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อนุมูลอิสระเกิดขึ้นได้จากหลายสาเหตุ ไม่ว่าจากกระบวนการปรุงอาหาร หรือวิธีที่ใช้ใน 
การถนอมอาหาร เซ่น การให้ความร้อน การบด การใช้คลื่นไมโครเวฟ รวมทั้งการฉายรังสี เมื่อฉายรังสี 
อาหาร รังสีจะถ่ายทอดพลังงานบางส่วน ให้โมเลกุลต่าง  ๆ ทำให้เกิดการแตกตัวเป็น โมเลกุล ที่มีประจุ 
ไฟฟ้า และโมเลกุลที่มีประจุไฟฟ้า ซึ่งมีอิเล็กตรอนขาดคู่อยู่ในวงโคจนนอกสุด เรียกว่า อนุมูลอิสระ'11

อนุมูลอิสระจะไวต่อการเกิดปฏิกิริยาทางเคมีมาก เนื่องจากมีอิเล็กตรอนอิสระขาดคู่อยู่ ซ่ึง 
สามารถตรวจสอบได้หลายวิธี เซ่น การเรืองแสงความร้อน (Thermoluminescence ) การเรืองแสง 
เคมี (Chemiluminescence) และวิธีอิเล็กตรอนสปินเรโซแนนซ์ (Electron Spin Resonance) ซึงวิธี 
ESR เป็นวิธีที่ดีที่สุดในการตรวจสอบหาอนุมูลอิสระที่เหลืออยู่ เนื่องจากมีความไวต่ออิเล็กตรอนที่ไร้คู่ 

อิเล็กตรอนจะมีการหมุนรอบตัวเอง เรียกว่า อิเล็กตรอนสปิน (electron spin ) การหมุนรอบ 
ตัวเองเซ่นนี้ทำให้เกิด โมเมนต์แม่เหล็กขึ้น อาจแทนขนาดและทิศทางของโมเมนต์แม่เหล็กด้วยสัญญา 
ลักษณ์เป็นลูกศรชี้ขึ้น ถ้าในวงโคจรหนึ่งมีอิเล็กตรอน 2 ตัว และสปินมีทิศทางตรงกันข้าม (อิเล็กตรอน 
ตัวหนึ่งหมุนตามเข็มนาพีกา และอีกตัวหนึ่งหมุนทวนเข็มนาพีกา) โมเมนต์แม่เหล็กก็จะหักล้างกัน
กลายเป็นศูนย์ ในวงโคจรที่มีอิเล็กตรอนเพียงตัวเดียวเราเรียกอิเล็กตรอนตัวนี้ว่า lone pair electron 
(อิเล็กตรอนไร้คู่) และเราเรียกอะตอมหรือโมเลกุลทีมี lone pair electron ว่า free radical หรือ radical 
ต่อจากนั้นถ้าเราป้อนสนามแม่เหล็กเข้าสู่ radical เหล่านี้ จะทำให้ระดับพลังงานของ lone pair 
electron ถูกแยกออกเป็น 2 ระดับ (เรียกว่า ปรากฏการณ์ Zeeman) ในขณะเดียวกันถ้าเรายิง คลื่น 
แม่เหล็กไฟฟ้าที่มีพลังงาน (eV) เท่ากับความแตกต่างของระดับพลังงานตังกล่าว อิเล็กตรอนไร้คู่เหล่า 
นั้นจะดูดกลืนพลังงาน คลื่นแม่เหล็กไฟฟ้าดังกล่าวได้เป็นอย่างดี เราเรียกการดูดกลืนพลังงานคลื่นแม่ 
เหล็กไฟฟ้า โดยอิเล็กตรอนไร้คู่เช่นนี้ว่า Electron Spin Resonance (ESR)<3)

ลักษณะของ ESR สเปกตรัมมีลักษณะเป็น เดริเวทีฟ เคิร์ฟ (Derivative curve) คือเป็น first 
derivative ของ แอบซอฟชั่น เคริฟ (Absorption curve) ที่พลอตกับความเข้มของสนามแม่เหล็ก 
(testa, T)

