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พรศิริ ศรีณรงค์ : การพฒันาปริพนัธ์ทางชีวภาพเพื่อติดตามการเปลีย่นแปลงอณุหภมูิและเวลาใน
การสเตอริไลซ์น า้พริกแกง. (DEVELOPMENT OF BIOLOGICAL TIME-TEMPERATURE 
INTEGRATOR FOR STERILIZATION OF CHILI PASTE) อ. ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั : ผศ. 
ดร.จิรารัตน์ ทตัติยกลุ, อ. ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม : ผศ. ดร.ช่ืนจิต ประกิตชยัวฒันา,  121 หน้า.  

                งานวิจยันีศ้กึษาการพฒันาปริพนัธ์เวลาอณุหภมูิ (Time-Temperature Integrator; TTI) โดยใช้
เอนไซม์ α-amylase  ที่สร้างจาก B. licheniformis เพื่อใช้ยืนยนัสภาวะการฆา่เชือ้    สว่นแรกเป็น
การศกึษาจลนศาสตร์การถกูท าลายด้วยความร้อนของสปอร์ C. sporogenes  ในน า้พริกแกงในช่วง
อณุหภมูิ 93.0 ถึง 121.1 °C  ผลการทดลองพบวา่  decimal reduction time (D) ของสปอร์                 
C. sporogenes ในน า้พริกแกงที่อณุหภมูิ 93.0, 98.0, 105.7, 113.4 และ 121.1 °C มีคา่เทา่กบั 21.31, 
9.63, 5.00, 2.30 และ 1.75 นาทีตามล าดบั  และมีคา่ Z เทา่กบั 25.93 °C  จากนัน้ศกึษาจลนศาสตร์การ
ถกูท าลายด้วยความร้อนของเอนไซม์ α-amylase โดยแปรปริมาณแคลเซียมไอออนของเอนไซม์ 3 ระดบั
ได้แก่ 20, 70 และ 120 สว่นในล้านสว่น และคา่กิจกรรมของน า้ (water activit y; aw) 5 ระดบัได้แก่  0.826, 
0.782, 0.760, 0.716 และ 0.686 พบวา่เอนไซม์ที่มีปริมาณแคลเซียมไอออน 70 สว่นในล้านสว่น และมีคา่ 
aw  เทา่กบั 0.786 มีคา่ D121.1 °C  เทา่กบั 1.80 นาที และคา่ Z เทา่กบั 8.95 °C  ซึง่มีคา่ D121.1 °C  ใกล้เคียงกบั
สปอร์ของ C. sporogenes ในน า้พริกแกงมากที่สดุ   จากนัน้เลอืกเอนไซม์ที่สภาวะดงักลา่วเป็น TTI และ
เปรียบเทียบประสทิธิผลของการใช้ TTI ในการยืนยนัสภาวะการฆา่เชือ้  โดยการเปรียบเทียบคา่ F ของ
เอนไซม์ที่ค านวณได้จาก 2 วิธี ได้แก่ วิธีที่ 1 ค านวณจากข้อมลูอณุหภมูิและเวลาที่ได้รับความร้อนด้วยวิธี 
General method (Ft-T) กบัวิธีที่ 2 ค านวณจากกิจกรรมของเอนไซม์ที่ลดลงระหวา่งการให้ความร้อน  (FTTI) 
พบวา่คา่ FTTI มีความแตกตา่งจาก คา่ Ft-T  คิดเป็นร้อยละความคลาดเคลือ่นเฉลีย่ ได้เทา่กบั -4.88, -7.37 
และ -9.58 ในกระบวนการฆา่เชือ้ที่อณุหภมูิ 111.1, 115.1 และ 121.1 °C ตามล าดบั จากร้อยละความ
คลาดเคลือ่นเฉลีย่มีคา่ติดลบ หรือคา่ FTTI มีคา่ต ่ากวา่คา่  Ft-T เป็นสว่นใหญ่นัน้  แสดงให้เห็นวา่การใช้ TTI 
สามารถใช้ยืนยนัความปลอดภยัของกระบวนการฆา่เชือ้ได้   สว่นสดุท้ายเป็นการศกึษาการแทรกผา่นความ
ร้อนของผลติภณัฑ์น า้พริกแกงบรรจรีุทอร์ทเพาช์  โดยการให้ความร้อนท่ี 121.1 °C  จากกราฟ               
การแทรกผา่นของความร้อนได้คา่  fh เทา่กบั 6.22 นาที คา่ j เทา่กบั 1.00 และคา่ IT เทา่กบั 106.14 °C   
ซึง่สามารถน าไปท านายเวลาที่ต้องการในการฆา่เชือ้ตามวิธี formula เพื่อให้ได้คา่ F0 เทา่กบั 3 นาที ได้
เทา่กบั 12.03 นาที  เมื่อทดลองฆา่เชือ้ผลติภณัฑ์ที่อณุหภมูิ 121.1 °C พบวา่ใช้เวลาให้ความร้อน จริงเป็น
เวลา 8 นาที (% Difference = -33.5 %) 
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This research aimed to develop a Time-Temperature Integrator (TTI) from                    

B. licheniformis α-amylase enzyme to be used as a verification indicator for a sterilization 
process. Firstly, thermal death kinetics of C. sporogenes spores in chili paste between 93.0 to 
121.1 °C were studied.  It was found that the decimal reduction times (D) of C. sporogenes 
spores in chili paste were 21.31, 9.63, 5.00, 2.30 and 1.75 min at 93.0, 98.0, 105.7, 113.4 and 
121.1 °C, respectively, and the Z value was 25.93 °C.  The next part involved the determination of 
the effects of calcium ions and water activity (aw) on thermal degradation kinetics of                  
B. licheniformis α-amylase enzyme. The thermal degradation of B. licheniformis α-amylase was 
determined at various calcium ion contents (20, 70 and 120 ppm) and water activities (0.826, 
0.782, 0.760, 0.716 and 0.686). It was found that an appropriate concentration of calcium ion and 
reduced aw resulted in an increase in heat resistance of the enzyme.   At 70 ppm calcium ions 
and 0.786 aw, the enzyme had D121.1 °C and Z value of 1.80 minutes and 8.95 °C, respectively. The 
D121.1 °C obtained for B. licheniformis α-amylase enzyme was comparable to that of                   
C. sporogenes spores in chili paste. This enzyme was used as the TTI to investigate potential 
differences of process values. F values were determined from (1) the time-temperature profile by 
General method (Ft-T) and (2) the decrease in enzyme activity by heat (FTTI). It was found that the 
deviation percentage between FTTI and Ft-T were -4.88 -7.37 and -9.58 when sterilizing packaged 
chili paste at 111.1, 115.1 and 121.1 °C, respectively. Lower FTTI values as compared to Ft-T values 
confirmed that the TTI can be used as a verification indicator without overestimating the 
sterilization process. The last part involved the heat penetration study of chili paste in retort pouch 
at 121.1 °C. The heat penetration study yielded fh, j and IT were 6.22 minutes 1.00 and 106.14 °C, 
respectively. The predicted sterilization time to obtain F0 of 3 minutes at 121.1 °C was 12.03 
minutes. The verification experiment yielded 8 minutes sterilization time at 121.1 °C, which was 
equal to -33.5% difference when compared to the predicted time. 
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1 
บทที่ 1 

 
บทน า 

 
 น า้พริกแกงเป็นสว่นประกอบอาหารท่ีเป็นเอกลกัษณ์ของไทย มีองค์ประกอบหลายอยา่งทัง้
เคร่ืองเทศและสมนุไพรนานาชนิด  โดยทัว่ไปมกัผลิตขายวนัตอ่วนัเน่ืองจากกระบวนการผลิต     
น า้พริกแกงเป็นเพียงการน าสว่นผสมมาบดเข้าด้วยกนัเทา่นัน้ไมไ่ด้ผา่นกระบวนการถนอมอาหาร
ท าให้น า้พริกแกงมีอายกุารเก็บรักษาสัน้   การใช้เทคโนโลยีเฮอร์เดลิ เชน่ การลดกิจกรรมของน า้ 
การใช้สารกนัเสีย การปรับกรด สามารถถนอมน า้พริกแกงได้ แตไ่มเ่ป็นท่ีนิยมเน่ืองจากน า้พริกแกง
ท่ีได้มีรสชาตผิิดแปลกไปไมเ่ป็นท่ียอมรับของผู้บริโภค  ซึง่การน าน า้พริกแกงไปผา่นกระบวนการ
ฆา่เชือ้ด้วยความร้อนในรีทอร์ทเพาช์จะท าให้สามารถเก็บรักษาน า้พริกแกงได้นานขึน้โดยไมต้่อง
อาศยัสารเคมีถนอมอาหาร   ทัง้ยงัสามารถรักษากลิ่นรสของน า้พริกแกง  ท าให้ได้รับการยอมรับ
จากผู้บริโภคมากขึน้  จากการศกึษาเบือ้งต้นพบวา่น า้พริกแกงมีคา่กิจกรรมของน า้ประมาณ 0.93 
และมีคา่ความเป็นกรดดา่งมากกวา่ 4.6 จงึจดัอยูใ่นกลุม่อาหารท่ีมีความเป็นกรดต ่า หากต้องการ
ผลิตในรูปแบบบรรจใุนภาชนะบรรจปิุดสนิทเพ่ือการจ าหนา่ยเป็นระยะเวลานานและปลอดภยัตอ่
ผู้บริโภค จ าเป็นต้องผา่นกระบวนการถนอมอาหาร เชน่การใช้กระบวนการฆา่เชือ้ในระดบั 
commercial sterilization   การก าหนดสภาวะส าหรับการฆา่เชือ้  ต้องศกึษาความต้านทานความ
ร้อนของจลุินทรีย์เป้าหมาย  ศกึษาการแทรกผา่นความร้อนของผลิตภณัฑ์ในเคร่ืองฆา่เชือ้  และน า
ข้อมลูทัง้สองไปใช้ค านวณกรรมวิธีในการฆา่เชือ้ในทางทฤษฎี  หลงัจากนัน้จ าเป็นต้องยืนยนั
สภาวะท่ีค านวณได้ทางทฤษฎี  หรือยืนยนัวา่เวลาในการฆา่เชือ้ท่ีค านวณได้สามารถท าลายสปอร์
ของจลุินทรีย์ในระดบัท่ีต้องการ  แตเ่น่ืองจากน า้พริกแกงเป็นอาหารไทยท่ีมีเอกลกัษณ์เฉพาะตวั มี
เคร่ืองเทศท่ีใช้เป็นองค์ประกอบหลากหลายชนิด ซึง่เคร่ืองเทศเหลา่นีจ้ะมีน า้มนัหอมระเหยซึง่มี
สมบตัใินการยบัยัง้จลุินทรีย์ได้เป็นองค์ประกอบ ดงันัน้อาจสง่ผลให้จลุินทรีย์ท่ีมีในน า้พริกแกงมีคา่ 
Thermal Death Time (TDT) ตา่งไปจากคา่ท่ีมีรายงานไว้    จงึมีแนวคดิท่ีจะศกึษาจลนศาสตร์
การท าลายจลุินทรีย์ด้วยความร้อนในน า้พริกแกงเพ่ือใช้ในการค านวณหาสภาวะการฆา่เชือ้ใน
ระดบัท่ีเหมาะสม จากนัน้พฒันา Time-Temperature Integrator (TTI) โดยใช้เอนไซม์ให้มี
จลนศาสตร์การถกูท าลายด้วยความร้อนคล้ายคลงึกบัจลุินทรีย์ และใช้เอนไซม์ดงักลา่วตดิตาม
การเปล่ียนแปลงอณุหภมูิและเวลาเพื่อยืนยนัสภาวะในระหวา่งการฆา่เชือ้แทนสปอร์ของจลุินทรีย์
เป้าหมาย 
 



2 
บทที่ 2 

 
วารสารปริทศัน์ 

 
2.1 น า้พริกแกง 
 

น า้พริกแกงใช้ในการปรุงอาหารประเภทแกง โดยมีสว่นผสมของเคร่ืองเทศชนิดตา่งๆ 
ได้แก่ ขา่ ตะไคร้ ผิวมะกรูด กระเทียม  และพริกแห้ง เคร่ืองแกงไทยมีหลายชนิด เชน่ แกงเผ็ด     
แกงเลียง แกงส้ม แกงเขียวหวาน แกงพะแนง และแกงมสัมัน่ เป็นต้น   โดยเคร่ืองแกงแตล่ะชนิดจะ
มีปริมาณของสว่นประกอบแตกตา่งกนัแตว่ิธีการเตรียมเหมือนกนั (กรรณิการ์ พรมเสาร์ และนนัทา 
เบญจศลิารักษ์, 2542)   การผลิตน า้พริกแกงจะน าเคร่ืองเทศท่ีเป็นสว่นประกอบของน า้พริกแกง
มาโขลกรวมกนัจนแหลกละเอียด น า้มนัหอมระเหยจากเคร่ืองเทศท่ีเป็นสว่นประกอบจะสง่กลิ่น
หอมเป็นเอกลกัษณ์เฉพาะตวัตามชนิดของน า้พริกแกงนัน้ๆ (สมุณฑา วฒันสินธุ์  และคณะ, 2543; 
กรรณิการ์ พรมเสาร์ และนนัทา เบญจศลิารักษ์, 2542)   
 สว่นประกอบท่ีส าคญัของน า้พริกแกงได้แก่ พริกแห้ง หอมแดง กระเทียม ตะไคร้            
ผิวมะกรูด ขา่ ลกูผกัชี และย่ีหร่า บดผสมให้เข้ากนั อาจมีสว่นประกอบอ่ืน เชน่ กะปิ น า้ตาล 
น า้ปลา เกลือ และอาจผสมกบักะทิหรือน า้มนับริโภค (มาตรฐานผลิตภณัฑ์อตุสาหกรรม, 2548)   
น า้พริกแกงใช้ในการเตรียมอาหารไทยประเภทแกงเผ็ดและยงัสามารถน าไปปรุงเป็นอาหารได้อีก
หลายประเภท เชน่ แกงป่า ผดัเผ็ด และหอ่หมก เป็นต้น (กรรณิการ์ พรมเสาร์ และนนัทา เบญจ
ศลิารักษ์, 2542) ท าให้น า้พริกแกงได้รับความนิยมจากผู้บริโภคเป็นอยา่งมาก    
 คณุลกัษณะท่ีต้องการของน า้พริกแกง คือ สีและกลิ่นต้องเป็นไปตามธรรมชาตขิอง
สว่นประกอบท่ีใช้ ปราศจากสีและกลิ่นท่ีไมพ่งึประสงค์ เชน่ กลิ่นอบั กลิ่นหืน ต้องไมพ่บสิ่ง
แปลกปลอมท่ีไมใ่ชส่ว่นประกอบท่ีใช้ เชน่ เส้นผม ขนสตัว์ ดนิ ทราย กรวด ปนอยูใ่นน า้พริกแกง  
ในกรณีท่ีมีพริกแห้งเป็นสว่นประกอบอาจจะมีสาร Aflatoxin ปนเปือ้นได้ ซึง่ต้องมีปริมาณไมเ่กิน 
20 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม และอนญุาตให้ใช้วตัถเุจือปนอาหารได้ตามชนิดและปริมาณตาม
ก าหนดโดยมีเบนโซอิกหรือเกลือของกรดเบนโซอิก (ค านวณเป็นกรดเบนโซอิก) ไมเ่กิน 1,000 
มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม และกรดซอร์บกิหรือเกลือของกรดซอร์บกิ (ค านวณเป็นกรดซอร์บกิ) ไมเ่กิน 
1,000 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม (มาตรฐานผลิตภณัฑ์อตุสาหกรรม, 2548)   
 
