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ภาคผนวก ก

อาหารเอยง!ชื้อแอะวิธีรตรียม

1. TRYPTIC SOY BROTH ใช้อาหารเลี่ยงเชื้อสำเร็จรูปฃอง Difco ชึ่งมีส่วนประกอบดังนี่

Bacto Tryptone 17.0 กรัม
Bacto soytone 3.0 กรัม
NaCl 5.0 กรัม
K^HPO, 2.5 กรัม
นากรอง 1.0 ลิตร

นำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่ดวามดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ลุณหภูมิ 121 °  ช เป็นเวลา 15
นาที

2. TRYPTIC SOY AGAR

Tryptic Soy Broth 1.0 ลิตร
Bacto agar 15.0 กรัม

นำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้วลุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น 
เวลา 15 นาที

3. มีเคียม 73 (Norberg &  Hofsten ,1969)

Yeast extract 1.0 กรัม
Gelatin (Difco) 10.0 กรัม



M gS04.7H,0 10.0 กรัม
KC1 5.0 กรัม
CaClr 2HP 0.2 กรับ
NaCl ตามต้องการ
นากรอง 1.0 ลิตร

ปรับความเป็นกรดด่างให้ได้พีเอช 6.0,7.0,8.0 หรือ 9.0 ละลายส่วนผสมทั้งหมดใน 
นำต้มทิงให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง นำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที

4. อาหารแข็งมีเคียม 73

อาหารเหลวมีเคียม 73 1.1 ลิตร
ผงรู้น 15.0 กรัม

ละลายส่วนผสมทั้งหมดในนิ้าต้ม ปรับค่าความเป็นกรดเป็นด่างให้ไต้ค่าพีเอช
6.0,7.0,8.0 หรือ 9.0 นำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 121ที่อุณหภูมิ องศา 
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที
5. PHENOL RED BROTH BASE

ใช้อาหารสำเร็จรูปฃอง Dlfco ซึ่งประกอบด้วย

Bacto beef extract 1.0 กรัม
proteose peptone 10.0 กรัม
NaCl 5.0 กรัม
phenol red 0.018 กรัม

โดยชั่งผงอาหารสำเร็จรูปมา1 6 กร ัมต ่อน ิ้า1 ลิตร สำหรับบางเชื้อที่ต้องเพิ่มเกลือ 
เติมโซเคียมคลอไรด์ให้ความเข้มช้นสุดท้ายเป็น 5 เปอร์เซ็นต์ปรับระดับความเป็นกรดด่าง



ท่ี 7.4 หลังจากนั้นเติม 1 เปอร์เซ็นต์ของนั้าตาลที่ต้องการทดสอบ นึ่งฆ่าเชื้อที' 110องศา 
เซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที นำมาแช่นั้าเย็นทันทีเพื่อป้องกันนั้าตาลแดกลัว

6. SIMMONS CITRATE AGAR
ใช้อาหารสำเร็จรูปของ Difco ซึ่งประกอบด้วย

NH4H2P ๐ 4 1.0 กรม
k 2h p o 4 1.0 กรัม
NaCl 5.0 กรัม
Na-citrate 2.0 กรัม
M gS04.7H20 0.2 กรัม
Bacto agar 15.0 กรัม

โดยชั่งผงอาหารสำเร็จรูป24.2กรัมต่อนำ 1 ลิตร ปรับระดับความเป็นกรดต่างให้ได้ 
เท่ากับ 6.9 นึ่งฆ่าเชื้อตามวิธีที่กล่าวมาแล้ว

7. อาหารทดสอบการย่อยเจลาติน
ใช้ Nutrient broth ของ Difco ซึงประกอบด้วย

Bacto beef extract 3.0 กรัม
Bacto peptone 5.0 กรัม

ละลายผงอาหารสำเร็จรูป 56.7 กรัมต่อนากรอง 1 ลิตร ผสมกับเจลาติน 10.0 กรัม นึง 
ฆ่าเชื้อตามวิธีที่กล่าวมาแล้วข้างด้น



8. อาหารทดสอบการใช้ แป้ง
ใช้ Nutrient broth สำเร็จรูปของ Difco ตามสูตรในข้อ 7. ละลาย ผงอาหารสำเร็จรูป

56.7 กรัมในนำกรอง 1 ลิตร ผสมกับ soluble starch 10.0 กรัม นึ่งฆ่าเชี้อตามวิธีที่กล่าวมา 
แล้ว

9. อาหารสูตร MR-VP
ใช้อาหารสำเร็จรูปจาก Difco มีส่วนประกอบดังนี้

Buffered peptone 7.0 กรัม
K JfPO , 5 .0 กรัม
Bacto dextrose 5 .0 กรัม

ชั่งผงอาหารสำเร็จรูป 17.0 กรัม ละลาย'ในนากรอง 1 ลิตร ปรับความเป็นกรดด่างให้ 
ไ ด ้6.9 นึ่งฆ่าเชื้อโดยวิธีที่กล่าวมาแล้ว

10. EGG-YOLK AZIDE AGAR

Bacto beef extract 55.0 กรัม
Peptone 10.0 กรัม
NaCl 3.0 กรัม
Na2(H P04) 0.2 กรัม
Bacto agar 15.0 กรัม
Sodium azide 0.15 กรัม

ละลายส่วนผสมทั้งหมดยกเว้น Sodium azide ในนำกรอง 1 ลิตร ปรับพีเอข ให้ 
ได้7.6 และนึ่งฆ่าเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที ทั้งให้เย็นและเติม Sodium azide 
กวนให้ละลาย นำไปฆ่าเชื้อโดยวิธีที่กล่าวมาแล้วทั้งให้เย็นถึงอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
เติมสารละลาย egg-yolk saline solution 15 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน



การเตรียม egg-yolk saline solution โดยนำไข่ไก่ 1 ฟองมาฆ่าเชื้อบริเวณเปลืยกไข่ 
โดยแช่ใน 95 เปอร์เซ็นต์เอธานอล เป็นเวลา 30 นาที หลังจากนันแยกไข่ขาวออกโดยวิธี 
ปลอดเชื้อ นำไข่แดงที่ไดัใส่ลงในกระบอกตวงวัคปริมาตรและเติมนาเกลือโซเดียมคลอไรต์
0.85 เปอร์เซ็นต์ที่ผ่านการ ฆ่าเชื้อแล้วในปริมาตรเท่ากับปริมาตรของไข่แดง