ข้อมูลที่ได้จาก ESR นั้น โดยทั่ว  ๆไป จะใช้ยิงคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้า (ส่วนมากคือคลื่นไมโครเวฟ 
: GHz กำลังประมาณ 1 mW) ที่มีความถี่คงที่ค่าหนึ่งเข้าสู่วัสดุ และสแกน (scan) หรือเปลี่ยนค่า 
ความเข้มของสนามแม่เหล็ก แล้วจึงวัดปริมาณการดูดกลืนคลื่นไมโครเวฟ ดังนั้น สเปกตรัม ESR ที่ได้ 
มีแกนนอนเป็นความเข้มของสนามแม่เหล็ก และแนวแกนตั้งเป็นปริมาณการดูดกลืนคลื่นไมโครเวฟ
แต่ในการปฏิบัติ นิยมพลอตกราฟในรูป differential curve ดังในรูปที่ 2.1
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จากสเปกตรัม ESR ในรูปท ี่ 2.1 (ข) เราสามารถหาจำนวนอ ิเล ็กตรอนอิสระไร ้ค ู่ ได ้จากพ ืนท ี่ใต ้
กราฟ

รูปที่ 2.1 (ก) สเปกตรัมการดูดกลืนคลื่นไมโครเวฟ
(ข) ผลการ differential จากรูป (ก) ซึ่งรูปนี้นิยมใช้เป็นสเปกตรัมของ ESR

การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นจากการฉายรังสี มีทั้งการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ การเปลี่ยน 
แปลงทางเคมี รวมทังการเปลี่ยนแปลงทางชีววิทยา ขึ้นอยู่กับขบวนการฉายรังสีและหลังฉายรังสี อย่าง 
ไรก็ตามจะมีปริมาณอนุมูลอิสระที่คงเหลืออยู่ เมื่อฉายรังสีอาหารจะทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมี 
คือ การเปลี่ยนแปลงโดยตรงและการเปลี่ยนแปลงโดยอ้อม®

การเปลี่ยนแปลงโดยตรง เกิดขึ้นกับโมเลกุลต่างๆในสารประกอบที่ม ีอยู่ในอาหารนั้น โดย 
พลังงานจากการฉายรังสีจะถ่ายเทมายัง โมเลกุลของสารทำให้เกิดการสลายตัวของพันธะทางเคมีขึ้น 
จะทำให้โมเลกุลอยู่ในสภาวะกระตุ้น (excited molecules) หรืออาจจะถึงระดับแตกตัวเป็นไอออน 
(ionization)nได้
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การเปลี่ยนแปลงในทางอ้อม เกิดขึ้นเนื่องจาก radiolytic products ที่เกิดจาการแตกตัวของ 
โมเลกุลของนํ้าที่เป็นองค์ประกอบหลักของอาหารเมื่อได้รับรังสี radiolytic products ที่เกิดขึ้นจะไป 
ทำปฏิกิริยา กับสารประกอบอื่น  ๆที่มีอยู่ในอาหารนั้น  ๆ

การเกิด radiolytic products มีดังนี

HzO ------------------------►  H20+ + e'

โมเลกุลของนํ้าซึ่งจะมีประจุบวกนี้ ( H20 +)ไม่อยู่ตัว จะสลายเป็น H+ กับ OH*

H20+ ------------------------►  H+ + OH*

ส่วนอิเล็กตรอนที่หลุดออกมาจากวงโคจรจะเคลื่อนที่ไป และ ถูกจับไว้ด้วยโมเลกุลของนั้า 
กลายเป็น โมเลกุลของที่มีประจุลบ (แ20  )

H20 + e ------------------- ►  H20‘

โมเลกุลนํ้าที่มีประจุลบนี้จะไม่อยู่ตัว จะสลายตัวต่อไปเป็นไฮโดรเจนแรดิคอล ( H* ) กับไฮด 
รอกซิลไอออน (OH )

H20‘ H* + OH

ดังนั้น radiolytic products จะไปทำปฏิกิริยาในโปรตีน และคาร์โบไฮเดรต ซึ่งเป็นส่วน 
ประกอบสำคัญในอาหาร

การเปลี่ยนแปลงในโปรตีน
ปฏิกิริยาของสารละลายกรดอะมิโนภายใต้เงื่อนไขที่ไม่มีอากาศ คือ เกิด deamination และ 

decarboxylation ดังสมการ

RCHNHjCOOH + H* --------------- ►  RC*HCOOH + NH3

RC HCOOH+RCHNH2COOH ► RCH2COOH+RC n h 2co o h
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RCHNH2C00H ---------------------- ►  co2 +RCH2NH2

