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บทคัดย่อ 
 

 ห้องปฏิบตัิการได้ท าการดดัแปลงจาก วิธี APHA Thermoduric Count ในขัน้ตอนการเจือจาง
ตวัอย่าง ( Dilution of sample)  วิธีดงักล่าวระบใุห้ท าการเจือจางตวัอย่างน า้นม ในอตัราส่วนตวัอย่าง
น า้นม 11 ml ใน diluents ปริมาตร 99 ml โดยห้องปฏิบตัิการได้ปรับเป็นปิเปตตวัอย่างน า้นม 1 ml ใส่ใน 
diluents ปริมาตร 9 ml ท าการประเมินผลเปรียบเทียบระหว่างสองวิธีโดยใช้ ANOVA และ paired t-test 
พบว่าผลการทดสอบได้คา่ Critical level (3 cfu/ml) และ coefficient of variation (0.4973%) R2 
(0.9974) intercept (0.0490) Slope b (0.9847) และไม่มีนยัส าคญัของความแตกตา่งทางสถิติซึ่งแสดง
วา่วิธีท่ีดดัแปลงสามารถให้ผลถกูต้องเชน่เดียวกัน 
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Abstract 

 
The laboratory was modified APHA Thermoduric Count method in the step of sample 

dilution. The assessment was based on change volume of a sample dilution. Reference 
method recommended 11 ml of each milk sample to 99 ml diluent and In-house laboratory 
method used 1 ml of the milk sample to 9 ml of diluent. The comparison between the two 
methods was carried out using ANOVA and paired t-test. Critical level (3 cfu/ml) and 
coefficient of variation (0.4973%), R2 (0.9974), intercept (0.0490) Slope b (0.9847) have been 
shown that results from In-house method were equivalent to APHA Thermoduric Count method 
without statistical significantly differences. 
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บทน า 

 
Laboratory pasteurization count เป็นการหาปริมาณเชือ้จลุินทรีย์ทนร้อนในน า้นมดิบท่ีอาจ

อยู่รอดได้ภายหลงัผ่านกระบวนการพาสเจอร์ไรส์ โดยมากมกัไม่ก่อโรค แต่ท าให้น า้นมเกิดการเน่าเสีย
หากสามารถอยู่รอดตลอดกระบวนการผลิต วิธีวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย์ทนร้อนในน า้นมดิบนัน้
ด าเนินการตาม American Public Health Association Standard methods for the examination of 
dairy products 17th edition, APHA Thermoduric Count [6]  ห้องปฏิบตัิการกลุ่มตรวจสอบคณุภาพ
นมและผลิตภณัฑ์นม ได้มีการเปล่ียนแปลงวิธีการเจือจางสารละลาย จากน า้นม 11 ml ตอ่สารละลาย
เจือจาง 99 ml เป็นนม 1 ml ตอ่สารละลายเจือจาง 9 ml จึงต้องมีการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีเพ่ือให้
ทราบว่าวิธีการท่ีดัดแปลงนัน้สามารถใช้ทดแทนวิธีอ้างอิงได้ โดย มกษ. 6003:2553[4] ก าหนดให้
เชือ้จลุินทรีย์ทนร้อนในน า้นมจะต้องมีอยูไ่มเ่กิน 1,000 cfu/ml  
1. วัตถุประสงค์ 

ศกึษาและตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบเชือ้จลุินทรีย์ทนร้อนในน า้นม 
2. ขอบข่าย 

เปรียบเทียบวิธีการเจือจางตวัอย่างน า้นม 2 วิธี ได้แก่ วิธี APHA Thermoduric Count  และวิธี 
In- house 

3. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
ลดปริมาณอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใช้ในการเจือจางตวัอย่าง 

