรดค่าง ระยะเวลา (B) 4 11.81 0.10 33.89*

A X  B 12 7.06 0.06 20.33*
Error 20 0.59 0.003

ปริมาณกรด ชนิดของเชื้อ(A) 3 0.79 0.26 20.25*
แล็กดิก ระยะเวลา (B) 4 0.42 0.10 7.78*

A X  B 12 0.25 0.02 1.57*
Error 20 0.30 0.01

จำนวนเช้ือ ชนิดของเชื้อ(A) 3 2.92x1020 9.73x1019 0.938NS
แล็กดิกแอสัด ระยะเวลา (B) 4 l.OxlO21 2.5x1020 NS0.19
แบคทีเรีย A X  B 12 4.0x1020 3.3xl019 0.56NS

Error 20 9.5x1021 4.75x1020
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ตารางท่ี 41 การวิเคราะห์ความแปรปรวนค่าความเป็นกรดด่างปริมาณกรดแล็กติกความหนืด 
และปริมาณเชื้อในโยเกิร์ตที่บ่ม 24 ชั่วโมง

Response SOV df SS MS F
ค่าความเป็น นาตาล (A) 2 0.346 0.173 54.99*
กรดด่าง ชนิดของเชื้อ(ร) 2 0.156 0.078 22.28*

A X  B 4 0.081 0.020 14.32
Error 9 0.596 0.035

ปริมาณกรด น่ําตาล (A) 2 0.282 0.140 11.41*
แล็กดิก ชนิดของเชื้อ(ร) 2 0.063 0.031 NS2.56

A X  ร 4 0.037 0.009 0.76NS
Error 9 0.110 0.012

ค่าความหนืด นาตาล (A) 2 85422.03 427110.15 122.52*
ชนิดของเชื้อ(ร) 2 740856.16 37428.08 106.26*

A X  ร 4 134447.02 33611.75 15.38*
Error 9 31372.78 348.58

ปริมาณเช้ือ นาตาล (A) 2 3.5x1020 1.75x1020 NS0.93
ชนิดของเชื้อ(ร) 2 3.39x10° 1.69x1020 0.90NS

A X  ร 4 1.03x1021 2.5x1020 NS1.03
Error 9 1.69x1022 1.87XÏ021



ตารางท่ี 42 การวิเคราะห์ความแปรปรวนค่าความเปีนกรดด่าง ปริมาณกรดแลีกตึก
ความหนืด และจำนวนเชือในโยเกิร์ตที่บ่ม 48 ชั่วโมง

Response SOV df SS MS F
ค่าความเปีน นาตาล (A) 2 0.30 0.15 5.045*
กรดด่าง ชนิดของเชื้อ(ร) 2 0.095 0.047 15.881*

A X  B 4 0.031 0.008 2.644*
Error 9 0.27 0.003

ปริมาณกรด นาตาล (A) 2 0.089 0.044 32.254
แล็กดิก ชนิดของเชื้อ(ร) 2 0.123 0.061 44.520

A X  B 4 0.034 0.009 6.258
Error 9 0.012 0.001

ค่าความหนืด นาตาล(A) 2 1094972.31 547486.159 962.741*
ชนิดของเชื้อ(ร) 2 1720460.137 860230.06 1512.694*

A X  B 4 336437.469 84109.369 147.904*
Error 9 5118.067 568.674

ปริมาณเช้ือ นาตาล (A) 2 4.82X1020 5.65x1020 NS0.44
ชนิดของเชื้อ(B) 2 5.12x1020 5.65x10 0.46NS

A X  B 4 8.74x1020 8.37X1020 NS0.39
Error 9 4.91x1022 1.57x1021 NS0.67
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ตารางท่ี 43 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของระดับความชอบ และความเปรี้ยวของนม
เปรียวที่ผลิตจากเชือ L2-1 และโยเกิร์ตสตาร์ทเตอร์ ที่เติมเพคตินร้อยละ 0.05 
และไม่เติมเพคติน โดยทำการเปรียบเทียบกับนมเปรียวพร้อมดื่มตราโยโมสต์

Response SOV df SS MS F-test
ความชอบ ชนิดของนมเปรี้ยว 4 73.60 18.40 23.46*

ผู้ทดสอบ 19 9.80 0.50 0.66
Error 100 78.0 0.78

ความเปรี้ยว ชนิดของนมเปรียว 4 18.86 4.71 17.97*
ผู้ทดสอบ 19 4.36 0.23 0.87
Error 100 26.0 0.26
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ภาคผนวก จ
แบบสอบถามการประเมินผลทางประสาทสัมผัส 

ผลิตภัณฑ์ผักกาดดอง / นมเปร้ียวพร้อมด่ืม

ช่ือผู้ทดสอบ ..............................................  วันท่ี
เพค ..........................................................  อายุ

แบบสอบถามมีฑงหมด 2 ตอน
ตอนที่ 1 เมื่อท่านได้รับผลิตภัณฑ์ กรุณาให้คะแนนความชอบของท่าน โดยการมอง/
ดม/ชิม แล้วขีดเครื่องหมาย / ลงในช่องที่ตรงภับความคิดเห็นของท่านมากที่สุด

ผลิตภัณฑ์ตัวอย่างรหัส 
664 758 925

ชอบมากที่สุด ..........  ..........  ..........
ชอบมาก ..........  ..........  ..........
ชอบปานกลาง ..........  ..........  ..........
ชอบเล็กห้อย ..........  ..........  ..........
อยู่ระหว่างชอบและไม่ชอบ ..........  ..........  ..........
ไม่ชอบเล็กห้อย ..........  ..........  ..........
ไม่ชอบปานกลาง .......... ..........  ..........
ไม่ชอบมาก ..........  ..........  ..........
ไม่ชอบที่สุด ..........  ..........  ..........
ข้อเสนอแนะผลิตภัณฑ์ตัวอย่างรหัส
664 .............................................................................................................................
754 ......................................................................................................................................
925
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ตอนที 2 กรุณาให้คะแนนโดยขีดเคร่ืองหมาย / ลงในช่องท่ีตรงกับความรู้สึก 
ในรสชาติเปร้ียว

ผลิตภัณฑ์ตัวอย่างรหัส 
664 758 925

รสเาเรียวมากเกินไป ..........  ..........  ........
รสเปรียวไป ..........  ..........  ........
รสเปรี้ยวกำลังดี ..........  ..........  ........
รสเปรี้ยวน้อยไป .......... ..........  ........
รสเปรียวน้อยไปมาก ..........  ..........  ........

ข้อเสนอแนะผลิตภัณฑ์ตัวอย่างรหัส
664 ..........................................................................................................
7 5 4  ..........................................................................................................................................................

925
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ประวัฅผู้เข ียน

นางสาว สุชาดา จงรุ่งเรืองโชค เกิดเมื่อวันที่ 24 มกราคม 2515 ได้รับ 
ปริญญาเภสัชศาสตร์บัณฑิต จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศกษา 2538 เข้าเรียนต่อใน 
หลักสูตรเภสัชศาสตร์มหาบัณฑิตสาขาอาหารเคม คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
ในปีการศึกษา 2540
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