เนื่องจากมีออกซิเจน ทำให้เกิดปฏิกิริยา oxidative deamination ดังสมการ

RCHNHjCOOH + OH ---------------------- ►  RC*NH2COOH + H20

RC*NH,COOH + 02 + H20 ------------------- ►  NH3 + RCOCOOH

เนื่องจากโปรตีนมีโมเลกุลขนาดใหญ่ จึงทำให้มีพื้นที่ผิวเอื้ออำนวยต่อปฏิกิริยาของรังสี พลัง 
งานจะถูกดูดซับไว้ที่จุดหนึ่ง แต่ก็สามารถเคลื่อนที่ไปสู่อีกจุดหนึ่งภายในโมเลกุลได้ง่าย ทำให้พันธะ 
ระหว่างโมเลกุลแยกสลายไป ซึ่งทำให้อะตอมหริอกลุ่มของอะตอมแยกตัวออกและกลายเป็นอนุมูล 
อิสระ สำหรับกรณีที่รังสีกระทำต่อโปรตีนในลักษณะเฉพาะ อนุมูลอิสระจะไม่เกิดขึ้น การกระจายรังสี 
และการรวมตัวของอนุมูลอิสระจะไม่เกิดขึ้น การกระจายรังสีและการรวมตัวของอนุมูลจะเกิดขึ้นในวง 
จำกัดที่อุณหภูมิตํ่า ในขณะที่อุณหภูมิสูง ปฏิกิริยาต่างๆเกิดขึ้นได้อย่างดี

สภาพของโปรตีนก่อนการฉายรังสีจะมีผลกระทบต่อผลิตกัณฑ์สุดท้ายกล่าวคือ ถ้านำโปรตีนที่ 
เสียโครงสร้างมาฉายรังสีจะทำให้เกิดอนุมูลอิสระเป็นจำนวนมาก ทั้งนี้เนื่องจากโครงสร้างของโปรตีนที่ 
เสียไปมีความสามารถในการรวมตัวน้อยมาก ผลกระทบทางอ้อมของการฉายรังสีโปรตีนที่มีนี้าอยู่ด้วย 
เช่นในกรณีที่เป็นนํ้าอิสระ รังสีจะไปทำให้พันธะไฮโดรเจนแยกสลาย ซึ่งจะนำไปสู่การรวมตัวหริอแตก 
ตัวไปเป็นหน่วยเล็กๆต่อไป ปรากฏการณ์นี้จะไม่พบถ้านํ้าที่มีอยู่เป็นนี้าชนิดที่รวมตัวแล้วหรืออยู่ใน 
สภาวะที่เยือกแข็ง

การเปลี่ยนแปลงทั้งหมดนี้ จะมีผลล่อการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติโดยทั่วไปของโปรตีน เช่น 
โปรตีนเกิดเสียสภาพหรือเอนไซม่ไม่ทำงาน การเปลี่ยนสี คุณสมบัติการทำงานของโปรตีนอาจจะถูก 
เปลี่ยนไป นอกจากนี้ เนื่องจากโปรตีนเป็นสารอาหารที่ให้กรดอะมิโนแก่ร่างกาย รังสีก็อาจจะทำลาย 
กรดอะมิโนได้

การเปลี่ยนแปลง'ในคาร์โบ'ไฮเดรต
โมโนแซคคาไรด์
จาก Radiolysis ของนี้า อัตราการ.ทิดปฏิกิริยา ของ OH รวมทั้ง hexose สูง และอะตอม 

ไฮโดรเจนในโมเลกุล hexose จะถูกแยกออกโดยไฮดรอกซิลแรติคอล กลายเป็น hexose แรดิคอล

ผลของ decarboxylation ทำให ้เก ิด amine ท ี่ม ีอะตอมคาร์บอนน ้อยกว่าอะม ิโนแรกเร ิ่ม
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โพสีแซคคาไรด์
โพลีแซคคาไรด์ เช่น แป้ง เซลลูโลส เพคติน และ glycogen ได้จากการแตกตัว glycosidiclink 

ผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดเป็นส่วนน้อย เช่น กลูโคส มอลโทส และ dextrin ต่อไปสลายตัวให้สารประกอบทาง 
เคมีที่เกิดขึ้นจากการฉายรังสี เหมือนกับของโมเลกุลเล็ก  ๆจาก โมโนแซคคาไรด์