11. MACCONKEY BROTH
ใช้อาหารสำเร็จรูปของ Dlfco ที่มีส่วนประกอบดังนี้

Bacto peptone 17.0 กรัม
Proteose peptone 3.1 กรัม
Lactose 10.0 กรัม
Bile salts 1.5 กรัม
Brom cresol purple 0.1 กรัม

ชั่งอาหารสำเร็จรูป 3.5 กรัมต่อลิตรละลายส่วนผสมทั้งหมดในนี้ากรอง 1ลิดร ต้มจน 
กระทั้งสารละลายหมด ทิ้งไว้ให้เย็นประมาณ 50-60 องศาเซลเซียส ปรับพีเอชให้ไต้ 7.6 
แบ่งใส่หลอดทดลองหลอดละ 10 มิลลิลิตร ใส่หลอดดักก๊าช(durham tube) ลงไปในหลอด 
ทดลองและนำไปฆ่าเชื้อโดยวิธีที่กล่าวมาแล้ว

12.POTATO DEXTROSE AGAR
Potato 200 กรัม
Dextrose 20 กรัม
Agar 15 กรัม

หั่นมันฝรั่งเป็นชิ้นเล็กๆ ขนาดประมาณ 1 ลูกบากศ์เซนติเมตร ต้มจนสุกมันฝรั่งนิ่ม
กรองผ่าผ้าขาวบาง เติมนี้าจนปริมาตรครบ 1 ลิตร เติมเดกโตรสและรู้นผง ฆ่าเชื้อโดยวิธีที่ 
กล่าวมาแล้ว
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13. ดารางการดกตะกอนเอนไซมโคยใช้แอมโมเนียมซัลเฟตกรัมต่อ 100 มิลลิลิดร
ของสารละลายที่อ ุณหภูม ิ0 องศาเซลเซียส
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สึย้อมแกะสารm มีที่ใช้เวเการทตออง

1. สารละลาย 0.1 โมลาร์อะซิเตตบัฟเฟอร์ พีเอช 6.0

โซเดียมอะซิเตต 8.203 กรม
น่ากล่น 900.0 ลิตร

ปรับพีเอชให้เป็น 6.0 ด้วย กรดอะซิติค จากนั้นเติมนากลั่นให้ครบ 1 ลิตรในขวด 
มาตรฐานสำหรับปรับปริมาตร

2. สารละลาย 0.1 โมลาร์ ฟอสเฟต บัฟเฟอร์ พีเอช 7.0
สารละลาย ก : N aK PO 4.2H2๐  27.6 กรัม1ในนากลั่น 1 ลิตร 
สารละลาย ข : Na:H P04.7H20  28.4 กรัมในนากลั่น 1 ลิตร 

ผสมสารละลาย ก. 390 มลลลิตร สารละลาย ข. 610 มิลลิลิตรแล้วเดินนากลั่น ให้ 
ครบ 1000 มิลลิลิตรในขวดปรับปริมาตร

3. สารละลาย 0.1 โมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 8
ใช้สารละลาย ก และสารละลาย ข จากข้อ 2 โดยปีเปตต์สารละลาย ก 53 

มิลลิลิตร สารละลาย ข 957 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตรในขวดปรับปริมาตร

4. สารละลาย 0.1 โมลาร์ ทริสบัฟเฟอร์ พีเ'อช 9.0

ปรับ พีเอชให้เป็น 9.0 ด้วยกรดไฮโดรคลอริคเข้มข้น จากนั้นเติมนำกลั่นเพื่อปรับ 
ปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร ในขวดมาตรฐานสำหรับปรับปริมาตร

ทริสมา-เบส (trisma-base) 
นากลั่น 900 ลิตร

12.11 กรม



5. สารละลาย 0.4 โมลาร์ไตรคลอโรอะชิติค
กรดไตรคลอโรอะชิดิค 65.356 กรัม
นากลั่น 900 มิลลิลิตร

ละลายไตรคลอโรอะชิติคในนากลั่น 900 มิลลิลิตรเทใส่ในขวดมาตรฐาน 
สำหรับปรับปริมาตรปรับปริมาตรให้เป็น 1000 มิลลิลิตร ให้เข้ากันเก็บไว,ในขวดสีชา

6. สารละลายที่ใช้ในการหาปริมาณไทโรซีน
6.1สารละลาย 0.4 โมลาร์โซเดียมคารันอเนต(Na2CO3)

โซเดียมคาร์บอเนต 42.396 กรัม
นากลั่น 900 มิลลิลิตร

ละลายโซเดียมคาร์บอเนตในนา 900 มิลลิลิตร เทใส่ขวดมาตรฐานสำหรับ
ปรับปริมาตร ปรับปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร

6.2สารละลาย Folin-Ciocalteu’ ร Phenol reagent 1 ส่วนนำ 3 ส่วน

7. เคซีน 1.0 เปอร์เซ็นต์ที่ความเข้ม1ข้น'โซเดียมคลอไรต์ 0-20 เปอร์เซ็นต์ ใน 0.1 โม 
ลาร์ อะชิเตตบัฟเฟอร์ พีเอช 6.0 หรือ 0.1 โมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 7.0 หรือ 0.1 โม 
ลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 8.0 หรือ 0.1 โมลาร์ทริชบัฟเฟอร์ พีเอช 9.0หรือ 0.1 โมลาร์ 
อะซิเตทบัฟเฟอร์ พีเอช 5.0

ชั่งโซเดียมคลอไรต์0,5,10,15.20 กรัมละลายในบัฟเฟอร์อย่างละ 90 
มิลลิลิตรในบิกเกอร์ เทใส่ในขวดปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตรด้วยนากลั่น และเติมเดซีน
1.0 กรัม กวนให้ละลายด้วยแท่งแม่เหล็ก

8. สารละลายทดสอบไนไตรท์ (Nitrite test solution )
สารละลาย ก
salfanilic acid 0.8 กรัม
5 N  acetic acid 100.0 มิลลลดร
สารละลาย ข