  



3 
2.1.1  สารท่ีมีสมบตัยิบัยัง้จลุินทรีย์ในเคร่ืองเทศ 
 

  สารสกดัจากเคร่ืองเทศเป็นสารผสมระหวา่งเรซิน (resin) กบักมั (gum) พบใน
โครงสร้างของพืชบางชนิด เชน่ พืชในตระกลู Zingiberaceae, Orchidaceae, Myristaceae, 
Lauraceae, Umbelliferae และ Compositae เป็นต้น   สารท่ีพืชเหลา่นีห้ลัง่ออกมาเป็นสารท่ีมี
ความส าคญัและมาจากธรรมชาตซิึง่ไมเ่ป็นอนัตรายตอ่ร่างกาย (Hardman, 1972)  ส าหรับ
เคร่ืองเทศท่ีใช้เป็นองค์ประกอบของน า้พริกแกงจะมีน า้มนัหอมระเหยซึง่มีสมบตัใินการยบัยัง้
จลุินทรีย์ได้  ดงัแสดงในตารางท่ี 2.1 
 
ตารางท่ี 2.1 สารส าคญัท่ีมีสมบตัยิบัยัง้จลุินทรีย์ของเคร่ืองเทศตา่งๆ 
 
เคร่ืองเทศ ช่ือวิทยาศาสตร์ สารประกอบส าคญั จลุินทรีย์ท่ีถกูยบัยัง้ 

พริก Capsicum annuum Linn. Capsaicin แบคทีเรีย 
กระเทียม Allium sativum Linn. Allicin, Dially trisulfide แบคทีเรีย ยีสต์และรา 
หวัหอมแดง Allium ascalonicum Linn. Methylpropyl disulfide 

Dipropyl trisulfide 
Allyl propyl disulfide 

แบคทีเรีย และรา 

มะกรูด Citrus hystrix D.C. Beta-pinene 
Limonene 
Sabinene 

แบคทีเรีย และรา 

ตะไคร้ Cymbopogon citratus 
Stapf. 

Citral 
Linalool 
Myrcene 
Eugenol 
Geraniol 

แบคทีเรีย ยีสต์และรา 

ขา่ Alpinia nigra (Gaertn.) 
B.L. Burtt 

Cineol 
Eugenol 
Methyl cinnamate 

แบคทีเรีย ยีสต์และรา 

ท่ีมา : บญัญตั ิศรีสขุงาม (2527); สมศรี เจริญเกียรตกิลุ (2545) 
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Kim, Marshall และ Wei (1995) ทดลองใช้สาร 11 ชนิดจากน า้มนัหอมระเหยท่ี

ผลิตออกมาจ าหนา่ยในเชิงพาณิชย์  เพ่ือยบัยัง้แบคทีเรียท่ีท าให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ 5 ชนิดคือ 
E. coli, E. coli O157:H7, Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes และ     
Vibrio vulnificus  โดยทดลองท่ีความเข้มข้นของสารจากน า้มนัหอมระเหยร้อยละ 5, 10, 15 และ 
20  ในทวีน 20 (TWEEN20) เข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยวิธี paper disc method พบวา่ V. vulnificus  
เป็นแบคทีเรียท่ีไวมากท่ีสดุตอ่การยบัยัง้โดยสว่นประกอบของน า้มนัหอมระเหยในเคร่ืองเทศท่ี
น ามาศกึษา  โดยท่ีสารจากน า้มนัหอมระเหยท่ีมีช่ือวา่ Carvacrol มีฤทธ์ิท าลายแบคทีเรีย 5 ชนิดท่ี
ใช้ทดสอบ  แตร่ะดบัต ่าสดุท่ีแสดงผลการท าลาย S. Typhimurium และ V. vulnificus ในอาหาร
เลีย้งเชือ้เหลว (MBC) อยูท่ี่ความเข้มข้น 250 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ส าหรับสาร Citral (เป็นสาร
หนึง่ท่ีสกดัได้จากตะไคร้) และสาร Perillaldehyde สามารถท าลาย  V. vulnificus ได้ท่ีระดบั MBC 
เทา่กบั 100 และ 25 0 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร  ตามล าดบั   สว่นสาร Citral Geraniol (พบในน า้มนั
หอมระเหยจากตะไคร้) และสาร Perillaldehyde สามารถท าลาย E. coli, E. coli O157:H7 และ 
S. Typhimurium ได้อยา่งสมบรูณ์ท่ี MBC เทา่กบั 500 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร และสาร Citronella 
(พบในน า้มนัหอมระเหยจากมะกรูด) เข้มข้น 250 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร  สามารถท าลาย           
V. vulnificus ได้  แตท่ี่ความเข้มข้นระดบันีไ้มส่ามารถท าลายจลุินทรีย์ท่ีก่อให้เกิดโรคอาหารเป็น
พิษอ่ืนๆท่ีน ามาทดสอบ  จากการศกึษา  พบวา่องค์ประกอบของน า้มนัหอมระเหยจากเคร่ืองเทศมี
ศกัยภาพในการน ามาใช้ป้องกนัการเกิดโรคอาหารเป็นพิษในอาหารแปรรูป  เน่ืองจากสารเหลา่นี ้
อยูใ่นหมวด GRAS (Generally Recognized As Safe) ซึง่องค์การอาหารและยาสหรัฐอนญุาตให้
ใช้ในอาหารได้ 

Cellini และคณะ (1996) ศกึษาสมบตัขิองสารสกดัจากกระเทียมสด 2 ชนิด ใน
การยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรียท่ีท าให้เกิดโรคกระเพาะอาหาร คือ Helicobacter pylori ท่ีแยก
ได้จากคนไข้ซึง่เป็นโรคกระเพาะอาหารจ านวน  16 isolate  และ H. pylori ท่ีเป็นสายพนัธุ์อ้างอิง  
(reference) อีก 3 สายพนัธุ์  พบวา่สารสกดัจากกระเทียมทัง้ 2 ชนิดท่ีความเข้มข้นระหวา่ง 2 ถึง 5 
มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตรสามารถต้านการเจริญของแบคทีเรียท่ีศกึษาได้  แตร่ะดบัความเข้มข้นต ่าสดุ
ท่ีสามารถยบัยัง้แบคทีเรียนีไ้ด้ร้อยละ 90 หรือ 1 log cycle  (Minimal Inhibitory Concentration, 
MIC) อยูท่ี่ 5 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร   สว่นระดบัความเข้มข้นต ่าสดุท่ีสามารถฆา่แบคทีเรียนี ้
(Minimal Bactericidal Concentration, MBC) มีคา่เป็น 2 เทา่ของความเข้มข้นท่ีระดบั MIC เม่ือ
น าสารสกดัจากกระเทียมสดไปผา่นความร้อนแล้ว พบวา่ประสิทธิภาพการยบัยัง้  H. pylori ลดลง
เหลือร้อยละ 50 และ 25 ของคา่ตัง้ต้นตามล าดบั 

Jone, Shabib และ Sherman (1997) ศกึษาความสามารถของสารออกฤทธ์ิใน
พริก คือ แคปซยัซิน (capsaicin) ในการยบัยัง้แบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตทุ าให้เกิดโรคกระเพาะอาหาร    
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พบวา่สารแคปซยัซินท่ีมีความเข้มข้นมากกวา่ 10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร สามารถยบัยัง้ H. pylori 
ได้ แตไ่มส่ามารถยบัยัง้ E. coli สายพนัธุ์ท่ีพบในร่างกายมนษุย์ สรุปได้วา่สารแคปซยัซินในพริก
อาจมีผลป้องกนัการเกิดโรคกระเพาะอาหารท่ีมีสาเหตมุาจาก H. pylori  

สมุณฑา วฒันสินธุ์, สายศริิ ศลิป์วฒุิ และมยรุา วงศ์ย่ีหวา่ (2543) ศกึษาสมบตัิ
ของสารสกดัจากเคร่ืองเทศสดท่ีเป็นสว่นประกอบของน า้พริกแกงในการยบัยัง้แบคทีเรียบางชนิด  
พบวา่สารสกดั (crude extract) จากผิวมะกรูดและขา่มี  MIC ส าหรับการยบัยัง้การเจริญของ
แบคทีเรีย Staphylococcus aureus เทา่กบั 10 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร นอกจากนี ้สารสกดั จากผิว
มะกรูดท่ีระดบัความเข้มข้นเดียวกนันีย้งัสามารถยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกท่ีท าให้
เกิดโรคอาหารเป็นพิษ คือ Listeria monocytogenes ได้  สว่นสารสกดัจากขา่แสดงผลการยบัยัง้
แบคทีเรียแกรมบวกชนิดนีช้ดัเจน  โดยต้องใช้ความเข้มข้นเพิ่มเป็นสองเทา่คือ 20 มิลลิกรัมตอ่
มิลลิลิตร แตส่ารสกดัจากขา่และผิวมะกรูดท่ีระดบัความเข้มข้นท่ีศกึษาทัง้สามระดบัไมแ่สดงผล
ยบัยัง้แบคทีเรีย E. coli และปรากฏวา่สารสกดัจากกระเทียมและตะไคร้ท่ีระดบัความเข้มข้นทัง้
สามระดบัท่ีศกึษา ไมแ่สดงผลยบัยัง้แบคทีเรียทัง้สามชนิดท่ีใช้ทดสอบอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ
(p ≤ 0.05) 
 
2.2  การสเตอริไลซ์ (Sterilization) 
 

การสเตอริไลซ์เป็นการใช้อณุหภมูิ 100 °C หรือสงูกวา่ เพ่ือท าลายจลุินทรีย์รวมทัง้สปอร์
ของจลุินทรีย์ทกุชนิด  ท าให้สามารถเก็บรักษาอาหารไว้ได้นานท่ีอณุหภมูิห้อง (อญัชลี ศริิโชต,ิ 
2531) 

 
2.2.1 การสเตอริไลซ์อาหารท่ีเป็นกรดต ่า 

 
การใช้ความร้อนในการถนอมอาหารเป็นการลดปริมาณจลุินทรีย์ท่ีมีชีวิตหรือ

สปอร์ของจลุินทรีย์ท่ีสามารถผลิตสารพิษในอาหารหรือท าให้อาหารนัน้เนา่เสีย  จลุินทรีย์ท่ีมีอยูใ่น
อาหารท่ีเป็นกรดและอาหารท่ีเป็นกรดสงูทนความร้อนได้ไมเ่ทา่กบัจลุินทรีย์และสปอร์ของจลุินทรีย์
ท่ีมีอยูใ่นอาหารท่ีเป็นกรดต ่า  ดงันัน้ อาหารท่ีเป็นกรดต ่าจงึต้องการความร้อนในการฆา่เชือ้
มากกวา่อาหารท่ีเป็นกรดและอาหารท่ีเป็นกรดสงูหากต้องการเก็บรักษาเป็นระยะเวลานาน  ใน
ด้านความปลอดภยัส าหรับการให้ความร้อนอาหารท่ีมีความเป็นกรดต ่า จะต้องให้ความร้อนจน
มัน่ใจได้วา่สามารถท าลายสปอร์ของ C. botulinum ได้ในระดบั 12D 
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 ในการฆา่เชือ้อาหารท่ีมีความเป็นกรดดา่งสงูกวา่ 4.6   จะต้องค านงึถึงจลุินทรีย์ท่ี

เก่ียวข้องหลายชนิด ชนิดท่ีส าคญัท่ีสดุ คือจลุินทรีย์ท่ีสามารถผลิตสารพิษท่ีท าอนัตรายตอ่ระบบ
ประสาท เชน่ C. botulinum ซึง่มีสปอร์ท่ีทนความร้อนได้สงู และเจริญได้ในสภาวะท่ีไมมี่อากาศใน
ภาชนะบรรจปิุดสนิท กลา่วคือหากมีสปอร์ของ  C. botulinum หลงเหลืออยูห่ลงัการให้ความร้อน 
สปอร์จะงอกเป็น vegetative cell และผลิตสารพิษในอาหาร ด้วยเหตนีุเ้องในการฆา่เชือ้อาหาร
พวกท่ีมีความเป็นกรดต ่าจะเน้นการท าลายสปอร์ของ C. botulinum 