การเปลี่ยนแปลงทางชีววิทยา
การเปล่ียนแปลงทางชีววิทยา รังสีจะไปทำลายยืนล์ (gene) และรบกวนการแบ่งเซลล์ของส่ิงมี 

ชีวิตเป็นผลให้จุลินทรีย์พวกแบคทีเรีย ยีสต์พยาธิและแมลง ตายหรือเป็นหมันได้ ท้ังน้ีขึ้นอยู่กับ 
ปริมาณรังสีที่ใช้ชนิดและจำนวนของจุลินทรีย์สำหรับในพืชนั้นรังสีจะทำให้อัตราการหายใจและ 
กระบวนการทางชีวเคมีเปลี่ยนไป ทำให้ผลไม้บางชนิดสุกช้าลง มันฝรั่งและหอมหัวใหญ่ไม่งอก และ 
เห็ดไม่บาน

การฉายรังสีโดยใช้ปริมาณรังสีตํ่าไม่เกิน 1 กิโลเกรย์ สามารยับยั้งการงอกของมันฝร่ัง หอมหัว 
ใหญ่กระเทียม และขิง เป็นต้นกำจัดแมลงในธัญพืชต่างๆ เช่นข้าวสารและถั่วเขียว ผลิตภัณฑ์ประมง 
แห้ง เช่น ปลาเค็ม และปลารมควัน ผลิตภัณฑ์ธัญพืช เช่น แป้งข้าวเจ้า และแป้งข้าวโพด รวมท้ังยัง 
สามารถทำลายตัวอ่อนหรือดักแด้ของแมลงวันผลไม้ที่ติดไปในผลไม้ต่างๆ เพ่ือป้องกันการแพร่พันธุ 
นอกจากนี้ การฉายรังสีปริมาณตํ่า สามารถทำลายพยาธิต่างๆ ในเนื้อสัตว์ และทำให้ชะลอกระบวน 
การทางชีววิทยาภายในผักสดและผลไม้โดยช่วยยืดอายุการวางตลาดได้นานขึ้น เช่นผักสดต่างๆ และ 
ชะลอการสุกของผลไม้บางชนิด เช่น กล้วย มะม่วง และมะละกอ เป็นด้น

การฉายรังสีโดยใช้ปริมาณรังสีปานกลางระหว่าง 1 -10 กิโลเกรย์ทำให้ยืดอายุการเน่าเสีย 
ของอาหารและผลิตผลการเกษตร เช่น ปลาสด ผลสตรอเบอร์ร ทั้งนี้เนื่องจากรังสีจะเข้าไปทำลายจุลิ 
นทรีย์ท่ีก่อให้เกิดการเน่าเสีย ทำให้จำนวนจุลินทรืย์ดังกล่าวลดน้อยลง นอกจากน้ีรังสียังสามารถ 
ทำลายเชื้อโรคต่างๆ โดยเฉพาะเชื้อโรคที่เกี่ยวกับโรคท้องร่วง ทำให้อาหารและผลิตผลการเกษตรที่ผ่าน 
การฉายรังสี สะอาดและปลอดภัยต่อการบริโภค เช่นอาหารทะเล และเน้ือสัตว์ทั้งสดและแซ่แข็ง 
เป็นต้น การฉายรังสีด้วยปริมาณรังสีปานกลางยังมีส่วนช่วยในการปรับปรุงคุณภาพอาหารหรือผลิตผล 
การเกษตร เช่นผลองุ่นที่ผ่านการฉายรังสีสามารถคั้นนํ้าออกมาได้มากกว่าปกติ เน่ืองจากส่วนประกอบ 
ในเนื้อองุ่นเกิดการแตกตัว และในทำนองเดียวกัน อาหารจำพวกผักแห้งเมื่อผ่านการฉายรังสีจะทำให้ 
เล้น'ใยยุ่ย สามารถดูดนํ้ากลับคืนสู่สภาพเดิมได้รวดเร็วจึงช่วยประหยัดเวลาในการปรุงอาหาร