กรัมa  - naphthylamine 0.5



5 N  acetic acid 100.0 มิลลิลิตร

9. Gram’staining solution
9.1 Crystal violet solution

crystral violet 2.0 กรัม
ethanol 20.0 มิลลิลิตร
amoniumoxalate 0.8 กรัม
นากรอง 80.0 มิลลิลิตร

ละลายค?สตอลไวโอเลตกับเอธิลแอลกอฮอล์ส่วนแอมโมเนียมออกซาเลต 
ละลายในนาหลังจากละลายหมดแล้วผสมสารละลายทั้งสองอย่างเข้าด้วยกันเก็บไว้ 24 
ชั่วโมงก่อนใช้

9.2 สารละลายไอโอดีน (Iodine solution)

Iodine 1.0 กรัม
KI 2.0 กรัม
นากรอง 100.0 มิลลิลิตร

ผสมไอโอดีนและโปรแตสเชียมไอโอไดด้เข้าด้วยกัน ใช้ mortar บดให้เข้า 
กันค่อยๆเติมนาทีละน้อยจนสารละลายหมด เทใส่ขวดปรับปริมาตร ปรับปริมาตรให้เป็น 
100 มิลลิลิตร

9.3 สารละลาย ชาฟรานิน โอ (Safranin O)

กรัม
มิลลิลิตร 
มิลลิลิตร

Safranin O 0.25
ethanol 10.0
นากรอง 100.0



ละลายชาฟราบ ิน โอ ใน!อธ ิลแอลกอฮอล ์เม ื่อละลายหมดเทใส ่ขวดปร ับ  
ปริมาตร เต ิมนากรองให ้เป ็น 100 มิลลิลิตร
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กราฟมาฅรฐาน

รูปที่ ภ ! กราฟมาตรฐานไทโรซนแสดงความสัมพันธุระหว่างด่าการดูดกลืนแสงที่660 นา 
โนเมตรกับปริมาณไทโรชีนสำหรับตรวจโปรติเอสแอคติวิด
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— # - p H 6  —• — p H 7 — p H8  p H9

รูปที ภ2 การเพิ่มจำนวน (ก) และโปรต ิเอสแอคต ิว ิต ิ (•บ) B a c i l l u s  sp สายพันธุ B2 เมื่อ
เล ียงในอาหารสูครม ีเค ียม 73 ไม ่ม ีโซ เด ียมคลอไรค ์ โดยมีค ่าพ ีเอชต่างๆ เลี,ยงบนเครื่อง
เขย่า ที่ 200 รอบต่อนาที 30 องศาเซลเซ ียส
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(ก )

(ข)

— • — p H 6 - * - p H 7  — p H8  - * - p H 9

รูปที ภร การเล ี้มขํๅนๆน (ก) และโปรดี!อลแอคดํวิต (ข)BacOJus sp สายพันธุ WB3 เมื่อ 
เลียงในอาหารสูดรมีเดียม 73 ไม่มีโซเดียมคลอไรด์โคยมีต่าหเอชต่างๆ เลี้ยงบนเครื่อง 
เขย่า ท 200 รอบต่อนาที 30 องศาเซลเชยส
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— * - p H 6  —» - p H 7  p H 8  - * - p H 9

รูปที ภ4 การเพ ิ่ม 'จำนวน(ก)นละ'โปรดเอสแอคด ํว ิต(ข) B a c i l l u s  SV  สายพันธุ W B3 เมื่อ
เล ียงในอาหารสูตรมีเค ียม 73 มี 5 %โ 1ชเค ียมคลอไรค ์ โดยม ีค ่าท ีเอชต ่างๆ เล ียงบน
เครื่องเขย่า ที่ 200 รอบต่อนาท ี 30 องศาเซลเช ียส
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I
ô
๐c

0.4 -4-

0.2 -r

0 1 2 3 4 5
ระยะ ท ถ าบ ่JJ(วน )

- 4 -  pH6 pH7 pH8 - X -  pH9

รูปทึ ภร การเหมจำนวน (ก) Bacillus sp สาย'หันธุ WB3 เมือเลยงในอาหารถูดรมีเคึยม 
73 มื 10 %โชเดยมคลอไรค์ โดยมด่าพเอชต่างๆ เลี้ยงบนเครื่องเขย่า ท, 200 รอบต่อ 
นาท 30 องศาเซลเชยส
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pH6 pH7 pH8 pH9

รูปที่ ภ6 การเพิ่ม,จำนวน (ก) และโปรต ่เอสแอคต ่ว ิต  (ข) B a c i l l u s  sp ลายพ ันธุ SA2 เมื่อ
เลยงในอาหารลุ[ตรมเดยม 73 ไม1มโซเดยมคลอ!รด โดยมีค ่าท ีเอชต ่างๆ เลยงบนเครื่อง
เขย่า ที 200 รอบต่อนาท ี 30 องศาเซลเชึยล'
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(ก)

♦  ■ pH6 — pH7 pHB X'-pH9

รูปที่ ภ? การเพ ิ่มจำนวน(ก) แกะโปรต ิเอล•นอคค ิว ิต ี(ข) B a c i l l u s  sp สายพ ันธุ SA2
เมอเลยง!นอาหารสูตรมเคยบ 73 ม 5 %โ ‘ชเคยมคลอ!รค โคยมค ่าพ เอชต ่างๆ เลยงบห
เครื่องเขย่า ที่ 200 รอบต่อนาท 30 องศาเซลเซ ียส



0.4
SA2 10%NaCl

— pH6 -■ —pH7 —*-pH 8 pH9

รูปที ภร การเพ่ิมจำนวน (ก) และ'โปรติเอสแอดคิวิดี (ข) B a c i l l u s  sp สายพันธุ SA2
เม่ือเล้ียงในอาหารถูดรมีเคียม 73 มี 10 %โซเดียมคลอไรค์โคยมีค่าพีเอชต่าง  ๆเล้ียง
บนเคร่ืองเขย่า ที, 200 รอบต่อนาที 30 องศาเซลเซียส



8 8

(ก)