ในการผลิตผลิตภณัฑ์อาหารในภาชนะบรรจแุบบปิดสนิทท่ีผา่นการฆา่เชือ้โดยใช้
ความร้อน โดยการฆา่เชือ้อาหารพร้อมภาชนะบรรจโุดยใช้ความร้อนสงู  ภาชนะท่ีใช้บรรจตุ้องเป็น
บรรจภุณัฑ์ท่ีสามารถทนตอ่ความร้อนและความดนัสงู ไมเ่ปล่ียนแปลงสภาพระหวา่งการฆา่เชือ้  
สามารถเก็บรักษาได้เป็นเวลานานโดยคณุภาพของอาหารไมเ่ปล่ียนแปลง  และบรรจภุณัฑ์ต้องปิด
สนิทไมร่ั่วหรือปริแตกอนัจะเป็นชอ่งทางให้จลุินทรีย์ตา่งๆ จากภายนอกเข้าสูภ่าชนะบรรจ ุเป็น
สาเหตใุห้อาหารเสียได้ อาหารท่ีผา่นการฆา่เชือ้ด้วยความร้อนจะต้องสามารถเก็บไว้ได้ท่ี
อณุหภมูิห้องโดยไมเ่กิดการเส่ือมเสีย   

 
2.2.2 การสเตอริไลซ์ทางการค้า (Commercial sterilization) 

 
การสเตอริไลซ์ทางการค้า หมายถึงการให้ความร้อนในกระบวนการแปรรูปอาหาร

ท่ีสามารถท าลายเซลล์และสปอร์ของ C. botulinum จลุินทรีย์ท่ีก่อโรค จลุินทรีย์ท่ีสร้างสารพิษ 
จลุินทรีย์ท่ีสร้างสปอร์ซึง่ทนความร้อน รวมถึงจลุินทรีย์ซึง่ก่อให้เกิดการเส่ือมเสียของอาหารภายใต้
สภาวะการเก็บรักษาท่ีอณุหภมูิห้อง โดยการฆา่เชือ้อาหารท่ีเป็นกรดต ่าในอตุสาหกรรมนัน้ จะ
ก าหนดให้ฆา่เชือ้ในระดบัการสเตอริไลซ์ทางการค้าเพ่ือลดการสญูเสียทางเศรษฐกิจและปลอดภยั
ส าหรับผู้บริโภค   เน่ืองจากกระบวนการผลิตอาหารในภาชนะบรรจแุบบปิดสนิทนัน้ไมส่ามารถ   
ฆา่เชือ้อาหารให้ปราศจากจลุินทรีย์ได้ตามหลกัการสเตอริไลซ์เพราะต้องใช้ปริมาณความร้อนสงู
หรือใช้เวลาในการฆา่เชือ้นานมาก ซึง่จะท าให้อาหารสญูเสียคณุภาพ (Doyle, Beuchat และ 
Montville, 1997)   จงึต้องใช้กระบวนการฆา่เชือ้ทางการค้าหรืออาจเรียกวา่เป็นการฆา่เชือ้แบบ 
12D concept ซึง่เป็นกระบวนการท่ีให้ความร้อนอยา่งเพียงพอเพ่ือลดจ านวนสปอร์ลง 12 D (D-
value หรือ Decimal reduction time หมายถึง ระยะเวลาเป็นนาทีท่ีใช้ในการท าลายหรือลด
จ านวนแบคทีเรียลงร้อยละ 90 หรือ 1 log cycle reduction จากแบคทีเรียตัง้ต้นภายใต้อณุหภมูิท่ี
ก าหนด) โดยหากมีสปอร์ตัง้ต้นในอาหารเทา่กบั 1012 สปอร์ หลงัการฆา่เชือ้ทางการค้าแล้วจะ
เหลือสปอร์อยูเ่พียง  100 สปอร์  โดยทัว่ไปจะใช้ 12D-process ในอาหารท่ีเป็นกรดต ่าเพ่ือท าลาย
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สปอร์ของ C. botulinum ซึง่มีความทนทานตอ่ความร้อนสงูและเป็นจลุินทรีย์ท่ีสามารถสร้าง
สารพิษท่ีเป็นอนัตรายตอ่ผู้บริโภคได้ (Ray, 2001)   

 
2.2.3 การก าหนดกรรมวิธีการฆา่เชือ้ด้วยความร้อน (Process establishment) 

 
ในการผลิตอาหารในภาชนะบรรจแุบบปิดสนิทชนิดใหมจ่ าเป็นต้องมีการก าหนด

กรรมวิธีการฆา่เชือ้ด้วยความร้อนก่อนเสมอเพ่ือท่ีจะมัน่ใจได้วา่อาหารท่ีผลิตนัน้มีความปลอดภยั
จากจลุินทรีย์ท่ีทนความร้อนและสารพิษซึง่เป็นอนัตรายตอ่ผู้บริโภค การก าหนดกรรมวิธีการฆา่เชือ้
ด้วยความร้อนนัน้สามารถท าได้ตามรูปท่ี 2.1 โดยจะต้องทราบข้อมลูการแทรกผา่นความร้อนของ
อาหารชนิดนัน้ๆ และข้อมลูการต้านทานความร้อนของจลุินทรีย์ 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.1 ขัน้ตอนการก าหนดกรรมวิธีการฆา่เชือ้ด้วยความร้อนของอาหารในภาชนะบรรจแุบบ 
ปิดสนิท 

 
2.2.3.1 การกระจายความร้อนในหม้อนึง่ฆา่เชือ้ (Heat distribution) 

 
ก่อนการศกึษาการแทรกผา่นความร้อนมีความจ าเป็นต้องศกึษาการ

กระจายความร้อนภายในหม้อนึง่ฆา่เชือ้ เพ่ือหาต าแหนง่ในหม้อนึง่ฆา่เชือ้ท่ีได้รับความร้อนช้าท่ีสดุ 
เพ่ือใช้เป็นต าแหนง่อ้างอิงในการศกึษาการแทรกผา่นความร้อนตอ่ไป 

การศกึษาการกระจายความร้อนในหม้อนึง่ฆา่เชือ้เป็นขัน้ตอนหนึง่ท่ีมี
ความส าคญัในการศกึษาอณุหภมูิและเวลาท่ีเหมาะสมในการฆา่เชือ้  ทัง้นีเ้น่ืองจากใน            

การแทรกผา่นความร้อน 
(Heat Penetration) 

การต้านทานความร้อนของ
จลุินทรีย์ (Heat Resistance) 

กรรมวิธีการฆา่เชือ้ในทางทฤษฎี 
(Theoretical Process) 

(Heat Penetration) 

ทดสอบความมัน่ใจ 
(Confirmation by Inoculate Pack) 
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หม้อนึง่ฆา่เชือ้หนึง่ๆ การกระจายความร้อนไมส่ม ่าเสมอเทา่กนัทกุจดุ  ภาชนะท่ีอยูใ่กล้กบัจดุ
ปลอ่ยไอน า้จะได้รับความร้อนจากไอน า้เร็วกวา่ภาชนะท่ีอยูต่ าแหนง่อ่ืน สว่นภาชนะท่ีอยูไ่กลจาก
จดุปลอ่ยไอน า้หรืออยูต่รงต าแหนง่ท่ีไอน า้แทรกผา่นเข้าไปถึงได้ช้า  การกระจายความร้อนสู่
ภาชนะก็เกิดขึน้ช้าตามไปด้วย  เม่ือเร่ิมปลอ่ยไอน า้ ภาชนะท่ีวางในต าแหนง่ท่ีตา่งกนัในหม้อนึง่  
ฆา่เชือ้จะมีอณุหภมูิภายในภาชนะแตล่ะภาชนะไมเ่ทา่กนั  เน่ืองจากการกระจายความร้อนท่ี
แตกตา่งกนั  ความแตกตา่งนีเ้องเป็นจดุส าคญัในการหาเวลาและอณุหภมูิท่ีเหมาะสมในการฆา่
เชือ้  ซึง่จะให้ต าแหนง่ของภาชนะท่ีความร้อนกระจายไปถึงช้าท่ีสดุ หรือต าแหนง่ท่ีอณุหภมูิของ
ภาชนะมีอณุหภมูิขึน้ช้ากวา่ภาชนะท่ีวางในต าแหนง่อ่ืนๆ เป็นต าแหนง่อ้างอิง  เพราะถ้าใช้
อณุหภมูิและเวลาท่ีท าให้ภาชนะท่ีความร้อนกระจายไปถึงช้าสดุอยูใ่นสภาพปลอดเชือ้ได้ ภาชนะ
อ่ืนๆ ท่ีความร้อนกระจายไปถึงได้เร็วกวา่ก็ยอ่มได้รับความร้อนเพียงพอท่ีจะท าลายสปอร์ของ
จลุินทรีย์ได้ 

 
2.2.3.2 การแทรกผา่นของความร้อน (Heat penetration)  

 
ในการก าหนดการฆา่เชือ้ผลิตภณัฑ์ในภาชนะปิดสนิทต้องศกึษาข้อมลู

อตัราการแทรกผา่นความร้อนเข้าสูจ่ดุร้อนช้าท่ีสดุของผลิตภณัฑ์ (Slowest heating point หรือ 
Cold point) ขณะท่ีอาหารได้รับการถ่ายเทความร้อนในระหวา่งการฆา่เชือ้จะมีลกัษณะการถ่ายเท
ความร้อน 3 แบบ ซึง่ขึน้อยูก่บัสมบตัทิางกายภาพของอาหาร คือ  

 
2.2.3.2.1 การน าความร้อน (Conductive heating)  

ความร้อนจะถกูถ่ายโอนในทกุทิศทางผา่นผนงัภาชนะ
บรรจแุล้วผา่นโมเลกลุของอาหารท่ีไมเ่คล่ือนท่ี จดุร้อนช้าจะอยูก่ึ่งกลางของภาชนะ  อาหารท่ีมีการ
ถ่ายเทความร้อนแบบดงักลา่ว ได้แก่ อาหารเนือ้ อาหารข้นหนืดมาก และอาหารท่ีบรรจแุนน่ 

 
2.2.3.2.2 การพาความร้อน (Convective heating)  

ความร้อนจะถกูถ่ายโอนโดยท่ีโมเลกลุของอาหาร
เคล่ือนท่ีไปด้วย  เม่ือได้รับความร้อนสว่นท่ีเป็นของเหลวจะได้รับความร้อนก่อนท าให้ความ
หนาแนน่น้อยลง จงึเคล่ือนท่ีขึน้ด้านบน  ในขณะท่ีของเหลวท่ีอณุหภมูิต ่ากวา่ มีความหนาแนน่
มากกวา่ จะเคล่ือนท่ีลงด้านลา่ง ท าให้เกิดการหมนุเวียนของอาหารภายในกระป๋อง จดุร้อนช้าจะ
อยูท่ี่ต าแหนง่ประมาณ ¾ นิว้จากด้านลา่ง 
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2.2.3.2.3 การถ่ายเทความร้อนแบบผสม (Complex heating)  

เกิดจากการถ่ายเทความร้อนทัง้ 2 ชนิดรวมกนัคือ ทัง้
การน าความร้อนและการพาความร้อน  ในชว่งแรกจะเป็นการถ่ายโอนความร้อนแบบพา และเม่ือ
ให้ความร้อนตอ่ไปอาหารมีความข้นหนืดมากขึน้  การถ่ายโอนความร้อนจะเปล่ียนเป็นแบบการน า  
จดุร้อนช้าอยูร่ะหวา่งจดุร้อนช้าของอาหารท่ีมีการถ่ายโอนความร้อนแบบการน าและการพา  มกั
เป็นอาหารท่ีมีลกัษณะข้นหนืด  ได้แก่  อาหารท่ีผสมสารท่ีท าให้ข้นหนืด 

 
2.2.3.3 การต้านทานความร้อนของจลุินทรีย์  

 
 ในการก าหนดอณุหภมูิและเวลาในการฆา่เชือ้อาหารนัน้  จ าเป็นต้อง

ทราบความต้านทานความร้อนของจลุินทรีย์ (Heat resistance)  ซึง่หมายถึงปริมาณความร้อน
สงูสดุคดิเป็นเวลาท่ีจลุินทรีย์นัน้จะทนอยูไ่ด้ท่ีอณุหภมูิตา่งๆ  โดยจลุินทรีย์ท่ีมีความส าคญัท่ีสดุท่ี
น ามาใช้เป็นมาตรฐานขัน้ต ่าท่ีท าให้อาหารท่ีมีความเป็นกรดต ่ามีความปลอดภยัคือ C. botulinum 
นอกจากนี ้หากต้องการเก็บรักษาอาหารท่ีผา่นการฆา่เชือ้ได้นานท่ีอณุหภมูิสงู จ าเป็นต้องทราบ
ความต้านทานความร้อนของจลุินทรีย์ท่ีเจริญได้ท่ีอณุหภมูิสงูและทนความร้อนสงู  เชน่ Bacillus 
stearothermophilus ซึง่ท าให้เกิดการเนา่เสียแบบ flat sour    