4. วิธีการด าเนินงาน 
4.1. การเตรียมเชือ้มาตรฐาน 

เลีย้งเชือ้จลุินทรีย์ Bacillus subtilis ATCC 6633 บน Tryptic Soy agar บม่ท่ีอณุหภูมิ 
30±2°C นาน 16-18 ชัว่โมง เลือก Single colony ลงใน peptone salt solution ปริมาตร 2 ml 
ภายในบรรจ ุglass beads ย้ายลงใน slant agar ปริมาตร 200 ml ใน roux flask กลิง้ glass 
beads ให้ทัว่ผิวหน้าอาหารเลีย้งเชือ้ บม่ท่ีอณุหภูมิ 30±2°C นาน 5 วนั หรือจนกว่าเชือ้จะสร้าง 



spore เก็บ spore โดยใช้ glass beads และ Salt Peptone Solution ปริมาตร 50 ml น าไปป่ัน
เหว่ียงท่ี 3,000 รอบ นาน 30 นาที ทิง้ส่วนใส ท าซ า้สองรอบ น า Suspension ไปให้ความร้อนท่ี
อณุหภมูิ 80±2 °C นาน 30 นาที จะได้ Spore suspension สามารถเก็บไว้ได้นาน 1 เดือน  

ท าการเจือจาง Spore suspension ตัง้แต่ 1:101ถึง 1:109และท าการนบัปริมาณเชือ้
ในช่วงการเจือจาง ด้วยเทคนิค pour plate น าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 35±1 °C นาน 24±2 ชัว่โมง 
เพ่ือเลือกปริมาณเชือ้ตัง้ต้นท่ีใช้ในตวัอย่าง spike 

4.2. การเตรียมตวัอยา่ง 
ตวัอย่างน า้นมท่ีใช้ในการศกึษาครัง้นีเ้ป็นตวัอย่างท่ีได้จากธรรมชาติ โดยเก็บจากศนูย์

รวบรวมน า้นมดบิท่ีสง่ตรวจเป็นประจ ากบัทางห้องปฏิบตัิการ 
4.3. วิธีทดสอบ 

ห้องปฏิบตัิการตรวจสอบคณุภาพนมและผลิตภัณฑ์นมใช้วิธีวิเคราะห์ตาม American 
Public Health Assocication 2004(APHA Thermoduric Count)[1] โดยท าการปิเปตตวัอย่าง
น า้นม 7 ml ลงในหลอดทดลอง บม่ท่ีอณุหภูมิ 62.8±0.5 °C นาน 30 นาที ในอ่างน า้ร้อน เม่ือ
ครบเวลาให้น าไปแช่เย็น หรือแช่น า้แข็งทนัที ให้อณุหภูมิตวัอย่างลดลงอยู่ท่ี 10 °C หรือต ่ากว่า
ท าการเจือจางตวัอย่าง (10-fold dilution) ปิเปตน า้นม 1 ml ลงจานอาหารเลีย้งเชือ้ และปิเปต
ตวัอย่างน า้นมเจือจาง 1 ml จากล าดบัความเจือจางท่ี 1:10, 1:100, 1:1000 ท าการทดสอบ
ด้วยเทคนิค pour plate แล้วบม่อณุหภมูิ 32°±1°C นาน 48±3 ชัว่โมง 

4.4. การนบัจ านวนเชือ้แบคทีเรีย 
ด าเนินการตาม APHA Thermoduric Count โดยนบัจ านวนโคโลนีท่ีเกิดขึน้บนจาน

เพาะเชือ้ในชว่ง 25-250 โคโลนี 
4.5. การหา Critical Level (LC) 

เตรียมเชือ้จลุินทรีย์ให้มีการปนเปือ้น 3 ระดบั ดงันี ้
ระดบัท่ี 1 ตวัอยา่งท่ีน ามาวิเคราะห์ให้มีปริมาณเชือ้ 10 cfu/ml 
ระดบัท่ี 2 ตวัอยา่งท่ีน ามาวิเคราะห์ให้มีปริมาณเชือ้ 30 cfu/ml 
ระดบัท่ี 3 ตวัอยา่งท่ีน ามาวิเคราะห์ให้มีปริมาณเชือ้ 100 cfu/ml 
ระดบัท่ี 4 ตวัอยา่งท่ีน ามาวิเคราะห์ให้มีปริมาณเชือ้ 300 cfu/ml 