- ♦ -  pH6 — pH7 - * - p H 8 -* - p H 9

รูปท ภ 9 การเห ิ่มจำนวน (ก) และโปรติเอสแอคติวด ี (ข) B a c i l l u s  sp สายพ ันธ ุ SA02
เมื่อเล ี้ยงในอาหารลุ[ดรมีเค ียม 73 ไม ่ม ีโชเค ียมคลอไรค ์ โคยม ีค ่าพ ีเอชต ่างๆ เล ี้ยงบน
เครึ๋องเขย ่า ที่ 200 รอบต่อนาที 30 องศาเซลเซ ียส
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pH6 —* — pH7 pH8 pH9

รูปที ภ 10 . การเพ ิ่มจำนวน (ก) และโปรติเอสนอคติว ิต ี (ข) B a c i l l u s  sp สายพันธุ SA02
เมื่อเล ี้ยงในอาหารรุ[ดรมีเคยม 73 มี 5 % โชเค ียมคลอไรค ์ โคยมีค ่าพ ีเอชค่างๆ เล ี้ยงบน
เครึ๋องเขย่า ที' 200 รอบต่อนาที 30 องศาเซลเซ ียส



OD
 66

0 ท
!ฑ

0 1 2 3 4 5

ระยะเวลาในการบ่ม(วัน)

—♦ — pH 6 pH7 — pH8 pH9

รูปที่ ภ ! !  การเห ิมจำนวน (ก) B a c O lu s  sp สายพ ันธ ุ SA02 เมื่อเลี้ยง:
ในอาหารส ูดรม ีเค ียม 73 มี 10 % โซเด ียมคลอไรค ์ โดยม ีค ่าพ ีอชต ่างๆ  เล ียงบนเครื่อง
เขย่า ที่ 200 รอบต่อนาที 30 องศาเซลเซ ียส
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(ก)

♦  pH6 »  -  pH7 *  pH8 ■ X —pH9

รูปที่ ภ 12 การเพ ิ่มจำนวน (ก) และโปรต ิเอสแอคติว ิค ี (ข) B a c i l l u s  sp สายพันธุ K1 เมื่อ
เล ี้ยงในอาหารถูดรม ีเค ียม 73 ไม ่ม ีโชเค ียมคลอไรด ์โดยม ีค ่าท ีเอชต ่างๆ เล ี้ยงบนเครึ๋อง
เขย่า ที่ 200 รอบต่อนาที 30 องศาเซลเซ ียส
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(ก)

0 1 2 3 4 5
ระยะทถาบ่ม(วัน)

—♦ — pH6 — pH7 — pH8 —X— pH9

รูปที่ ภ 13 การเพ ิ่มจำนวน (ก) และโปรติเอสแอคติว ิต ี (ข) B a c i l l u s  sp สายพ ันธ ุ K1 เมึ๋อ
เล ียงในอาหารล[ตรมเคยม 73 ม 5%โ‘ชเต ียมคลอไรค ์ โคยมค ่าท ีเอชต ่างๆ เล ียงบน
เครึ๋องเขย ่า ที่ 200 รอบต่อนาที 30 องศาเซลเช ียส
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(ก)

(a)

- p H  6 - * - p H 7  - * - P H8 pH9

รูปที่ ภ 14 การเพ ิ่มจำนวน (ก) และโปรต ิเอสแอคติว ิค ี (ข) B a c i l l u s  sp สายพ ันธุ K1 เมื่อ
เล ี้ยงในอาหารลุ(ดรมีเค ียม 73 มี 10% โซเค ียมคลอไรค ์โดยม ีค ่าพ ีเอชค ่างๆ เลี้ยงบน
เครื่องเขย่า ที่ 200 รอบต่อนาที 30 องศาเ,ชลเช ียส
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—♦ — pH 6 — pH7 pH8 pH9

รูปที ภ 15 การเพ ิ่มจำนวน (ก) และโปรติเอสแอคติว ิด ี (ข) B a c i l l u s  sp สายห ันธ ุ M O  13
เม ื่อเล ี้ยงในอาหารธุ[ดรม ีเค ียม 73 ไม ่ม ีโซเด ียมคลอไรค์ โคยม ีค ่าพ ีเอชต ่างๆ เล ี้ยงบน
เครื่องเขย ่า ที่ 200 รอบต่อนาที 30 องศาเซลเซ ียส
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—♦ — pH 6 pH7 - * - p H 8  -X -p H 9

รูปที ภ 16 การเพ ิ่มจำนวน (ก) และโปรต ิเอสแอคต ิว ิต ี (ข) B a c i l l u s  sp สายพ ันธุ M 013
เม ื่อเล ียงในอาหารg ครมีเค ียม 73 มี 5% โชเต ียมคลอไรค ์ โคยมีค ่าพ ีเอชต่างๆ เลี้ยง
บนเครึ๋องเขย ่า ที่ 200 รอบต่อนาท ี 30 องศาเซลเซ ียส
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(ข)

—•— pH 6 —■ — pH7 - ± - p H 8  pH9

รูปที ภ 17 การเพ ิ่มจำ!4QT4 (ก) และโปรติเอสแอคติวิด ี (ข) B a c i l l u s  sp สายห ันธ ุ M 0 1 3
เม ื่อ เล ี้ยงในอาหารส ูตรม ีเด ียม 73 มี 10 % โชเค ียมคลอไรค ์ โคยม ีค ่าพ ีเอชต ่างๆ เล ี้ยง
บนเคร ื่องเขย ่า ที่ 200 รอบต่อนาท ี 30 องศาเซลเซ ียส



1.4 T M013 15%NaCl

pH 6 — pH7 pHS pH9

รูปทื ภ 18 การเพ่ิมจำนวน (ก) Bacillus sp สายหันธุ MO 13 เม่ือเล้ียง1ในอาหารถู'ดรมีเดียม 
73 มี 15%โชเคียมคลอไรค์ โคยมีค่าหีเอชต่างๆ เล้ียงบนเคร่ืองเขย่า ท่ี 200 รอบต่อ 

นาที 30 องศาเซลเซียส
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—•— pH6 pH7 —± -p H 8  - * - p H 9