คา่ D ของ C. botulinum มีคา่อยูใ่นชว่ง 0.1 ถึง 0.2 นาที แตอ่ยา่งไรก็
ตามการใช้คา่ D ของสปอร์  C. botulinum ในการก าหนดภาวะการฆา่เชือ้ต้องใช้อยา่งระมดัระวงั  
เน่ืองจากคา่ D ของสปอร์  C. botulinum ท่ีอยูใ่นฟอสเฟตบฟัเฟอร์และในอาหารแตล่ะชนิดอาจ
แตกตา่งกนัไป  จงึจ าเป็นต้องศกึษาคา่ D ของแตล่ะผลิตภณัฑ์   Ocio และคณะ (1994) รายงาน
วา่ความสามารถในการทนความร้อนของสปอร์ C. botulinum ในอาหารท่ีมีลกัษณะทางกายภาพ
และองค์ประกอบทางเคมีของอาหารแตกตา่งกนั เชน่ องค์ประกอบในอาหาร โดยเฉพาะปริมาณ
คาร์โบไฮเดรต โปรตีน ไขมนั และตวัท าละลาย โดยจลุินทรีย์โดยทัว่ไปจะทนตอ่ความร้อนได้มาก
ขึน้เม่ืออาหารมีปริมาณองค์ประกอบดงักลา่วอยูส่งูเน่ืองจากองค์ประกอบเหลา่นีจ้ะมีผลชว่ย
ป้องกนัจลุินทรีย์จากความร้อน    ความทนความร้อนของจลุินทรีย์จะลดลงเม่ืออาหารมีความชืน้
หรือ water activity (aw) สงู  เน่ืองจากน า้ในอาหารสามารถแพร่ผา่น membrane ของสปอร์เข้าไป
ยงัสว่น core ของสปอร์ได้  หากปริมาณน า้ภายในสปอร์เพิ่มขึน้น า้จะจบักบั small acid soluble 
protein แทน DNA ของสปอร์  ท าให้ DNA ของสปอร์ถกูท าลายด้วยความร้อนได้ง่ายขึน้    ความ
เป็นกรดดา่งของอาหาร  (pH) จลุินทรีย์จะทนความร้อนได้มากท่ีสดุเม่ืออาหารมี  pH ท่ีเหมาะสม 
(โดยทัว่ไปประมาณ 7) แตเ่ม่ือลดหรือเพิ่ม  pH จะท าให้จลุินทรีย์ไวตอ่ความร้อนมากขึน้ เพราะถ้า
มีสภาวะเป็นกรด  จะมีประจบุวกมาก ประจท่ีุเหมือนกนัของ diaminopimelic acid ก็จะท าให้
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โครงสร้างของ spore cortex ผลกักนั จงึสง่ผลให้ความทนตอ่ความร้อนของสปอร์ลดลง   ซึง่เป็น
ผลดีตอ่กระบวนการให้ความร้อนของอาหารท่ีมีความเป็นกรดสงูจะท าให้ลดเวลาการให้ความร้อน
ลงได้ และ antimicrobial ซึง่ไมถ่กูยบัยัง้ด้วยความร้อนจะสง่ผลให้จ านวนจลุินทรีย์ลดลงอยา่ง
รวดเร็ว 

เน่ืองจาก C. botulinum เป็นจลุินทรีย์ท่ีสามารถสร้างสารพิษได้และ
สารพิษมีอนัตรายมาก   ในงานวิจยัสว่นมากจงึนิยมศกึษาการท าลาย  C. sporogenes ด้วยความ
ร้อนแทน C. botulinum   เน่ืองจาก  C. sporogenes  มีลกัษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี
เหมือนกบั Proteolytic C. botulinum ยกเว้นการสร้างสารพิษ จงึปลอดภยัตอ่ผู้ทดลอง  (O’ Leary, 
1989)  รวมถึงจลนศาสตร์การท าลายสปอร์ของ C. sporogenes ด้วยความร้อนเพ่ือใช้ก าหนด 
เวลาในการให้ความร้อนแก่อาหารใกล้เคียงกบั C. botulinum  โดยสปอร์ของ  C. sporogenes ใน
เนือ้สตัว์ มีคา่ D121°C  เทา่กบั 0.8 ถึง 1.5 นาที และคา่ Z เทา่กบั 8.8 ถึง 11.1 °C  ซึง่สงูกวา่คา่ท่ี
พบส าหรับสปอร์ของ  C. botulinum ในอาหารท่ีมีความเป็นกรดต ่าท่ีมีคา่ D121°C  เทา่กบั 0.1 ถึง 
1.3 นาทีและคา่ Z เทา่กบั 5.5 °C  (Fellows, 1993)    ดงันัน้ ถ้าสามารถท าลายสปอร์ของ          
C. sporogenes ได้ก็เทา่กบัสามารถท าลายสปอร์ของ C. botulinum ได้เชน่เดียวกนั   สายพนัธุ์
ของ C. sporogenes ท่ีนิยมใช้ได้แก่ PA 3679 ซึง่มีคา่ D ระหวา่ง 0.5 ถึง 1.5 นาที                    
C. sporogenes สายพนัธุ์ PA 3679 เป็นจลุินทรีย์ท่ีมีความส าคญักบัอตุสาหกรรมอาหารใน
ภาชนะบรรจแุบบปิดสนิทมาก  เน่ืองจากเป็นจลุินทรีย์ท่ีใช้ตรวจสอบความพอเพียงของการฆา่เชือ้ 
เพราะ  C. sporogenes จะทนความร้อนได้มากกวา่ แตว่า่เป็นจลุินทรีย์ท่ีไมส่ร้างสารพิษและ
สะดวกท่ีจะเลีย้งในอาหาร  นอกจากนีจ้ลุินทรีย์ชนิดนีย้งัสร้างก๊าซจงึสะดวกตอ่การตรวจสอบการ
เส่ือมเสียท่ีเกิดขึน้ (Jay, Loessner และ Golden, 2005) 
 
2.3   ค่าต่างๆ ที่เก่ียวข้องในการท าลายจุลินทรีย์ด้วยความร้อน  

 
ในกระบวนการผลิตอาหารในภาชนะบรรจแุบบปิดสนิท  คา่ท่ีต้องใช้ในการค านวณเวลา

ในการฆา่เชือ้ด้วยความร้อน (Thermal destruction) ได้แก่ คา่ D คา่ Z และคา่ F   โดยคา่ D และ
คา่ Z แสดงถึงความทนทานตอ่ความร้อนของแบคทีเรียหรือจลุินทรีย์แตล่ะชนิดในอาหารและคา่ F 
บง่ชีว้า่การให้ความร้อนในการฆา่เชือ้นัน้  มีผลในการฆา่หรือท าลายจลุินทรีย์มากน้อยเทา่ใด 
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2.3.1 คา่ D (D-value) 

 
   คา่ D หรือคา่คงท่ีอตัราการตาย คือ เวลาเป็นนาทีท่ีอณุหภมูิคงท่ีจะท าลาย

จลุินทรีย์ร้อยละ 90 การหาคา่ D ท าได้โดยใสส่ปอร์ของจลุินทรีย์ท่ีทราบจ านวนแนน่อนลงใน
ภาชนะบรรจแุละน าไปให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิตา่งๆ กนั  สร้างกราฟความอยูร่อด (Survivor 
curve) บนกระดาษเซมิล็อก ซึง่เป็นกราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งจ านวนจลุินทรีย์ท่ีอยูร่อด บน
แกนล็อก (แกน Y) และเวลาท่ีใช้ในการให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิหนึง่ๆ  บนแกนธรรมดา  (แกน X) 
กราฟท่ีได้จะมีความสมัพนัธ์เป็นเส้นตรง  (Madigan และคณะ, 2003) ดงัรูปท่ี 2.2 สามารถหาคา่ 
D จากสมการท่ี 2.1 ดงันี ้

D = 
)/( 0 NNLog

t       (2.1) 

D    คือ เวลา (นาที) 
t     คือ เวลาท่ีให้ความร้อน (นาที) 
N0  คือ ปริมาณจลุินทรีย์เร่ิมต้น 
N   คือ ปริมาณจลุินทรีย์ท่ีเหลืออยูเ่ม่ือเวลาผา่นไป t นาที 
 

 
 

รูปท่ี 2.2 การอยูร่อดของ สปอร์ C. sporogenes PA 3679 ในสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีมี pH เทา่กบั 

7.0 ท่ีอณุหภมูิ 113°C (□), 118°C (◊), 121°C (□) และ 123°C (○)  
ท่ีมา:    Chung และคณะ (2008)   
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คา่ D เป็นระยะเวลาท่ีท าให้จ านวนจลุินทรีย์ท่ีรอดชีวิตลดลง 1 วงจรล็อก คา่ D จะลดลง

ตามล าดบัเม่ืออณุหภมูิสงูขึน้ นัน่คืออตัราการท าลายจลุินทรีย์ด้วยความร้อนมีคา่สงูขึน้เม่ือเพิ่ม
อณุหภมูิในการฆา่เชือ้  โดยสามารถท านายความเป็นไปได้ท่ีจลุินทรีย์จะเหลือเพียง 1 เซลล์ จาก
อณุหภมูิและเวลาในการให้ความร้อน  โดยการฆา่เชือ้อาหารท่ีจ าหนา่ยนิยมใช้กระบวนการ 12D 
หรือเรียกวา่ ‚12D cook‛ หรือ ‚bot cook‛  การใช้คา่ D จากตารางท่ีผู้ อ่ืนรายงานไว้ต้องใช้อยา่ง
ระมดัระวงั เน่ืองจากคา่ D ของจลุินทรีย์เปล่ียนแปลงตามองค์ประกอบของอาหารท่ีจลุินทรีย์นัน้อยู่  
ขณะให้ความร้อน  การค านวณสภาวะการฆา่เชือ้ท่ีถกูต้องจงึจ าเป็นต้องศกึษาคา่ D ของจลุินทรีย์
ในแตล่ะผลิตภณัฑ์ 

 
2.3.2  คา่ Z (Z-value) 

 
             คา่ Z คือ จ านวนองศาเซลเซียส (°C) หรือ องศาฟาเรนไฮท์ (°F) ท่ีท าให้คา่ D 

ลดลง 1 วงจรล็อก    คา่ Z ได้จากการสร้างกราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ D ของจลุินทรีย์ชนิด
หนึง่ๆ (บนแกนล็อก)  กบัอณุหภมูิท่ีฆา่เชือ้ (บนแกนธรรมดา)  ดงัแสดงในรูปท่ี 2.3   คา่ Z ของ
สปอร์ C.  botulinum โดยทัว่ไปมีคา่เทา่กบั 10 °C  คา่ Z มีประโยชน์ในการค านวณกระบวนการ
ให้ความร้อนท่ีให้ผลเทา่กนัท่ีอณุหภมูิตา่งๆ  

 

 
 
รูปท่ี 2.3 thermal death time curve ของสปอร์ C. sporogenes  
ท่ีมา:    Chung และคณะ (2008) 
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2.3.3 คา่ F (F-value) 

 
  คา่ F คือ ระยะเวลาเป็นนาทีท่ีอณุหภมูิหนึง่ซึง่ใช้ท าลายจลุินทรีย์ท่ีทราบจ านวน

ในอาหารภายใต้สภาวะท่ีก าหนด   การใช้คา่ F จ าเป็นต้องระบอุณุหภมูิ (process temperature) 
ท่ีใช้ และคา่ Z ของจลุินทรีย์เป้าหมายด้วย    ถ้าการทดลองท าท่ีอณุหภมูิ 121.1 °C หรือ 250 °F  
โดยใช้คา่ Z ของสปอร์ C.  botulinum (Z = 10 °C) คา่ F ท่ีค านวณจะเรียกคา่ F0  การก าหนดคา่ 
F0  ขึน้อยูก่บัการทดลองเพราะต้องมีปัจจยัอ่ืนๆ เก่ียวข้องด้วย ได้แก่ จ านวนจลุินทรีย์ในวตัถดุบิ
เร่ิมต้น  จ านวนจลุินทรีย์ท่ีเพิ่มขึน้ระหวา่งการเตรียมอาหาร คณุลกัษณะของผลิตภณัฑ์ท่ีต้องการ
ฆา่เชือ้และอณุหภมูิในการเก็บรักษา  (ไพบลูย์ ธรรมรัตน์วาสิก, 2532)  
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ตารางท่ี 2.2 คา่ F0 ของผลิตภณัฑ์อาหารบางชนิด 
 

ผลิตภณัฑ์ ขนาดกระป๋อง คา่ F0(นาที) 
อาหารเดก็ออ่น 
ถัว่ในซอสมะเขือเทศ 
ถัว่ลนัเตาในน า้เกลือ 
 
แครอท 
ถัว่แขกในน า้เกลือ 
เห็ดในน า้เกลือ 
เนือ้ในน า้เกรวี 
ไส้กรอกในน า้มนั 
ไส้กรอกในน า้เกลือ 
แกงเนือ้ใสผ่กั 
ไก่ทัง้ชิน้ในน า้เกลือ 
ปลาในซอสมะเขือเทศ 
ซุปมะเขือเทศ 
อาหารเลีย้งสตัว์ 
ซุปข้าวโพด 
หนอ่ไม้ฝร่ัง 
ข้าวโพดออ่นในน า้เกลือ 

202 x 308 
ทกุขนาด 

307 x 409 หรือเล็กกวา่ 
307 x 409 ถึง 603 x700 

ทกุขนาด 
307 x 409 หรือเล็กกวา่ 

300 x 410 
ทกุขนาด 

300 x 410 และเล็กกวา่ 
300 x 410 และเล็กกวา่ 
300 x 410 และเล็กกวา่ 
401 x 411 ถึง 603 x700 
300 x 410 และเล็กกวา่ 

ทกุขนาด 
300 x 410 
307 x 409 
ทกุขนาด 

307 x 409 

3 – 5 
4 – 6 

6 
6 – 8 
3 – 4 
4 – 6 

8 – 10 
12 – 15 

4 – 6 
3 – 4 

8 – 12 
15 – 18 

10 
3 

15 – 18 
5 – 6 
2 – 4 

9 
ท่ีมา : ไพบลูย์ ธรรมรัตน์วาสิก (2532) 
 