การฉายรังสีโดยใช้ปริมาณรังสีสูง ระหว่าง 10- 50 กิโลเกรย์ สามารถนำมาใช้ประโยชน์ในการ 
ผลิตอาหารและผลิตผลการเกษตรปลอดเชื้อและกึ่งปลอดเชื้อ โดยการฉายรังสีร่วมกับความร้อน 
สามารถผลิตอาหารปลอดเชื้อในทางอุตสาหกรรม เช่น อาหารสำเร็จรูป อาหารผู้ปวย หรือการฉายรังสี
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การ'หาปริมาณ'จุสิน'ทรืย์ในอาหาร
การเพาะเลี้ยงจุลินทรีย'ให้เจริญเป็นโคโลนีและนับจำนวน เป็นวิธีที่ใช้หาปริมาณเชลล์จุลินทรีย์ 

มีชีวิตที่มีในอาหารวิธีหนึ่ง
การนับจำนวนโคโลนี
หลังจากบ่มเพาะเชื้อตามกำหนดและจุลินทรีย์เจริญเป็นโคโลนีแล้ว ให้นับจำนวนโคโลนีท่ีพบ 

จากแต่ละจานเพาะเชื้อ โดยนับโคโลนีทุกแบบและทุกขนาด การนับนั้นอาจอาศัยการลังเกตด้วยตา 
เปล่าหรืออาจใช้อุปกรณ์ช่วย ซึ่งได้แก่ เคร่ืองนับโคโลนี 
การคำนวณจำนวนจุลินทรีย์

จำนวนจุลินทรีย์มีชีวิตในอาหาร 1 กรัม (กรณีอาหารตัวอย่างเป็นของแข็ง) หรือ 1 มิลลิลิตร 
(กรณีอาหารตัวอย่างเป็นของเหลว) คำนวณได้เมื่อทราบค่าจำนวนโคโลนีเฉลี่ยใน 1 จานที่หาได้จาก 
ทุก'ซ้ําของความเจือ'จางท่ีมี'จำนวน'โคโลนีต่อ'จานระหว่าง 30-300 (หรือ 25-250) และสมมุติว่า 1 โคโล 
นีเจริญมาจาก 1 เซลล์ อย่างไรก็ตาม ในความเป็นจริงบางโคโลนีอาจเจริญมาจากเซลล์มากกว่า 1 ท่ี 
เกาะกลุ่มกันหรือเรียงต่อกันเป็นสาย ดังน้ัน จึงควรใช้คำว่า colony formimg unit (CFU) แทนคำว่า 
colony และค่า CFU ต่อกรัม หรือ CFU ต่อมิลลิลิตร'ของตัวอย่าง 

CFU ต่อกรัม หรือ CFU ต่อมิลลิลิตร = n/d 
เม่ือ ก คือ จำนวนโคโลนีเฉลี่ยใน 1 จาน
และ d คือ ความเจือจางของตัวอย่างที่นำมาเพาะในจานที่หาค่า ท ได้ 

หรือ
C F U  ต ่อ ก ร ัม  ห ร ือ  C F U  ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร  =  ท X d f  

เม ื่อ  d f  ค ือ  dilution factor ห ร ือ  ล ่ว น ก ล ับ ข อ ง ค ว า ม เจ ือ จ า ง ด ัง ก ล ่า ว  

ว ิธ ีน ับ จ ำ น ว น โ ค โ ล น ีเ ป ็น ว ิธ ีห า ป ร ิม า ณ จ ุล ิน ท ร ืย ์ท ี่ม ีช ีว ิต ว ิธ ีห น ึ่ง ด ัง น ั้น  จืงมีข ้อ ด ีค ือ ท ำ ใ ห ้เ ร า  

ท ร า บ ว ่า อ า ห า ร ต ัว อ ย ่า ง น ั้น ๆ ม ีจ ุล ิน ท ร ีย ์ท ี่อ า จ เจ ร ิญ เพ ิ่ม จ ำ น ว น ไ ด ้ม า ก น ้อ ย เพ ีย ง ใ ด  อ ย ่า ง ไ ร ก ็ต า ม  ว ิธ ีน ื้ม  ี

ข ้อ เส ีย ค ือ  ส ภ า ว ะ ท ี่ใ ช ้เ ล ี้ย ง อ า จ ไ ม ่เ ห ม า ะ ก ับ จ ุล ิน ท ร ืย ์ท ุก ก ล ุ่ม ท ี่ม ีใ น ต ัว อ ย ่า ง ท ำ ใ ห ้ค ่า ท ี่ไ ด ้น ้อ ย ก ว ่า ค ว า ม  