รูปที ภ 19 การเพ ิ่มจำนวน (ก) และโปรติเอสแอคติว ิค ี (ข) B a c i l l u s  sp สายพ ันธ ุ M 031
เม ึ๋อ เล ี้ยงในอาหารส ูดรม ีเค ียม 73 ไม ่ม ีโชเค ียมคลอไรค ์ โคยม ีค ่าห ีเอชต ่างๆ เล ี้ยงบน
เครึ๋องเขย ่า ที่ 200 รอบต่อนาที 30 องศาเซลเซียส



0 1 2 3 4 5
ระยะเวลาบ่ม(วัน)

—♦ — pH6 pH7 pH8 —X— pH9

รูปท ี่ ภ20 การเพิ่มจำนวน (ก) และโปรต ิเอสแอคต ิว ิค ี (ข) B a c i l l u s  sp สายพันธุ M 0 3 1
เม ื่อเล ี้ยงในอาหาร?[ดรมีเค ียม 73 มี 5% โชเค ียมคลอไรค ์ โคยมีค ่าพ ีเอชค่างๆ เล ี้ยงบน
เครื่องเขย่า ที่ 200 รอบค่อนาที 30 องศาเซลเซ ียส



0

0 1 2 ^ 3  4 5
ระยะบ่ม(ว้น)

เบ ่ท ื ภ 2 1  การเพ ิ่มจำนวน (ก) และโปรติเอสแอคติวิค ี ( ข )  B a c i l l u s  sp สายพ ันธ ุ M 031
เม ื่อ เล ียงในอาหาร?Jตรมีเค ียม 73 มี 10% โชเค ียมดลอไรค ์ โดยม ีด ่าท ีเอชต ่างๆ เล ียงบน
เคร ื่องเขย ่า ที่ 200 รอบต่อนาที 30 องศาเซลเซียส
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(ก)

(ข)

—*-p H 6  —■ — pH7 —± -p H 8  pH9

รูปท ภ 22 การเพิ่มจำนวน (ก) และโป รต ิเอณ เอคต ิว ิด ี (ข) B a c i l l u s  sp สายพันธุ M 031
เมอเลยงในอาหาร?[ดรมีเคยม 73 ม 15% โชเค ียมคลอไรค ์ โคยมีค่าพีเอชต่างๆ เล ียงบน
เครื่องเขย่า ท่ี 200 รอบต่อนาที 30 องศาเซลเซ ียส
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0 1 2 3 4 5

ระยะเวลาบ่ม(วํ'น)

—♦ — pH6 —<*— pH7 — pH8 pH9

รูปที' ภ23 การเพ่ิมจำนวน (ก) และโปรดเอณเอคดวด (ข) Bacillus sp สายพันธุ M031 
เม่ือเล้ียงในอาหารลุ[ดรมีเคยม 73 มี 20’/อโซเคยมคลอไรค์ โคยมีค่าพเอชต่างๆ เล้ียงบน 
เคร่ืองเขย่า ท่ี 200 รอบต่อนาที 30 องศาเซลเชยส
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รูปที ภ24 กราฟมาตรฐานสำหรับใชวิเคราะห์ปริมาณตะกั่วโดยเครื่อง Atomic Absorption 
Spectrophotometer

Instrument mode Absorbance
Calibration mode Concentration
Measurement mode Integration
Slit width (nm) 1.0
Slit Height Normal
Wavelength (nm) 217.0
Flame Air-acetyline
Sample Introduction Manual
Delay time 6
Time constant 0.05
Measurement time (sec) 2.0
Replicates 3
BlackGround correction ON
Air fiow(L/min) 13.5
Acetylene Flow(L/min) 2.0

concentation (ppm)



กราฟมาตรฐานสำหรับใช้วเคราะห์ปรมาณทองแดงโดยเครื่อง Atomic Absorption 
Spectrophotometer

Instrument mode Absorbance
Calibration mode Concentration
Measurement mode Integration
Slit width (nm) 0.5
Slit Height Normal
Wavelength (nm) 324.8
Flame Air-acetylme
Sample Introduction Manual
Delay time 6
Time constant 0.05
Measurement time (sec) 2.0
Replicates 3
BlackGround correction off
Air flow(L/min) 13.5
Acetylene Flow(L/min) 2.0

concentration (ppm)



ตารางท ี ภ ! การว ิเคราะห ์ปร ิมาณ ตะก ั่วในช ีอวท ี่ผล ิตในระค ับห ้องปฏ ิบ ัต ิการโดยเคร ื่อง Atomic
Absorption Spectrophotometer

คัวอย่าง1ชีอิ๊ว 217.0 เฉลี่ย ความเข้มข้น 
ตะกั่ว

ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที' 3
นาหมักจากระยะโมโรมิที่เติม 
สารละลายโปรติเอส 
100ยมัต/ลิตร
•โหลคอนโทรลที่มีการกวน 0.002 0.002 0.001 0.002 0.042
•โหลคอนโทรลท่ิไม่มิการกวน 0.008 0.001 0.002 0.004 0.087
•โหลทดลองมีการกวน 0.001 0.001 0.001 0.001 0.021
•โหลทดลองไม่มีการกวน 0.001 0.001 0.001 0.001 0.032
นาหมักจากระยะโมโรมิที่สาร 
ผงโปรติเอส 100เ2นิต/ลิดร 
•โหลคอนโทรลที่มีการกวน 0.000 0.001 0.001 0.001 0.014
•โหลคอนโทรลท่ี'ไม่มิการกวน 0.001 -0.001 0.000 -0.000 -0.001
•โหลทดลองมีการกวน 0.001 0.001 0.001 0.001 0.022
•โหลทดลองไม่มีการกวน -0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
นาหมักจากระยะโมโรมัที่ผง 
โปรติเอส 250ยนิต/ลิตร 
•โหลคอนโทรลที่มีการกวน 0.001 0.001 0.002 0.001 0.034
•โหลคอนโทรลท่ีไม่มิการกวน 0.001 0.000 -0.001 0.000 0.005
•โหลทดลองมีการกวน 0.001 0.000 0.001 0.001 0.019
•โหลทดลองไม่มีการกวน 0.000 -0.000 -0.000 -0.000 -0.006



ตารางท ภ 2 ก ารวิเคราะห ์ปร ิมาณ ทองแดงในช ีอ ิ๊วท ี่ผล ิตในระต ั!เห ้อง1]ฎ ิบ ัต ิการโดยเคร ื่อง
Atom ic Absorption Spectrophotometer