กลุวดี ตรองพาณิชย์, กาญจนกิจ วาจนะวินิจ และอไุร เผา่สงัข์ทอง  (2533)  
ศกึษาความต้านทานของจลุินทรีย์ท่ีสามารถทนความร้อนได้สงูสดุท่ีแยกได้จากน า้พริกแกงและ
น า้พริกแกงเขียวหวาน  พบวา่แบคทีเรียท่ีสามารถทนความร้อนได้สงูสดุในน า้พริกแกงบรรจุ
กระป๋องคือ Corynebacterium sp. โดยมีคา่ D ท่ีอณุหภมูิ 230 °F (D230) เทา่กบั 3.3 ถึง 3.8 นาที 
คา่ Z เทา่กบั 37.5 ถึง 40 °F และผลิตภณัฑ์น า้พริกแกงมีคา่ F250 เทา่กบั 1.59 ถึง 1.83 นาที   
แบคทีเรียท่ีสามารถทนความร้อนได้สงูสดุในน า้พริกแกงเขียวหวานบรรจกุระป๋องคือ Bacillus 
firmus โดยมีคา่ D230 เทา่กบั 2.5 ถึง 3.0 นาที คา่ Z เทา่กบั 25 ถึง 29 °F และผลิตภณัฑ์น า้พริก
แกงมีคา่ F250 เทา่กบั 0.83 ถึง 0.95 นาที ในการฆา่เชือ้น า้พริกแกงและแกงเขียวหวานบรรจุ
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กระป๋องด้วยความร้อนท่ีอณุหภมูิหม้อนึง่ฆา่เชือ้ 230 °F ถ้าน า้พริกแกงมีอณุหภมูิเร่ิมต้น (Tih) ไม่
ต ่ากวา่ 131.7 °F และคา่ความชนัของกราฟการแทรกผา่นของความร้อน (fh) ไมม่ากกวา่ 26 นาที  
จะต้องใช้เวลาในการฆา่เชือ้ (BB) ไมต่ ่ากวา่ 50 นาที  ขณะท่ีน า้พริกแกงเขียวหวานมีคา่ Tih ไมต่ ่า
กวา่ 128.6 °F และคา่ fh ไมม่ากกวา่ 26 นาที   จะต้องใช้เวลาในการฆา่เชือ้ไมต่ ่ากวา่ 40 นาที   
  อรอง จนัทร์ประสาทสขุ (2545) พฒันาวิธีการแปรรูปน า้พริกแกงบรรจกุระป๋อง
โดยใช้เทคโนโลยีเฮอร์เดลิ  เพ่ือชว่ยลดปริมาณความร้อนท่ีต้องการในการท าลายจลุินทรีย์ พบวา่
น า้พริกแกงท่ีมี pH เทา่กบั 4 .0 และ aw เทา่กบั 0.83 , 0.88 และ 0.93 มีการลดลงของปริมาณ
จลุินทรีย์ทัง้หมดสงูสดุและไมพ่บ viable C. botulinum ในน า้พริกแกงทกุสภาวะ  และจากการ
วิเคราะห์ชนิดของจลุินทรีย์ท่ีสามารถมีชีวิตรอดในน า้พริกแกงท่ีมีคา่ pH เทา่กบั 4 .0 และ aw 
เทา่กบั  0.93 โดยการจดัจ าแนกสายพนัธ์ของจลุินทรีย์พบวา่เป็นแบคทีเรียชนิด                         
B. stearothermophilus  จากการศกึษาการแทรกผา่นของความร้อนของน า้พริกแกงท่ีอณุหภมูิ 
110 °C เพ่ือค านวณหาเวลาท่ีต้องการในการท าลาย B. stearothermophilus พบวา่เวลาในการ
ฆา่เชือ้ส าหรับ 3D และ 5D-process มีคา่เทา่กบั 61 และ 87 นาที ตามล าดบั  โดยไมพ่บการ
เจริญของ B. stearothermophilus ในน า้พริกแกงกระป๋องดงักลา่วหลงัการบม่ท่ี 3 อณุหภมูิ ได้แก่
อณุหภมูิห้อง, 35 °C และ  55 °C นาน 1 เดือน 
 
2.4  Clostridium botulinum  
 

2.4.1   ลกัษณะทัว่ไป 
 

Clostridium botulinum เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ไมต้่องการอากาศในการเจริญ 
มีรูปร่างเป็นทอ่น และสามารถสร้างสปอร์ได้โดยสปอร์เป็นรูปไขอ่ยูป่ลายหรือคอ่นไปทางปลาย
เซลล์ (subterminal spore) สามารถเคล่ือนท่ีได้โดยแซท่ี่มีอยูร่อบตวั ( peritrichous flagella) (Jay 
และคณะ, 2005) สามารถจดัจ าแนกกลุม่ C. botulinum ตามการสร้างสารพิษ ดงัตารางท่ี 2.3 
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ตารางท่ี 2.3 การจดักลุม่ของ C. botulinum ตามชนิดของการสร้างสารพิษ 
 

ลกัษณะ Group I Group II Group III Group IV 
ชนิดของสารพิษ A,B,F B,E,F C,D G 
ความสามารถในการยอ่ย
โปรตีน 

ยอ่ยโปรตีน ไมย่อ่ยโปรตีน ไมย่อ่ยโปรตีน ยอ่ยโปรตีน 

อณุหภมูิต ่าสดุท่ีเจริญ 
 (oC) 

10 3.3 15 ND 

อณุหภมูิท่ีเหมาะสมท่ี
เจริญ (oC) 

35-40 18-25 40 37 

pH ต ่าสดุท่ีเจริญได้ 4.7 5.0 ND ND 
aw  ต ่าสดุท่ีเจริญได้ 0.94 0.97 ND ND 
D100°C  ของสปอร์ (นาที) 25 <0.1 0.1-0.9 0.8-1.1 
D121°C  ของสปอร์ (นาที) 0.1-0.2 <0.001 ND ND 
หมายเหต ุND= not determined 
ท่ีมา: Paul (2002) 
 

2.4.2 แหลง่ท่ีพบ 
 

สามารถพบได้ทัว่ไปในดนิ น า้ ปุ๋ ยคอก และตะกอนทะเล พบได้ในพืน้ดนิในสว่นท่ี
มีการระบายน า้จากแมน่ า้และในท่ีท่ีมีการเคล่ือนท่ีของน า้น้อย และมกัพบการปนเปือ้นในอาหารท่ี
เพาะเลีย้งตดิกบัดนิ (Jay และคณะ, 2005) 

 
2.4.3  การจดัจ าแนกประเภท 
 

การจดัจ าแนกตามการสร้างสารพิษโดยอาศยัเทคนิคทางซีโรวิทยาแบง่ได้ 8 ชนิด
คือ  A, B, C1, C2, D, E, F และ G ซึง่จลุินทรีย์ท่ีสร้างสารพิษเหลา่นีแ้บง่ออกเป็น 2 ประเภทคือ 
ประเภทท่ียอ่ยโปรตีน ( Proteolytic type) เป็นสายพนัธุ์ท่ีสามารถยอ่ยเคซีน ให้ก๊าซไขเ่นา่   และ
ประเภทท่ีไมย่อ่ยโปรตีน (Non-proteolytic type) เป็นสายพนัธุ์ท่ีสามารถใช้น า้ตาลแมนโนสในการ
หมกั (Jay และคณะ, 2005) 
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2.4.4 การระบาดของโรค 
 

จากการสรุปรายงานเฝ้าระวงัโรคประจ าปี 2549 ของกระทรวงสาธารณสขุพบการ
ระบาดของโรคอาหารพิษจากการรับประทานหนอ่ไม้อดัป๊ีบ ซึง่เกิดจาก C. botulinum มีผู้ ป่วย
จ านวน 148 ราย ซึง่เป็นเหตกุารณ์ท่ีมีผู้ ป่วยมากท่ีสดุเทา่ท่ีเคยมีรายงานในประเทศไทย รวมถึงมี
ผู้ ป่วยหนกัท่ีต้องใช้ทอ่ชว่ยหายใจกวา่ 40 ราย (กระทรวงสาธารณสขุ, ส านกัระบาดวิทยา, 2549) 

Ozlem และคณะ (2006) ได้ตรวจหาสปอร์ของ C. botulinum ในตวัอยา่งน า้ผึง้ท่ี
ขายในตลาด Ankara ประเทศตรุกีพบสปอร์ของ C. botulinum ในตวัอยา่งน า้ผึง้ 6 ตวัอยา่งจาก
ทัง้หมด 48 ตวัอยา่ง 

Maria, Laura และ Fernandez (2008) ได้ส ารวจพบสปอร์ของ C. botulinum 
7.5% จากตวัอยา่งทัง้สิน้ 200 ตวัอยา่งในผลิตภณัฑ์ชา Chamomile ในประเทศอาร์เจนตนิา และ
จากการจดัจ าแนกพบวา่เป็นสปอร์ของ C. botulinum ชนิด A 53.3%, ชนิด B 6.7% และชนิด F 
13.3% ซึง่เป็นตวัอยา่งชาท่ีไมมี่การบรรจใุนถงุปิดสนิท มีความเส่ียงในการก่อโรค Infant botulism 

 
2.4.5 อาการของโรค 
 

โรค Botulism ท่ีก่อโรคอาหารเป็นพิษนัน้เกิดขึน้เน่ืองจากการรับประทานอาหารท่ี
มีสารพิษท่ีจลุินทรีย์ชนิดนีส้ร้างขึน้นัน่คือ Botulinum toxin ซึง่ปะปนอยูก่บัอาหาร  โดยผู้ ป่วยท่ี
ได้รับสารพิษจะมีอาการหลงัจากรับประทานอาหารประมาณ 12 ถึง 72 ชัว่โมง สารพิษจะสง่ผลตอ่
ระบบประสาท ท าให้มีอาการออ่นเพลีย คล่ืนไส้ อาเจียน ปวดศีรษะ มนึงง ผิวหนงั  ปาก และ
คอแห้ง ไมมี่ไข้ มองเห็นภาพซ้อน หายใจตดิขดัและหากไมไ่ด้รับการรักษาท่ีถกูวิธีและทนัเวลาอาจ
ท าให้เสียชีวิตได้ 
 
2.5 Clostridium sporogenes 
 

2.5.1 ลกัษณะทัว่ไปและการเจริญ 
 

Clostridium sporogenes เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างเป็นทอ่นตรง มีขนาด
กว้าง 0.3 ถึง 0.4 ไมโครเมตร  และยาว 1.4 ถึง 6.6 ไมโครเมตร  สามารถเคล่ือนท่ีได้โดยใช้ 
peritrichous flagella สร้างสปอร์ได้โดยสปอร์มีรูปไขอ่ยูค่อ่นไปทางปลายเซลล์ ( Subterminal 
spore) ลกัษณะโคโลนีบนอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดแข็ง มีขนาด 2 ถึง 6 มิลลิเมตร ตรงกลางโคโลนีมี
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ลกัษณะนนูสีขาวเหลืองและมีไรซอยด์สีเทา อณุหภมูิท่ีเหมาะสมกบัการเจริญอยูใ่นชว่ง 30 ถึง 40 
º C สามารถพบได้ในดนิ อาหาร และในล าไส้ (Buchanan และ Gibbons, 1974) 

เน่ืองจากสารพิษท่ีเกิดจาก C. botulinum นัน้มีอนัตรายมากและสามารถสร้าง
สารพิษได้ จงึนิยมใช้ C. sporogenes ในการวิจยัแทนเน่ืองจากลกัษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี
ของ C. sporogenes นัน้เหมือนกบัสายพนัธุ์ Proteolytic C. botulinum ยกเว้นการสร้างสารพิษ 
ดงัแสดงในตารางท่ี 2.4 จงึท าให้เกิดความปลอดภยัในการทดลอง  
 
ตารางท่ี 2.4 ลกัษณะทางชีวเคมีของ Proteolytic C. botulinum และ C. sporogenes 
 

ลกัษณะทางชีวเคมี 
Proteolytic 

C. botulinum 
C. sporogenes 

Gelatin digestion + + 
Milk digestion + + 

Lecitinase production - - 
Lipase production + + 
Indol production - - 

Glucose fermentation + + 
Lactose fermentation - - 
Maltose fermentation v v 
Mannitol fermentation - - 
Mannose fermentation - - 

Salicin fermentation - - 
Sucrose fermentation - - 

Toxin production + - 
ท่ีมา: O’ Leary (1989) 
 
2.6 ปริพันธ์เวลาอุณหภูมิ (Time Temperature Integrator, TTI) 
  
 การวดัผลของกระบวนการฆา่เชือ้ด้วยความร้อนในเชิงปริมาณให้คา่ท่ีส าคญัท่ีแสดงถึง
ความปลอดภยัและคณุภาพด้านอ่ืนท่ีส าคญัเชน่ อายกุารเก็บ และการยอมรับของผลิตภณัฑ์  ใน
ปัจจบุนัวิธีท่ีใช้ประเมินผลของความร้อนตอ่สมัฤทธ์ิผลของกระบวนการฆา่เชือ้ท่ีต าแหนง่เป้าหมาย 
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(จดุร้อนช้า) มี 2 วิธีได้แก่ วิธีท่ี 1 in situ method เป็นวิธีท่ีใช้การ inoculate สปอร์ของจลุินทรีย์ลง
ในตวัอยา่งและนบัจ านวนท่ีเหลือหลงัการฆา่เชือ้ วิธีนีใ้ช้เวลาและมีข้อจ ากดัในเร่ืองจ านวนสปอร์
ต ่าสดุท่ีสามารถตรวจนบัได้หลงัการฆา่เชือ้  และวิธีท่ี 2  physical-mathematic method  ท่ีต้อง
บนัทกึข้อมลูอณุหภมูิและเวลา มกัเกิดปัญหาในกระบวนการฆา่เชือ้ท่ีมีการหมนุและเทคโนโลยีการ
ให้ความร้อนแบบใหม่ๆ  เชน่ ohmic heating และ microwave heating ซึง่มีความยากล าบากใน
การตดิตามอณุหภมูิท่ีเปล่ียนแปลงในระหวา่งการฆา่เชือ้ 