ในการทดสอบ 4 ระดบั ทกุระดบัท าการวิเคราะห์ 6 ซ า้ 
 
 



4.6. สถิตท่ีิใช้ในการทดสอบ 
การศกึษานีจ้ะท าการหาคา่ %Coefficient of variation (%CV), การทดสอบ Pair t-test 

และการวิเคราะห์การถดถอยเชิงเส้นอย่างง่าย (Simple linear regression analysis)  
5. ผลการทดลอง 

5.1. คา่ Critical level (LC)  
ใช้เชือ้ Bacillus subtilis ATCC 6633 ใส่ลงในตวัอย่างน า้นม 4 ระดบัแล้วท าการ

ทดสอบหาจ านวนจลุินทรีย์ทนร้อน  ให้ผลการทดสอบดงันี ้
ตาราง 1 แสดงผลทดสอบระดบัการ spike และปริมาณเชือ้ 

ระดบั ปริมาณเชือ้ ผลทดสอบ (ครัง้) 
1 10 cfu/ml 6/6 
2 30 cfu/ml 6/6 
3 100 cfu/ml 6/6 
4 300 cfu/ml 6/6 
การปนเปื้อนของเชือ้ทุกระดบัสามารถตรวจหาจากผลทดสอบซ า้ในการวิเคราะห์หา

ปริมาณจลุินทรีย์ทนร้อน คา่ Critical level เทา่กบั 10 cfu/ml 
5.2. Coefficient of Variation 

เม่ือท าการคา่ Coefficient of Variation (%CV) ระหว่างวิธี Reference Method และ 
In-house Method จะมีคา่ %CV ท่ีได้จากกาค านวณเท่ากบั 0.4734 ซึ่งผ่านเกณฑ์การยอมรับ 
%CV≤10(ตารางท่ี1) 

ตารางท่ี1 ผลการวิเคราะห์จ านวนจุลินทรีย์ในตวัอย่างน า้นมเปรียบเทียบระหว่างวิธีมาตรฐาน APHA 
และวิธี In-house 

Sample 
Reference 

(cfu/ml) 
In-house 
(cfu/ml) 

Log 10 
Reference 

Log 10 
In-house 

Mi Si 

1 30 30 1.4771 1.4771 1.4771 0.0000 
2 30 30 1.4771 1.4771 1.4771 0.0000 
3 30 30 1.4771 1.4771 1.4771 0.0000 
4 30 30 1.4771 1.4771 1.4771 0.0000 
5 30 30 1.4771 1.4771 1.4771 0.0000 
6 40 40 1.6021 1.6021 1.6021 0.0000 



Sample 
Reference 

(cfu/ml) 
In-house 
(cfu/ml) 

Log 10 
Reference 

Log 10 
In-house 

Mi Si 

7 80 80 1.9031 1.9031 1.9031 0.0000 
8 110 100 2.0414 2.0000 2.0207 0.0293 
9 280 310 2.4472 2.4914 2.4693 0.0313 
10 340 360 2.5315 2.5563 2.5439 0.0176 
11 460 480 2.6628 2.6812 2.6720 0.0131 
12 650 720 2.8129 2.8573 2.8351 0.0314 
13 790 840 2.8976 2.9243 2.9110 0.0188 
14 1,000 960 3.0000 2.9823 2.9911 0.0125 
15 1,200 1,100 3.0792 3.0414 3.0603 0.0267 
16 1,300 1,300 3.1139 3.1139 3.1139 0.0000 
17 1,400 1,300 3.1461 3.1139 3.1300 0.0228 
18 1,600 1,600 3.2041 3.2041 3.2041 0.0000 
19 1,600 1,600 3.2041 3.2041 3.2041 0.0000 
20 1,600 1,700 3.2041 3.2304 3.2173 0.0186 
21 1,700 1,700 3.2304 3.2304 3.2304 0.0000 
22 2,100 2,000 3.3222 3.3010 3.3116 0.0150 
23 2,800 2,500 3.4472 3.3979 3.4225 0.0348 
24 2,600 2,600 3.4150 3.4150 3.4150 0.0000 
25 2,900 2,800 3.4624 3.4472 3.4548 0.0108 
26 4,300 4,700 3.6335 3.6721 3.6528 0.0273 
27 4,800 5,000 3.6812 3.6990 3.6901 0.0125 
28 5,100 5,700 3.7076 3.7559 3.7317 0.0342 
29 5,600 5,200 3.7482 3.7160 3.7321 0.0228 
30 5,800 5,300 3.7634 3.7243 3.7439 0.0277 
31 5,200 5,800 3.7160 3.7634 3.7397 0.0335 
32 6,800 6,600 3.8325 3.8195 3.8260 0.0092 
33 6,600 6,200 3.8195 3.7924 3.8060 0.0192 
34 8,200 7,800 3.9138 3.8921 3.9030 0.0154 
35 11,000 10,000 4.0414 4.0000 4.0207 0.0293 
36 19,000 18,000 4.2788 4.2553 4.2670 0.0166 