ตัวอย่างชีอ ิ๊ว 324.8 เฉลี่ย ความเข้มข้น 
ทองแดง

ครั้งที' 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3
นาหมักจากระยะโมโรมิที่เติม 
สารละลายโปรติเอส 
100ยนิด/ลิตร
•โหลคอนโทรลที่มีการกวน 0.005 0.005 0.005 0.005 0.050
•โหลคอนโทรลที่ไม่รการกวน 0.024 0.024 0.023 0.023 0.230
•โหลทดลองมีการกวน 0.029 0.029 0.029 0.029 0.278
•โหลทดลองไม่มีการกวน
* J 0.031 0.032 0.031 0.031 0.295นำหมักจากระยะโมโรมัทสาร 

ผงโปรติเอส 100ยนิต/ลิตร 
•โหลคอนโทรลที่มีการกวน 
•โหลคอนโทรลท่ีไม่มีการกวน 0.005 0.005 0.005 0.005 0.052
•โหลทดลองมีการกวน 0.020 0.021 0.021 0.020 0.205
•โหลทดลองไม่มีการกวน 0.032 0.032 0.032 0.032 0.300
นํ๋าหมักจากระยะโมโรมิที่ผง 0.025 0.025 0.026 0.026 0.248
โปรติเอส 250ยนิต/ลิตร 
•โหลคอนโทรลที่มีการกวน 
•โหลคอนโทรลท่ีไม่มีการกวน 0.005 0.005 0.005 0.005 0.056
•โหลทดลองมีการกวน 0.017 0.017 0.017 0.017 0.176
•โหลทดลองไม่มีการกวน 0.024 0.025 0.025 0.025 0.240

0.018 0.018 0.018 0.018 0.181



ผ้ทดสอบ สิ'วอย่างซอว
2S0 405 569 Ô27 691 728 758

1 6 3 5 5 ๆ 5
ๆ1 5 3 4 5 4 > 5
3 5 3 4 5 4 5 5
4 2 ทุ 1 6 3 4 5
5 5 4 6 4 4 5 4
6 > 6 7 > 4 5 5
ๆ 5 6 7 5 4 5 >

ร > 3 5 3 4 4 >

9 > 3 3 4 4
10 5 6 4 6 6 6 6
11 5 3 5 ÿ 4 4 5
12 5 4 ทุ 4 4 4 4
13 3 6 ๆ 4 ๆ 1 >

14 4 5 4 5 5 5 >

15 4 4 7 4 4 4 4
16 4 5 4 5 > >

"
5

17 5 4 5 4 4 5 5
18 6 4 6 4 4 5 5

19 5 4 6 4 4 5 4
20 5 ■>

j 6 4 4 4 4

ดารางท ี ภร ผลการทดสอบทางประสาทส ัมผ ัส ความชอบส ีของผลดภ ัณฑ ์ชอ ิวชน ้ดต ่างๆราย
ละเอ ียดของรห ัสช ีอ ิ๊วปรากฎในหน้า 33



ผ้ทดลอบ ตัวอย่างชิอิ๊ว
280 405 569 627 691 "28 758

1 5 3 5 ริ ริ 5 5
9 5 3 6 4 5 5 ริ
3 5 3 6 4 3 5 5
4 3 6 7 4 2 1 5
5 5 4 6 4 4 4 4
6 3 7 6 4 4 5 5
*7 3 ๆ 6 4 4 y ริ
8 j 2 5 3 ริ 5 4
9 4 4 5 4 3 3 4

10 4 5 4 6 6 6 6
11 4 5 4 6 6 6 6
12 5 4 7 4 4 4 4
13 ท 7 1 6 3 4 ริ
14 4 4 5 5 > 5 ริ
15 4 4 5 5 5 5 5
16 4 4 5 5 5 •รน 5
17 ริ 4 5 4 4 4 4
18 4 3 5 4 4 4 4
19 5 4 6 4 4 4 4
20 5 3 7 4 4 4 4

ตารางท ี่ ภ4  ผลการทดสอบทางประสาทส ัมผ ัส ความชอบกล ิ่นของผลดภ ัณ ฑ ์ช ีอ ิวชน ิดต ่างๆ
รายละเอ ียดของรห ัสช ีอ ิ้วปรากฎในหน ้า 33



/
ผู้ทดลอบ ตวอยางซอว

2S0 405 569 627 691 728 "5S
1 5 3 4 ริ 5 ริ 5
2 5 5 ริ ริ 5 ๆ 5
3 5 3 4 5 4 5 4
4 1 5 4 7 3 6
5 5 4 5 6 5 ริ ริ
6 4 ■ริ 6 Ô 4 ริ ริ
7 4 'ริ Ô 6 4 5 5
8 4 4 5 4 3 4
9 ช3 2 5 3 5 5 4

10 4 4 4 6 6 6 6
11 1 ๆ 4 7 3 ๆ 6

12 5 4 4 4 4 4 4
13 1 5 4 7 3 2 6
14 3 4 jt 4 5 6
15 $ 4 6 6 6 6

16 3 4 ji 5 4 ริ 6
17 6 3 5 4 4 4 4
18 6 3 5 3 4 3 5
19 5 4 5 6 5 5 5
20 ร 3 5 4 4 4 4

ดารางท ี ภร ผลการทดสอบ,ทางประสาทส้มผ ั'ส ความชอบรสของผลิตภ ัณฑ ์ช ีอ ิ๊ๆชน ิดต่างๆ
รายละเอ ียดของรห ัสช ีอ ิวปรากฎในหน้า 33



ผู้ทดลอบ. ตัวถย่างซ๋ัอ๊ิว
280 405 569 627 691 728 758

1 6 3 7 5 5 5 5
ทุ 5 4 6 6 6 6 6
3 4 3 4 4 4 4 4
4 2 6 1 7 6 4 3
5 5 6 4 6 6 5 6
6 5 7 7 7 6 > 7
7 5 7 7 7 ทุ 6
8 5 4 4 4 4 4 5
9 5 3 4 3 4 4 $