เพ่ือแก้ไขข้อจ ากดัดงักลา่ว ในปัจจบุนัจงึได้มีการพฒันา Time-Temperature Integrator 
(TTI) เพ่ือใช้เป็นเคร่ืองมือท่ีสามารถแสดงการเปล่ียนแปลงตามอณุหภมูิและเวลา ใช้ง่าย มีความ  
ถกูต้อง และสามารถวดัการเปล่ียนแปลงทางความร้อนท่ีผนักลบัไมไ่ด้  เชน่ การเสียสภาพของ
เอนไซม์ตามปริมาณความร้อนท่ีได้รับ  โดยพฒันา TTI จากเอนไซม์ให้มีจลนศาสตร์การถกูท าลาย
ด้วยความร้อนคล้ายคลงึกบัจลุินทรีย์  และใช้เอนไซม์ดงักลา่วตดิตามการเปล่ียนแปลงอณุหภมูิ
และเวลาเพ่ือยืนยนัสภาวะในระหวา่งการฆา่เชือ้แทนการใช้จลุินทรีย์เพ่ือยืนยนัสภาวะฆา่เชือ้  การ
ยืนยนัสภาวะการฆา่เชือ้ท าได้โดยการหาคา่การฆา่เชือ้ (process value, F) ตามสมการท่ี 2.2 และ 
2.3 แสดงการค านวณคา่การฆา่เชือ้ด้วยวิธีการทาง physical-mathematic method และวิธีท่ีใช้ 
TTI ตามล าดบั 

 




t
ZTT

Tt dtF ettref

0

)/)(( arg10     (2.2) 

 

A

A
DF

refTTTI

0log      (2.3) 

 
เม่ือ       Ft-T   คือ คา่การฆา่เชือ้ท่ีค านวณจากข้อมลูอณุหภมูิและเวลาตามวิธี General 

method (นาที) 
FTTI   คือ คา่การฆา่เชือ้ท่ีค านวณได้จาก TTI (นาที) 

 T  คือ อณุหภมูิท่ีต าแหนง่ร้อนช้าของอาหารทกุๆ t นาที 
 Tref  คือ อณุหภมูิอ้างอิง (121.1 °C)  
 t คือ เวลาในการฆา่เชือ้ (นาที) 
 DT ref   คือ คา่ D121.1 °C ของเอนไซม์ท่ีใช้เป็น TTI (นาที) 

A0   คือ คา่กิจกรรมของเอนไซม์ก่อนได้รับความร้อน 
A    คือ คา่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีเหลือหลงัจากได้รับความร้อนเม่ือเวลาผา่นไป t นาที 

 Ztarget คือ คา่ thermal resistance ของจลุินทรีย์เป้าหมาย (°C) 
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Haentjens และคณะ (1998)  ศกึษาการใช้ เอนไซม์  -amylase ทางการค้า 3 ชนิด 
ได้แก่  Ban®, Thermozyme® และ Termamyl® ซึง่เป็นเอนไซม์จากจลุินทรีย์ B. licheniformis และ 
B. amyloliquefaciens  เป็น TTI โดยการน าเอนไซม์ทัง้ 3 ชนิดมาปรับคา่ water content  เพ่ือให้
เอนไซม์มีความคงทนตอ่ความร้อน (คา่ k) และความไวตอ่ความร้อน (คา่พลงังานกระตุ้น, Ea) 
ใกล้เคียงกบัสปอร์ของ C. botulinum  พบวา่เอนไซม์ทัง้สามชนิดจะทนความร้อนมากขึน้เม่ือ 

water content ลดลง  และเอนไซม์ -amylase ท่ีสร้างจาก B. licheniformis ท่ีมีความชืน้ 81% 
มีคา่ Ea เทา่กบั 261 kJ/mole ซึง่มีคา่ใกล้เคียงกบัสปอร์ของ C. botulinum ท่ีมีคา่ Ea เทา่กบั 280 
kJ/mole มากท่ีสดุ 

Guiavarch และคณะ (2002) ศกึษาจลนศาสตร์การเสียสภาพของเอนไซม์  -amylase 
จาก B. licheniformis ท่ีมีความชืน้สมัพทัธ์ 81% (BLA81) ด้วยความร้อน  หลงัการให้ความร้อน
เอนไซม์ด้วยเคร่ือง DSC และให้ความร้อนเอนไซม์ในอา่งน า้มนั  พบวา่สามารถตดิตามการเสีย
สภาพของเอนไซม์ได้จากคา่เอลทาลปีท่ีลดลงตามอณุหภมูิและเวลาท่ีได้รับความร้อน และ
สามารถหาคา่การฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิอ้างอิง 121.1 °C  เพ่ือยืนยนัสภาวะการฆา่เชือ้ได้ โดยเอนไซม์ 

-amylase เสียสภาพตามอณุหภมูิและเวลาท่ีได้รับความร้อนภายใต้สภาวะการให้ความร้อน
แบบอณุหภมูิคงท่ีตาม first order reaction kinetics ซึง่สามารถเขียนสมการได้ดงัสมการท่ี 2.4 
หรือเขียนในเทอม Thermal death time ได้ดงัสมการท่ี 2.5 

ln
0A

A  = -kt      (2.4) 

log
0A

A  = -
D

1 t      (2.5) 

 
เม่ือ  k    คือ คา่คงท่ีของปฏิกิริยา 
 

นอกจากนี ้Guiavarch และคณะ (2002) ยงัพบวา่การใช้ BLA81 เป็น TTI สามารถใช้เป็น
เคร่ืองมือในการยืนยนัลกัษณะการถ่ายเทความร้อนบริเวณจดุร้อนช้าของอาหารท่ีมีชิน้อาหารใน
ระหวา่งการฆา่เชือ้ โดยพบวา่ กระบวนการฆา่เชือ้อาหารท่ีมีชิน้อาหารท่ีจดุร้อนช้าหรือมีชิน้อาหาร
ท่ีเคล่ือนท่ีได้อยา่งอิสระมีคา่การฆา่เชือ้ต ่ากวา่กระบวนการท่ีชิน้อาหารไมมี่การเคล่ือนท่ี 5.6 % 
และ 19.7 % เม่ือฆา่เชือ้ในกระบวนการฆา่เชือ้แบบหมนุด้วยความเร็ว 4 และ 8 rpm ตามล าดบั    
            Guiavarch และคณะ (2004) พฒันา TTI จากเอนไซม์ α -amylase ท่ีสร้างจาก              
B. licheniformis  ด้วยการตรึงสารผสมระหวา่งเอนไซม์ น า้ตาลกลโูคส และเกลือท่ีผิวของเม็ดแก้ว
และปรับสภาวะให้มีความชืน้ต ่า (คา่ aw อยูใ่นชว่ง 0 ถึง 0.63) พบวา่ TTI ท่ีศกึษามีความทนตอ่
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ความร้อนในชว่ง 100 ถึง 132 °C ท่ีมีการให้ความร้อนแบบอณุหภมูิคงท่ี (isothermal) โดย TTI ท่ี
มีคา่ aw  เทา่กบั 0.48 สามารถใช้ตดิตามกระบวนการฆา่เชือ้จริงท่ีมีการให้ความร้อนแบบ อณุหภมูิ
ไมค่งท่ี (non-isothermal) และยงัพบวา่การตดิตามการฆา่เชือ้ด้วย TTI ท่ีมีคา่ Z เทา่กบั 9.4 °C 
สามารถหาคา่การฆา่เชือ้ของกระบวนการ (F121.1°C) ท่ีมีคา่อยูร่ะหวา่ง 0 ถึง 30 นาที โดยมีคา่ความ
คลาดเคล่ือน เฉล่ียเทา่กบั 14%  สามารถสรุปได้วา่ TTI ท่ีมีคา่ Z เทา่กบั 9.4 °C เหมาะส าหรับการ
ใช้ยืนยนัสภาวะการฆา่เชือ้เพ่ือท าลาย C. botulinum ในอาหารท่ีมีความเป็นกรดต ่า 

   Tucker และคณะ (2006) ศกึษาการใช้ TTI ท่ีเหมาะส าหรับการยืนยนัสภาวะการฆา่
เชือ้ โดยเลือกใช้เอนไซม์อะไมเลสท่ีทนความร้อนสงูท่ีผลิตจากการหมกัของจลุินทรีย์ Pyrococcus 
furiosus ซึง่เป็นจลุินทรีย์ท่ีเจริญในบริเวณท่ีมีอณุหภมูิสงูถึง 100 °C พบวา่เอนไซม์ดงักลา่วมี
ความคงทนตอ่ความร้อนเหมาะส าหรับการน าไปใช้เป็น TTI ในกระบวนการฆา่เชือ้  โดยในการ
ทดสอบภายใต้สภาวะท่ีมีการให้ความร้อนแบบอณุหภมูิคงท่ีท่ีอณุหภมูิ  121 °C พบวา่มีคา่ D อยู่
ในชว่ง 18.1 ถึง 23.9 นาที คา่ Z เทา่กบั 10 °C ซึง่คา่ F ท่ีค านวณได้จาก TTI มีคา่ใกล้เคียงกบัคา่ 
F0 ของการท าลายสปอร์ของ C. botulinum 
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บทที่ 3 

 
วิธีการทดลอง 

 
3.1 วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี 
 

3.1.1 วสัด ุ
 

วตัถดุบิส าหรับท าน า้พริกแกง (ตลาดสามยา่น กรุงเทพมหานคร) 
พริกชีฟ้้าแห้ง 
พริกขีห้นแูห้ง 
หอมแดง 
กระเทียม 
ตะไคร้ 
ผิวมะกรูด 
ขา่ 
รากผกัชี 
ลกูผกัชี 
เกลือ 

 
จลุินทรีย์ 

Clostridium sporogenes  ATCC 7955 (สถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีแหง่ประเทศไทย) 

 
เอนไซม์ 

เอนไซม์ α-amylase ท่ีสร้างจาก B. licheniformis (Novozyme, 
Denmark) 

 
อาหารเลีย้งเชือ้                  (A.R. Grade) 

Reinforced clostridial agar (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India)  
Tryptic soy agar (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India) 
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Tryptic soy broth (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India) 
Cooked meat broth (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India) 
Bacteriological peptone (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India) 
Tryptone (Bacton Dickinson and company, France) 
Beef extract (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India) 
Yeast extract (Merck, Darmstadt, Germany) 
Bacteriological agar (Univa, Ajax Finechem,  Australia) 
น า้ตาลกลโูคส (Merck, Darmstadt, Germany) 
Gas pak (Merck, Darmstadt, Germany) 
 

3.1.2 อปุกรณ์  
 

เคร่ืองบดน า้พริก 
อา่งน า้ควบคมุอณุหภมูิ (Scientific Promotion, Thailand) 
อา่งน า้มนัควบคมุอณุหภมูิ (Scientific Promotion, Thailand) 
เคร่ืองชัง่ 2 ต าแหนง่ (Sartorius รุ่น BP3100s, Ireland) 
เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหนง่ (Mettler-Toledo รุ่น AB204, USA) 
กล้องจลุทรรศน์ชนิด Phase contrast  (E of L International, Thailand) 
เคร่ืองป่ันเหว่ียงควบคมุอณุหภมูิ (Thermo ICE รุ่น ICE multi RF, USA) 
Anaerobic jar (Mitsubishi Gas Chemical, Japan) 
ตู้บม่เชือ้ควบคมุอณุหภมูิ (Memmert, Germany) 
ถงุรีทอร์ทเพาช์ PET(12)/NYLON(15)/AL-Foil(7)/CPP(60) ขนาดกว้าง 120 
มิลลิเมตร สงู 180 มิลลิเมตร 
เคร่ืองปิดผนกึสญุญากาศ (Huggenmeller Gmbh, Germany) 
เคร่ืองฆา่เชือ้ (HISAKA simulator retort รุ่น RCS-40RTGN, Japan) 
Texture analyzer (Stable Micro System รุ่น TA-XT2, England) 
Chroma meter (Minolta Co., LTD รุ่น CR-300, Japan) 
Water  activity meter (Decagon, รุ่น  AquaLab series 3 TE, USA.) 
pH  meter (Eutech, รุ่น Cyberscan pH 100 Bench, Singapore) 
E-nose (ส านกังานพฒันาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแหง่ชาติ ) 
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3.1.3 สารเคมี                        (A.R. Grade) 
 

แคลเซียมคลอไรด์ (Univa, Ajax Finechem,  Australia) 
แมกนีเซียมซลัเฟต (Univa, Ajax Finechem,  Australia) 
Tris base (USB Corporation, USA) 
ไอโอดีน (Fluka Biochemika, USA) 
โพแทสเซียมคลอไรด์ (Univa, Ajax Finechem,  Australia) 
โซเดียมคลอไรด์ (Univa, Ajax Finechem,  Australia) 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Univa, Ajax Finechem,  Australia) 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Univa, Ajax Finechem,  Australia) 
สตาร์ช (Merck, Darmstadt, Germany) 
กรดไฮโดรคลอริก (J.T. Baker, USA) 
กลีเซอรอล 
เอทานอล 95% 