Sample 
Reference 

(cfu/ml) 
In-house 
(cfu/ml) 

Log 10 
Reference 

Log 10 
In-house 

Mi Si 

37 20,000 20,000 4.3010 4.3010 4.3010 0.0000 
38 24,000 22,000 4.3802 4.3424 4.3613 0.0267 
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โดยเกณฑ์การยอมรับ Coefficient of Variation (%CV) ≤10% 

5.3. การวิเคราะห์การถดถอยเชิงเส้นอย่างง่าย (Simple linear regression analysis) 
เพ่ือเปรียบเทียบความสมัพนัธ์ระหว่างวิธี Reference method และ In-house method 

พบว่า R2=0.9990 Intercept Y= 0.0154 และ Slope b = 0.9939 แสดงว่าวิธีท่ีใช้ทดสอบมี
ความเท่ียง(รูป 1)เม่ือท า Residual Plot ซึ่งแสดง Linearity หรือ lack-of fit มีค่าอยู่ในช่วง 
±0.06 (รูปท่ี 2) 

 

รูปท่ี 1 กราฟแสดง Line lift plot 

y = 0.994x + 0.0155 
R² = 0.9991 
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รูปท่ี 2 กราฟแสดงการกระจายตวัของข้อมลู Residual Plot 

5.4. Paired t-test 
ท าการเปรียบเทียบโดยใช้สถิติ Paired t-test พบว่าท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% คา่ t-stat 

(0.6748) น้อยกว่า t-crititcal two tail (2.0686) แสดงว่า In-house method ให้ผลการทดลอง
ไมแ่ตกตา่งจาก Reference method (ตารางท่ี 2) 
ตารางท่ี 2  ผลการวิเคราะห์ Paired t-test 

 Variable 1 Variable 2 
Mean 3.0933223 3.0902526 
Variance 0.7267246 0.7181161 
Observations 37 37 
Pearson Correlation 0.9994878  
Hypothesized Mean Difference 0  
df 36  
t Stat 0.6748242  
P(T<=t) one-tail 0.2520493  
t Critical one-tail 1.6882977  
P(T<=t) two-tail 0.5040986  
t Critical two-tail 2.028094  
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6. สรุปผลการทดลอง 
การหาจ านวนเชือ้จลุินทรีย์ทนร้อนในตวัอย่างน า้นมตาม Reference method และ In-

house method ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ ดงันัน้วิธีการท่ีห้องปฏิบตัิการได้
ดดัแปลงจาก American Public Health (APHA) 2004, Standard Method for the examination 
of dairy products 17th edition จึงสามารถน ามาใช้ทดสอบหาจ านวนเชือ้จลุินทรีย์ทนร้อนใน
ตวัอยา่งน า้นมในห้องปฏิบตักิารจลุชีววิทยา กลุม่ตรวจสอบคณุภาพนมและผลิตภณัฑ์นมได้ 

7. ข้อเสนอแนะ 
การเตรียมตวัอย่างน า้นมในระหว่างการให้ความร้อนท่ีอณุหภูมิ 62.8±0.5 °C ตวัอย่างควรมี

อณุหภมูิถึงจดุท่ีต้องการภายใน 5 นาที 
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