10 6 4 4 6 6 6 6
11 2 6 1 ทุ ๐ 4 3
12 5 4 4 4 4 4 4
13 2 6 3 ทุ 4 4
14 4 5 5 5. 4 4
15 6 6 6 6 6 6 6
16 4 5 5 5 5 4 4
17 7 7 ทุ 7 7 7 7
18 6 4 6 4 4 5 5
19 5 6 4 6 6 6 6
20 $ 'ฯj 5 4 4 4 4

ตารางท ี่ ภ 6 ผลการทดสอบทางประสาทส ัมผ ัส ความชอบความใสของผล ิตภ ัณ ฑ ์ซ ีอ ิวชน ิด
ต ่างๆรายละเอ ียดของรห ัสช ีอ ิวปรากฎในหน ้า 33



ผทดลอบ ฅ็วอย่างชิอ่ํวข
1 J 

!
00 O 405 569 627 691 728 758

1 5 3 6 4 4 4 4
2 5 4 รุ 5 5 5 รุ
3 5 3 < 5 4 5 5
4 2 6 3 7 4 1 5
5 4 3 Ô 3 5 5
6 4 6 7 6 'รุ 5 4
7 4 6 7 4 4 4 4
ร 4 4 4 4 4 4 4
9 4 'ฯ3 5 3 4 4

10 รุ 4 4 6 6 6 6
11 ๆ 6 “เJ» 7 4 1 5
12 3 4 - 4 4 4 4
13 ๆ 6 1 7 6 4 3
14 4 4 4 5 5 5 5
15 4 รุ 6 6 6 6 6
16 . รุ « 5 5 5 รุ
17 6 6 6 6 6 6 6
1S 6 4 รุ 4 4 4 3
19 5 4 5 6 5 รุ ;
20 5 3 5 4 4 4 4

ตารางท ี ภ ?  ผลการทดสอบทางประสาทสัมผ ัส ความชอบรวมของผล ิดภ ัณฑ ์ช ีอ ิ๊วชน ิดต ่างๆ
รายละเอ ียดของรห ัสซ ีอ ิ๊วปรากฎในหน้า 33
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ภากผนวก ง

1. การวิm ราะห ์ปริมาณ ไนโตรเจนฑงหมดโดยวิธ ี K je ldah l

สารละลายที่ใช้ในการวิเคราะห์
คะดะลิสส์โปแดสเชยมซัณฟด 95 กรัมผสมกับคอปเปอร์ชัลเฟล 5 กรัม 
สารละลายโซเดียมไฮครอกไซด์ 40 เปอร์เซ็นต์โดยชั่ง โซเดียมคลอไรด์ 40 

กรัมละลายในนากลั่น 100 มิลลิลิตร
สารละลายกรดบอริก 4 เปอร์เซ็นต์เตรียมโดยชั่งกรดบอริก 4 กรัม ละลายใน 

นากลั่น 100 มิลลิลิตรความร้อนช่วยในการละลาย
สารละลายอินคิเคเดอร์ ชั่งเมธิลีนบลู 0.1 กรัมและเมธีณรด 0.2 กรัม ละลาย 

ในเอธานอล 95 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 150 มิลลิลิตร

ใช้ตัวอย่าง 1 มํลลิลิตร เตัมคะตะลิสส์ 7 กรัม และกรดชัลพู่ริดเข้มข้น 15 มํลลิลิตร ลง 
ไป นำไปลุ่นบนเตาหลุมจนไค้สารละลายสีเขียวใสทิ้งไว้ให้เย็นแล้วเดิมนากลั่น 50 มิลลิลิตร 
นำต ัวอย ่างไปกล ั่นด ้วยเคร ื่องกล ั่นโดยเด ิมสารละลายโซเด ียมคลอไรต ์ 40 เปอร์เซ ็นต์ 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร นำขวดรูปชมพู่ที่บรรจุ 4 เปอร์เซ็นต์กรดบอริค 100 มิลลิลิตร ซึ่งเดิม 
สารละลายอินดิเครเตอร์ 2-3 หยด มารองรับสารละลายที่กลั่นไค้จนกระทิ้งปริมาตรรวม 200 
มลลิล ิตร หรือสีของสารละลายเปลยนเป็นสีม่วง นำไปไตรเตรดกับสารละลายกรดไฮโดร 
คลอริคที่ทราบความเข้มข้นแน่นอนจนสารละลายเป็นสีเขียวใส คำนวณปริมาณไนโตรเจน 
จากสูตร

เปอร์เซ็นต์ไนโตรเจน = (A-B) x C x l.4
V

A = ปริมาตรกรดไฮโดรคลอริกที่ใช้ไดเตรดตัวอย่าง 
B = ปริมาตรกรดไฮโดรคลอริคที่1ใช้'ใดเตรตแบลงต์ 
C = ความเข้มข้นของกรดไฮโดรคลอริก 
V = ปริมาตรของตัวอย่างที่ใช้



2. การจำแนกแบกฑีเรียตามวิธีมาตรฐานที่ระบุใน Bergey ’ร M anual of Systematic 
Bacteriology แอะจำแนกชนิด Bacillus spp. ดามวิธฑระบุโดย Seenappa and  Kem pton 
(1981)

2.1 การคิคสีแกรม นำแบคทีเรียผสมนำกรองเขี่ยให้กระจายบนกระจกสไลด์ ท ิ้งให้ 
แห้ง ผ่านเปลวไฟ 2-3 ครั้ง ย้อมด้วยคริสตอลไวโอเลต 1 นาที ล้างนา หยดสารละลายแกรม 
ไอโอดีน 1 นาที ล้างนา ล้างด้วย 95% เอธานอล ล้างนาทันที ย้อมด้วยแกรมชาฟรานิน 
(safranin)l นาที ล้างนา ซับให้แห้ง ส่องด้วยกล้องชุลทรรศน์กำลังขยาย 1000 เท่า

2.2 การสร้างเอนไซม์คาตาเลส ใช้ถูปเขี่ยเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA + 5% โซเดียม 
คล อไรด ์กระจายบ น กระจกส ไลด ์ หยดสารละลายไฮโดรเจนเปอร'ออกไซด์!ฃ ้มฃ ้น 5 
เปอร์เซ ็นด์ ล้ามีฟองก๊าชเกิดขึ้นแสดงว่ามีเอนไชม์ดาดาเลส