 
3.2 ศึกษา Thermal Death Time ของสปอร์ C. sporogenes ในน า้พริกแกง 
  

3.2.1   ผลิตน า้พริกแกง 
 

น าเคร่ืองเทศท่ีเป็นสว่นประกอบของน า้พริกแกง ได้แก่ พริกชีฟ้้าแห้ง พริกขีห้นู
แห้ง หอมแดง กระเทียม ตะไคร้ ผิวมะกรูด ขา่ และรากผกัชี มาผลิตน า้พริกแกง โดยใช้สตูรน า้พริก
แกงท่ีดดัแปลงจากสตูรน า้พริกแกงจากรายงานของอรอง จนัทร์ประสาทสขุ (2545) และเพิ่ม
สดัสว่นของพริกขีห้นแูห้ง เพื่อเพิ่มความเผ็ดให้มากขึน้ ได้สตูรน า้พริกแกงท่ีดดัแปลงขึน้ใหม ่ดงั
แสดงในตารางท่ี 3.1 มาผลิตน า้พริกแกง   โดยน าเคร่ืองเทศท่ีเป็นสว่นประกอบของน า้พริกแกงมา
ล้างท าความสะอาด 2 ครัง้และตดัแตง่  น าเข้าเคร่ืองบดน า้พริกแกง  โดยบดหยาบ  2 ครัง้และ
บดละเอียด  2 ครัง้ บรรจนุ า้พริกแกงในถงุพลาสตกิชนิด polypropylene ปิดสนิทและเก็บท่ี
อณุหภมูิ 4 °C จนกระทัง่น ามาใช้งานในขัน้ตอนตอ่ไปโดยใช้เวลาเก็บไมเ่กิน 48 ชัว่โมง 
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ตารางท่ี 3.1  องค์ประกอบน า้พริกแกงท่ีใช้ในการทดลอง  
 

สว่นประกอบ ปริมาณ (ร้อยละโดยน า้หนกั) 
พริกชีฟ้้าแห้ง 15.48 
หอมแดง 19.58 
กระเทียม 24.52 
ตะไคร้ 14.92 

ผิวมะกรูด 3.22 
ขา่ 3.16 

ลกูผกัชีป่น 2.0 
เกลือ 5.15 
รากผกัชี 6.03 

พริกขีห้นแูห้ง 5.94 
ท่ีมา: ดดัแปลงจากสตูรน า้พริกแกงจากรายงานของอรอง จนัทร์ประสาทสขุ (2545)  
 
 3.2.2   เตรียมสปอร์ของ  C. sporogenes  
 

เตรียมอาหารแข็งส าหรับการเตรียมสปอร์  C. sporogenes (sporulating 
medium) ซึง่ประกอบด้วย tryptone (5 กรัม) bacteriological peptone (5 กรัม) beef extract (1 
กรัม) yeast extract (2 กรัม) แคลเซียมคลอไรด์  (0.06 กรัม) แมกนีเซียมซลัเฟต  (0.06 กรัม) 
กลโูคส (1 กรัม) และ bacteriological agar (15 กรัม) เตมิน า้กลัน่ 1 ลิตร ท าให้ปลอดเชือ้ด้วยการ
นึง่ฆา่เชือ้ด้วยความร้อน   จากนัน้กระจาย  C. sporogenes ATCC 7955 ในหลอดเก็บเชือ้ด้วย
อาหารเหลว tryptic soy broth ปิเปตซสัเพนชนัทัง้หมดใสห่ลอดทดลอง น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ  37 °C 
ในสภาวะไร้อากาศ ใน anaerobic jar ท่ีมี gaspak เป็นเวลา 2 วนัเพ่ือกระตุ้นจลุินทรีย์  จากนัน้น า
ซสัเพนชนัของ C. sporogenes ดงักลา่วปริมาตร 100 ไมโครลิตร มา spread บน plate อาหาร 
sporulating medium  บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 °C ในสภาวะไร้อากาศนาน 14 วนั หลงัจากนัน้ตรวจการ
สร้างสปอร์โดยการย้อม เอนโดสปอร์ด้วยสี safranin-o และสอ่งด้วยกล้องจลุทรรศน์  เม่ือพบวา่มี
การสร้างสปอร์ประมาณ   90%  แล้วจงึเก็บสปอร์ซสัเพนชนัตามวิธีของ  Naim และคณะ (2008)  
โดยปิเปตน า้กลัน่ท่ีผา่นการฆา่เชือ้  10 มิลลิลิตรใสใ่นจานอาหารแข็ง  sporulating medium  ใช้
แทง่แก้วงอขดูลากเอาสปอร์ออกจากผิวหน้าอาหารและเก็บซสัเพนชนัสปอร์ใน หลอด centrifuge 
ปลอดเชือ้  เก็บสปอร์โดยการป่ันเหว่ียงด้วยความเร็ว  6,000 xg ท่ีอณุหภมูิ 4 °C นาน 20 นาที   
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จากนัน้ล้างสปอร์ด้วยน า้กลัน่และป่ันเหว่ียงซ า้ 2 ถึง 3 ครัง้ เก็บสปอร์ในน า้กลัน่ปลอดเชือ้ท่ี
อณุหภมูิ 4 °C จนกระทัง่น ามาใช้ในขัน้ตอนตอ่ไป 
 

3.2.3 หาจ านวนสปอร์ C. sporogenes ในซสัเพนชนัเร่ิมต้น 
 

น าซสัเพนชนัของสปอร์ในน า้กลัน่ท่ีเก็บไว้ในข้อ 3.2 .2 มาให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ  
80 °C นาน 15 นาทีเพ่ือท าลาย vegetative cell จากนัน้เจือจางให้มีความเข้มข้นท่ีเหมาะสมและ  
pour plate ด้วยอาหารเลีย้งเชือ้  tryptic soy agar บม่ท่ีอณุหภมูิ  37 °C นาน 48 ชัว่โมงในสภาวะ
ไร้อากาศ และตรวจนบัจ านวนสปอร์เร่ิมต้น 
 

3.2.4 หาคา่ Thermal Death Time (TDT) ของสปอร์  C. sporogenes ในน า้พริกแกง 
 

  inoculate ซสัเพนชนัของสปอร์ C. sporogenes ท่ีเก็บไว้จากขัน้ตอนท่ี 3.2.2 ลง
ในน า้พริกแกงปริมาณ 2 กรัมท่ีเตรียมไว้ตามข้อท่ี 3.2.1 และบรรจใุนถงุรีทอร์ทเพาช์ขนาดกว้าง 60 
มิลลิเมตร ยาว 90 มิลลิเมตร โดยให้มีจ านวนสปอร์เร่ิมต้นประมาณ  106 spores/g  ให้ความร้อน
ในอา่งน า้มนัควบคมุอณุหภมูิท่ีอณุหภมูิคงท่ี (5 ระดบั) เป็นระยะเวลาตา่งๆ ดงันี ้ 
 ให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ 93.0 °C เป็นเวลา 3, 6, 12, 24 และ 36 นาที 
 ให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ 98.0 °C เป็นเวลา 3, 6, 9, 12 และ 24 นาที 
 ให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ 105.7 °C เป็นเวลา 2, 4, 6, 8 และ 10 นาที 
 ให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ 113.4 °C เป็นเวลา 1, 2, 3, 4 และ 5 นาที 
 ให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ 121.1 °C เป็นเวลา 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5 นาที 
เม่ือให้ความร้อนตามเวลาท่ีก าหนดแล้วน ามาท าให้เย็นทนัที โดยการจุม่ถงุลงในอา่งน า้แข็ง 
จากนัน้นบัจ านวนสปอร์ท่ีรอดชีวิตหลงัจากการให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิและเวลาตา่งๆ โดยเตมิ     
เปปโตนเข้มข้น 0.10% ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ตอ่น า้พริกแกง 1 กรัม  และเจือจางตอ่ด้วยสารละลาย
เปปโตนเข้มข้น 0.10% ปริมาตร 9 มิลลิลิตร จนได้ระดบัความเจือจางท่ีเหมาะสม 5 ระดบัๆ ละ 2 
ซ า้ น ามา pour plate ลงบนอาหารเลีย้งเชือ้ tryptic soy agar บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 °C นาน 48 
ชัว่โมงในสภาวะไร้อากาศ จากนัน้ตรวจนบัจ านวนสปอร์ท่ีรอดชีวิตน าคา่ท่ีได้มาสร้างกราฟ
ความสมัพนัธ์ระหวา่งเวลาท่ีให้ความร้อน (นาที) กบัจ านวนสปอร์ท่ีรอดชีวิต ( Log CFU/g) เพ่ือหา
คา่ D และสร้างกราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ Log D กบัอณุหภมูิ (°C) เพ่ือหาคา่ Z ดงัแสดงใน
ภาคผนวก ข 
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3.3 พัฒนา Time Temperature Integrator (TTI) 
  

3.3.1 ทดสอบความคงทนตอ่ความร้อนของเอนไซม์ α-amylase (B. licheniformis) 
 
บรรจเุอนไซม์ในหลอด capillary ปริมาณ 50 ไมโครลิตร ให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ

คงท่ี (4 ระดบั) เป็นระยะเวลาตา่งๆ ดงันี ้
 ให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ 98.0 °C เป็นเวลา 12, 24, 36, 48 และ 60 นาที 
 ให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ 105.7 °C เป็นเวลา 4, 8, 12, 16, และ 20 นาที 
 ให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ 113.4 °C เป็นเวลา 1, 2, 3, 4 และ 5 นาที 
 ให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ 121.1 °C เป็นเวลา 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5 นาที 
วิเคราะห์คา่กิจกรรมของเอนไซม์เร่ิมต้นและกิจกรรมของเอนไซม์หลงัจากได้รับความร้อนท่ี
อณุหภมูิและเวลาตา่งๆ ตามวิธีการวิเคราะห์คา่กิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสในหนว่ย KNU ของ
บริษัท Novozymes ดงัแสดงในภาคผนวก ค  
 

3.3.2 ศกึษาผลของปริมาณแคลเซียมและคา่กิจกรรมของน า้ (water activity; aw) ตอ่
ความคงทนตอ่ความร้อนของเอนไซม์ α-amylase (B. licheniformis) 
 
ทดสอบความคงทนตอ่ความร้อนของเอนไซม์  α-amylase ภายใต้ภาวะท่ีมีการ

ปรับปริมาณแคลเซียมไอออนเป็น 3 ระดบัได้แก่ 20, 70 และ 120 สว่นในล้านสว่น ( ppm)   โดยใช้
เกลือแคลเซียมคลอไรด์และปรับคา่ aw เป็น 5 ระดบัได้แก่ 0.826, 0.782, 0.760, 0.716 และ 0.686 
โดยใช้กลีเซอรอล จากนัน้บรรจเุอนไซม์ในหลอด capillary ปริมาณ 50 ไมโครลิตร ก่อนน าไปให้ความ
ร้อนท่ีอณุหภมูิคงท่ี (4 ระดบั) เป็นระยะเวลาตา่งๆ ดงันี ้
 ให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ 98.0 °C เป็นเวลา 12, 24, 36, 48 และ 60 นาที 
 ให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ 105.7 °C เป็นเวลา 4, 8, 12, 16 และ 20 นาที 
 ให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ 113.4 °C เป็นเวลา 1, 2, 3, 4 และ 5 นาที 
 ให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ 121.1 °C เป็นเวลา 0.5 1.0 1.5 2.0 และ 2.5 นาที 
วิเคราะห์คา่กิจกรรมของเอนไซม์เร่ิมต้นและคา่กิจกรรมของเอนไซม์หลงัจากการให้ความร้อนท่ี
อณุหภมูิและเวลาตา่งๆ ด้วยวิธีเดียวกบัข้อ 3.3.1  จากนัน้สร้างกราฟความสมัพนัธ์ระหวา่ง      
คา่ล็อกธรรมชาตขิองอตัราสว่นระหวา่งกิจกรรมของเอนไซม์หลงัจากได้รับความร้อนตอ่กิจกรรม
ของเอนไซม์เร่ิมต้น ( ln A/A0) และเวลาท่ีให้ความร้อน (นาที) เพ่ือหาคา่ D และสร้างกราฟ
ความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ Log D กบัอณุหภมูิ (°C) เพ่ือหาคา่ Z ดงัแสดงในภาคผนวก ง 



28 
วางแผนการทดลองทางสถิตแิบบ Completely Randomized Design (CRD) 

ทดลอง 3 ซ า้ วิเคราะห์ความแปรปรวนของข้อมลูทางสถิตด้ิวยวิธี Analysis of Variance (ANOVA) 
และเปรียบเทียบคา่เฉล่ียด้วยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DNMRT) 
 
3.4     ศึกษาการใช้ TTI ที่พัฒนาจากเอนไซม์เพื่อยืนยันสภาวะการฆ่าเชือ้น า้พริกแกงใน

รีทอร์ทเพาช์ 
 

 3.4.1 ผลิตน า้พริกแกง 
 

ผลิตน า้พริกแกงด้วยวิธีตามข้อ 3.2.1  บรรจนุ า้พริกแกงในถงุพลาสตกิชนิด 
polypropylene ปิดสนิทและเก็บท่ีอณุหภมูิ 4 °C  
 

3.4.2   ใช้ TTI ตดิตามการเปล่ียนแปลงอณุหภมูิและเวลาระหวา่งการฆา่เชือ้น า้พริกแกง
ในหม้อนึง่ฆา่เชือ้ 