เป ็น จ ร ิง  อ ย ่า ง ไ ร ก ็ต า ม ว ิธ ีน ื้ก ็เ ป ็น ท ี่น ิย ม ใ ช ้เ น ื่อ ง จ า ก ไ ม ่ต ้อ ง ก า ร เค ร ื่อ ง ม ือ แ ล ะ อ ุป ก ร ณ ์ท ี่ซ ับ ช ้อ น จ ึง  

ส า ม า ร ถ ด ำ เน ิน ก า ร ไ ด ้ใ น ห ้อ ง ป ฏ ิบ ต ิก า ร โ ด ย ท ั่ว ไ ป
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วิธีการตรวจสอบจุลินทรีย์ 
การเตรียมการตรวจสอบ

1. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์เทือเจือจาง Phosphaste buffered solution, pH 7.2
• สารละลายที่เก็บไวิใช้ (Stock solution) เตรียมโดยชั่งโมโนโปตัสเชียมฟอสเฟต 

(monopotassium phosphate) หนัก 34 กรัม ละลายในนำกลัน 500 มิลลิลิตร ปรับ 
ให้มีความเป็นกรด-ด่าง 7.2 แล้วเติมนํ้ากลั่นให้ได้ปริมาตรครบ 1 ลิตร

• สารละลายเพ่ือเจือจาง (Dilution blanks) ดูดสารละลายจากข้อ 1.1 ด้วยปิเปตมา 
1.25 มิลลิลิตร เติมนํ้ากล่ันให้ครบ 1 ลิตร ใส่ในขวดแก้วปริมาตร 99 มิลลิลิตร หรอ 
225 มิลลิลิตร ตามความต้องการนำไปฆ่าเช้ือในหม้อน่ึงอัดไอ อุณหภูมิ 121 องศา 
เซนเชียส นาน 15 นาที

2. อาหารเล้ียงเชื้อ และวิธีเตรียม
เพลตเคานต์อะการ์ (Plate Count Agar)

ทริปโตน 5 กรัม
ยีสต์เอกซแตรกต์ 2.5
เดกซโตรส 1 กรัม
อะการ์ 15 กรัม
นํ้ากล่ัน 1 ลิตร

นำส่วนผสมทั้งหมดใส่ในนํ้ากลั่น ต้มให้ละลาย แบ่งใส,ขวดแก้ว ปิดจุก ฆ่าเช้ือในหม้อนึ่งอัดไอ 
อุณหภูมิ 121 องศาเซนเชียส 15นาที

3. วิธีวิเคราะห์
จำนวนจุลินทรีย์ทั้งหมด (Total Plate Count) ชั่งตัวอย่าง 25 กรัม ใส่ลงในขวดที่มีสารละลาย 
เพ่ือเจือจาง 225 มิลลิลิตร ผสมให้.ช้ากันจะได้ตัวอย่างเจือจางที่ระดับความเข้มข้น 1 ต่อ 10 
หรอ เจือจางต่อไปจนกว่าจะนับจำนวนจุลินทรียํได้30 ถึง 300โคโลนี ใช้ปิเปตดูดสารละลาย 
ที่มีความเข้มข้นต่างๆ 1 มิลลิลิตรใส่ลงในจานเพาะเชื้อเข้มข้นละ2 จานเทอาหารเลี้ยงเชื้อ 
เพลตเคาน์อะการ์ที่หลอมเหลวแ ล ้ว  มีอุณหภูมิประมาณ 45 องศาเซนเชียส ลงในจานเพาะเช้ือ 
จานละประมาณ 12 -  15 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไวิให้แข็งกลับจานเพาะเช้ือให้ฝาอยู่ 
ด้านล่าง แล้วนำไปบ่มเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ 35องคา เซนเชียส นาน 48 ช่ัวโมง นับจำนวนโคโล 
นีซ่ึงมีค่าอยู่ระหว่าง 30 ถึง 300 โคโลนี หาค่าเฉลี่ย แล้วคำนวณเป็นจำนวนโคโลนีต่อกรัม โดย 
ใช้สูตร
จ ำ น ว น โ ค โ ล น ีต ่อ ก ร ัม ข อ ง ต ัว อ ย ่า ง  =  ค ่า เฉ ล ี่ย ข อ ง จ ำ น ว น โ ค โ ล น ีท ี่น ับ ไ ด ้ X อ ัต ร า ก า ร เจ ือ จ า ง  

ร า ย ง า น ผ ล เป ็น  CFU/g
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