2.3 การ,รีค ิวสไนเตรด เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในอาหารเหลวไนเตรดที, 0 และ 5%
โซเดียมคลอไรด์ บ่ม 24-48 ชั่วโมง ท่ี 37 องศาเซลเซียส ตรวจผลโดยใช้นายาทดสอบซึ่ง 
ประกอบด้วย สารละลายกรดซัลฟานิลิด (Sulfanilic acid) และสารละลายอัลฟาเนพธาลา 
มายน ์ (alpha-naphthylamine) อย่างละ 5 หยด ล้าสารละลายในหลอดทดลองกลายเป็นสีแดง 
แสดงว่าไนเตรดถ ูกร ีด ิวส ์เป ็นไนไดรด ์ ล้าสารละลายในหลอดไม่เปลี่ยนเป็นสีแดงนำไป 
ทดสอบต่อโดยเติมผงสังกะสีลงไปเล ็กน ้อย ล้าเกิดเป็นสีแดงแสดงว่าไนเตรตถูกรีคิวส์โดย 
ส ังกะส ี ด ังน ั้นแบคทีเร ียไม ่ได ้ใช ้ไนเดรดเป ็นแหล่งไนโตรเจน ล้าสารละลายในหลอด
ทดลองไม่เปลี่ยนเป็นสีแดงแสดงว่าไนเตรทถูกเปลี่ยนเป็นไนไดรด์

2.4 ความสามารถในการใช้นำตาล เลียงเชือลงในอาหาร phenol red broth base ที่มี 0 
และ 5 เปอร์เซ็นต์โซเดียมคลอไรด์ นั้าตาลที่ทดสอบได้แก่0.1 เปอร์เซ ็นต์ กถูโคส อราบิโนส 
ไซโลส แมนโนส กาแลคโดรท เมนนิทอล แลคโตส สังเกตการสร้างกรด ล้าแบคทีเรียใช้ 
นาตาลจะสร้างกรดซึ่งจะเปลี่ยนสีทีนอลเรดจากแดงเป็นเหลือง

2.5 ความสามารถในการใช้ชิเตรต เลี้ยงเชื้อเขี่ยและป้กครงในอาหารแข็ง Simmons 
Citrate Agar บ่มที่ 37°ซ เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง ล้าเชื้อใช้ชิเตรดได้จะเปลี่ยนสีบรอมไธม 
อลบลู จากสีเขียวเป็นสีนั้าเงิน และเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Koser Citrate Medium 
0,5% โซเดียมคลอไรด์ บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 24-48 ชั่วโมงแบคทีเรียที่สามารถใช้ชิเตรท 
ได้จะเจรีญทำให้อาหารเลี้ยงเชื้อชุ่น



2.6 การเจริญในสภาวะไร้ออกซิเจน (anaerobic agar) เลี้เยงเชื้อ1ในอาหาร TSA ทึ่ม 5 
% โซเดียมคลอไรด์ วางจานเพาะเชื้อในโหลบ่มเชื้อแบบไร้อากาศ (anaerobic jar) บ่มท่ี 37 
องศาเซลเซียส 24-48 ชั่วโมง แบคทีเรียที่สามารถเจริญได้คือแบคทีเรียพวก anaerobe

2.7 การย่อยเจลาดิน เลี้ยงเชื้อใน Nutrient Broth ทึ่มเจลาดิน 1% บ่มท่ี 37 องศา 
เซลเซียส 24-48 ชั่วโมงนำหลอดเลี้ยงเชื้อไป แช่ตู้เย็นช่องแช่แข็งเป็นเวลา 1 ชั่วโมง ถา 
แบคทีเรียย่อยเจลาดินได้อาหารจะไม่แข็ง

2.8 การใช้แป้งของแบคทีเรีย เลี้ยงโดยชุดเชื้อในอาหาร Nutrient- agar ท่ีมีแป้ง 1% 
เป็นส่วนประกอบ บ่มที' 24-48 ชั่วโมง เททับด้วยสารละลายไอโอดีน 15 นาที ถ้าแบคทีเรีย 
สามารถใช้แป้งได้จะเกควงใสรอบโลโลนี

2.9 การทดสอบ MR-VP
การทดสอบเมธิลเรด เลี้ยงเชื้อในอาหาร MR-VP เป็นเวลา 5 วัน ท่ี 37 องศาเซลเซียส 

หยดสารละลายเมธิลเรด 5 หยด สารละลายเปลี่ยนเป็นสีแดง แสดงว่าเป็นผลบวก
การทดสอบVoges Proskauer เลี้ยงแบคทีเรียในอาหาร MR-VP ท่ี 37 องศาเซลเซียส 

เวลา 24-48 ชั่วโมง หยด 10% โปแดณซียมไฮดรอกไซด์ 5หยด เขย่าดั้งทิ้งไว้ ถ้าเปลี่ยนเป็นสี 
เหลืองแสดงว่าเป็นผล VP บวก
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3.แบบลโอบลามความชอบผอิฅภ ัณฑ ์ช ีอ ิว

แบบสอบถาม Hedonic 7-Point Scale

ซื่อผู้ทดสaบ 
ว น ท _ี_______

ให้ผู้ทดสอบ?มตัวอย่าง ซีอ๊ิว ที่จัคไว้แล้วให้คะแนนตามระดับความชอบที่มีต่อผลิตภัณฑ์ ตาม 
คุณลักษณะต่าง  ๆ ในตารางโดยให้ระดับคะแนนเป็นตังนี้ 

ระดับคะแนน 7 ชอบมากที่สุด 
6 ชอบมาก 
5 ชอบ 
4 เฉยๆ 
3 ไม่ชอบ 
2 ไม,ชอบมาก 
1 ไม่ชอบมากที่สุด

ตัวอย่าง สิ กสิ'น รสชาติ ความใส ความชอบรวม
280
405
569
627
691
728
758

เมื่อพจารณาแล้ว ล้าระดับการให้คะแนนในตัวอย่างที่ท่านให้มีค่าตากว่า 4 กรุณาให้เหตุผลดัวย 
ว่าเพราะเหตุใด หรีอมีชอเสนอแนะอย่างไร ใบแด่ละตัวอย่าง

ข้อเลนอแนะ....................................................................................................................................
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