 
  เลือกเอนไซม์ α-amylase ในสภาวะท่ีปรับปริมาณแคลเซียมและคา่ aw แล้วมี
จลนศาสตร์การถกูท าลายด้วยความร้อนใกล้เคียงกบัสปอร์ของ C. sporogenes มากท่ีสดุมาใช้
เป็น TTI   โดยบรรจุ  TTI ท่ีปรับปริมาณแคลเซียมและคา่  aw ในหลอดแคปิลลาร่ี  ปริมาณ 50 
ไมโครลิตร และตรึงหลอดแคปิลลาร่ีไว้บริเวณกึ่งกลางของถงุรีทอร์ทเพาช์ท่ีตดิตัง้เข็มวดัอณุหภมูิคู่
ควบ (thermocouple) บรรจนุ า้พริกแกง 150 กรัม ปิดผนกึโดยใช้เคร่ืองปิดผนกึสญุญากาศท่ี 0.05 
bar  จ านวน 3 ถงุ  โดยวางถงุรีทอร์ทเพาช์ท่ีตดิตัง้ เข็มวดัอณุหภมูิคูค่วบบนตะแกรงของหม้อนึง่   
ฆา่เชือ้ในต าแหนง่ท่ี P1, P2 และ P3 ดงัแสดงใน รูปท่ี 3.1 โดยให้ตะแกรงของหม้อนึง่ฆา่เชือ้มี
น า้พริกแกงชัน้ละ 5 ถงุ จ านวน 10 ชัน้  จากนัน้น าเข้าหม้อนึง่ฆา่เชือ้  บนัทกึอณุหภมูิของหม้อนึง่
ฆา่เชือ้และอาหารทกุ 5 วินาที จนสิน้สดุกระบวนการให้ความร้อนและท าให้เย็น  โดยแปรอณุหภมูิ
ในการฆา่เชือ้เป็น 3 ระดบัได้แก่  111.1, 115.1 และ 121.1 °C และหยดุการฆา่เชือ้ท่ีเวลาท่ีให้คา่
การฆา่เชือ้ (F0) เทา่กบั 1 นาที  
  ยืนยนัประสิทธิผลของการใช้ TTI ด้วยการวิเคราะห์คา่กิจกรรมของเอนไซม์เร่ิมต้น
และคา่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีใช้เป็น TTI บริเวณกึ่งกลางของถงุรีทอร์ทเพาช์หลงัจากการให้ความ
ร้อนในหม้อนึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิตา่งๆ  ตามวิธีการวิเคราะห์ของบริษัท Novozyme ดงัแสดงใน
ภาคผนวก ค จากนัน้ค านวณหาคา่  F จากคา่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีลดลงหลงัจากได้รับความร้อน
ในระหวา่งการฆา่เชือ้ และค านวณคา่  F จากข้อมลูอณุหภมูิและเวลาระหวา่งการฆา่เชือ้ท่ีตดิตาม
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ชัน้ตะแกรงบรรจอุาหารในหม้อนึง่ฆา่เชือ้ 
10     
9     
8  P3   
7     
6  P2   
5     
4  P1   
3     
2     
1     

 

ด้วยเข็มวดัอณุหภมูิคูค่วบด้วยวิธี General method   เปรียบเทียบคา่  F0 ท่ีค านวณได้จากข้อมลู
อณุหภมูิและเวลา กบัคา่ F ท่ีค านวณจากกิจกรรมของเอนไซม์ท่ีลดลงหลงัจากได้รับความร้อนใน
ระหวา่งการฆา่เชือ้เพ่ือยืนยนัประสิทธิผลของการใช้ TTI 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.1 ต าแหนง่ท่ีวดัอณุหภมูิน า้พริกแกงท่ีบรรจภุายในถงุรีทอร์ทเพาช์ในหม้อนึง่ฆา่เชือ้  
 
3.5 ศึกษาสมบัตทิางกายภาพและตรวจสอบคุณภาพทางจุลินทรีย์ในน า้พริกแกงที่ผ่าน

การฆ่าเชือ้ที่ภาวะที่เหมาะสม 
 

3.5.1 ศกึษาต าแหนง่ร้อนช้าและการแทรกผา่นความร้อนของน า้พริกแกงบรรจรีุทอร์ท
เพาช์ในหม้อนึง่ฆา่เชือ้ 

 
ศกึษารูปแบบการถ่ายโอนความร้อน ณ จดุร้อนช้าภายในหม้อนึง่ฆา่เชือ้ตาม

ภาคผนวก ฉ โดยตดิตามการเปล่ียนแปลงอณุหภมูิของอาหารระหวา่งการฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ  
121.1 °C  บรรจนุ า้พริกแกง 150 กรัม ในรีทอร์ทเพาช์ท่ีตดิตัง้เข็มวดัอณุหภมูิคูค่วบและวางใน
ต าแหนง่ท่ีคาดวา่จะเป็นจดุร้อนช้าของหม้อนึง่ฆา่เชือ้   โดยตะแกรงของหม้อนึง่ฆา่เชือ้วาง    
น า้พริกแกงบรรจรีุทอร์ทเพาช์ชัน้ละ 5 ถงุ จ านวน 10 ชัน้  น าเข้าหม้อนึง่ฆา่เชือ้ บนัทกึอณุหภมูิของ
หม้อนึง่ฆา่เชือ้และอาหารทกุ 5 วินาที จนสิน้สดุกระบวนการให้ความร้อนและท าให้เย็น  ท าการ
ทดลอง 2 ครัง้ จดุท่ีร้อนช้าท่ีสดุคือจดุท่ีอณุหภมูิของน า้พริกแกงเพิ่มขึน้จนถึงอณุหภมูิท่ีต้องการช้า
ท่ีสดุ หรือน า้พริกแกงท่ีมีคา่ F0 เทา่กบั 3 นาทีช้าท่ีสดุ  จากนัน้ น าข้อมลูการเปล่ียนแปลงอณุหภมูิ

 
 
ประตู
หม้อ  
ฆา่เชือ้ 

ทอ่ปลอ่ยน า้ร้อน 
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และการเปล่ียนแปลงเวลาของผลิตภณัฑ์ท่ีจดุร้อนช้ามาสร้าง heat penetration curve และ
ค านวณหา heat penetration parameters เพ่ือใช้หาเวลาในการฆา่เชือ้ (process time) และคา่
การฆา่เชือ้ (sterilizing value; F) โดยวิธี formula method (Stumbo, 1973) ดงัแสดงใน
ภาคผนวก ฉ 

 
3.5.2 วิเคราะห์สมบตัทิางกายภาพและตรวจสอบคณุภาพทางจลุินทรีย์ในน า้พริกแกง

สด 
 

ผลิตน า้พริกแกงด้วยวิธีตามข้อ 3.2.1 วิเคราะห์สมบตัทิางกายภาพของน า้พริกแกง
และตรวจสอบคณุภาพทางจลุินทรีย์ในน า้พริกแกงตามมาตรฐานผลิตภณัฑ์  อตุสาหกรรมของ
น า้พริกแกงสด ได้แก่ 

3.5.2.1   คา่ pH โดยใช้ pH meter (วิเคราะห์ 2 ซ า้) 
  3.5.2.2 คา่ water activity (aw) โดยใช้ Water activity meter (วิเคราะห์ 2 ซ า้) 

3.5.2.3   สี โดยเคร่ือง Chroma meter  Minolta CR-300 series (วิเคราะห์ 5 ซ า้) 
3.5.2.4   ลกัษณะเนือ้สมัผสั โดยเคร่ือง Texture analyzer (วิเคราะห์ 5 ซ า้) 
3.5.2.5   กลิ่นด้วยเคร่ือง E-nose (วิเคราะห์ 30 ซ า้) 

  3.5.2.6   การตรวจวิเคราะห์จลุินทรีย์ตามมาตรฐานผลิตภณัฑ์อตุสาหกรรม
น า้พริกแกง (มาตรฐานผลิตภณัฑ์อตุสาหกรรม, 2548) 
  -  จลุินทรีย์ทัง้หมด (Total plate count) ตามวิธี TIS 335 Part 1 

-  รา ตามวิธีของ Bacteriological Analytical Manual (BAM, USFDA  
(January 2001)) 

-  E. coli ตามวิธีของ Bacteriological Analytical Manual (BAM, USFDA 
(September 2002)) 

-  Clostridium perfringens ตามวิธีของ Bacteriological Analytical Manual 
(BAM, USFDA (January 2001))  

-  Staphylococcus aureus ตามวิธีของBacteriological Analytical Manual 
(BAM, USFDA (January 2001))  

-  Salmonella ตามวิธีของ ISO – 6579, 2002  
-  Bacillus cereus ตามวิธีของ Bacteriological Analytical Manual (BAM,  

USFDA (January 2001)) 
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3.5.3  ศกึษาสมบตัทิางกายภาพและจลุินทรีย์ของน า้พริกแกงท่ีผา่นการฆา่เชือ้และอายุ

การเก็บผลิตภณัฑ์ 
 

ผลิตน า้พริกแกง ด้วยวิธีตามข้อ 3.2.1 จากนัน้ฆา่เชือ้น า้พริกแกงในรีทอร์ทเพาช์ท่ี
อณุหภมูิ 121.1 °C โดยใช้เวลาในการฆา่เชือ้ตามเวลาท่ีค านวณได้ตามข้อท่ี 3.5.1 
  ศกึษาสมบตัทิางกายภาพ และจลุินทรีย์ของน า้พริกแกงท่ีผา่นการฆา่เชือ้และอายุ
การเก็บผลิตภณัฑ์ ทกุๆ 1 เดือน เป็นเวลา 5 เดือน  โดยเก็บรักษาผลิตภณัฑ์ท่ีผา่นการฆา่เชือ้ ท่ี
อณุหภมูิห้อง (28-30 °C) ตรวจสอบสมบตัทิางกายภาพของน า้พริกแกง ท่ีผา่นการฆา่เชือ้ตามท่ีระบุ
ในข้อ 3.5.2.1 - 3.5.2.5 และตรวจสอบวิเคราะห์จลุินทรีย์ตามมาตรฐานของอาหารท่ีเป็นกรดต ่า
ตามวิธีของ Bacteriological Analytical Manual (BAM, USFDA (January 2001)) โดยสง่
ตวัอยา่งวิเคราะห์ท่ี สถาบนัค้นคว้าและพฒันาผลิตภณัฑ์อาหาร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ 
  - จลุินทรีย์ทัง้หมด (Total plate count) 

- Flat sour mesophiles   
- Flat sour thermophiles 
- Mesophilic anaerobes 
- Thermophilic anaerobes 
วิเคราะห์ความแปรปรวนของข้อมลูทางสถิตด้ิวยวิธี Analysis of Variance 

(ANOVA) และเปรียบเทียบคา่เฉล่ียด้วยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DNMRT) 
หมายเหต ุ วิธีการวิเคราะห์แสดงในภาคผนวก ช และ ซ 
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บทที่ 4 

 
ผลการทดลองและวิจารณ์ 

 
4.1  การผลิตน า้พริกแกง 
 
 การทดลองนีไ้ด้ใช้สตูรน า้พริกแกงท่ีดดัแปลงจากสตูรน า้พริกแกงของอรอง จนัทร์ประสาท
สขุ (2545) โดยเพิ่มสดัสว่นของพริกขีห้นแูห้งเพ่ือเพิ่มความเผ็ดให้มากขึน้ ได้สตูรน า้พริกแกงขึน้มา
ใหมโ่ดยประกอบด้วย พริกชีฟ้้าแห้ง หอมแดง กระเทียม ตะไคร้ ผิวมะกรูด ขา่ ลกูผกัชีป่น เกลือ 
รากผกัชี และพริกขีห้นแูห้ง ดงัแสดงในตารางท่ี 3.1 
 ขัน้ตอนการเตรียมน า้พริกแกงจ าเป็นต้องล้างเคร่ืองเทศท่ีเป็นสว่นประกอบของน า้พริกแกง
อยา่งน้อย 2 ครัง้  จากการทดลองเพื่อลดปริมาณจลุินทรีย์เร่ิมต้นโดยการล้างท าความสะอาด
เคร่ืองเทศท่ีใช้ผลิตน า้พริกแกงของอรอง จนัทร์ประสาทสขุ (2545) พบวา่การล้างเคร่ืองเทศท่ีเป็น
สว่นประกอบ จ านวน 2 ครัง้ขึน้ไป และล้างตะไคร้ จ านวน 3 ครัง้ขึน้ไป ชว่ยลดปริมาณจลุินทรีย์
ทัง้หมดอยา่งมีนยัส าคญั (p ≤ 0.05) และเม่ือพิจารณาผลการตรวจสอบ viable C. botulinum ใน
เคร่ืองเทศหลงัผา่นการล้างท าความสะอาดเคร่ืองเทศทกุชนิดจ านวน 2 ครัง้ขึน้ไปจะตรวจไมพ่บ        
C. botulinum จงึถือวา่การล้างเคร่ืองเทศเป็นขัน้ตอนท่ีส าคญั  เน่ืองจากการล้างวตัถดุบิเป็นการ
ลดปริมาณจลุินทรีย์เร่ิมต้น หากมีจ านวนจลุินทรีย์เร่ิมต้นมากจะต้องใช้เวลาในการท าลายหรือให้
ความร้อนนานกวา่จ านวนจลุินทรีย์เร่ิมต้นน้อย เน่ืองจากมีกลไกการป้องกนัความร้อนจากจ านวน
จลุินทรีย์ซึง่จะผลิตหรือหลัง่สารเชน่ โปรตีนออกมาปกป้องตวัเอง ดงันัน้จงึควรก าจดัสิ่งสกปรกออก
จากวตัถดุบิให้มากท่ีสดุก่อนน าเข้าสูก่ระบวนการผลิตเพ่ือชว่ยลดระยะเวลาในการให้ความร้อนลง 
(Jay และคณะ, 2005) 
 
4.2  Thermal Death Time ของสปอร์ C. sporogenes ในน า้พริกแกง 
 

การทดลองเพื่อศกึษา thermal death time ของสปอร์ C. sporogenes  ในน า้พริกแกง  
จากขัน้ตอนการใสส่ปอร์ของ C. sporogenes ในน า้พริกแกงให้มีจ านวนสปอร์เร่ิมต้น 6 log 
CFU/g  พบวา่จ านวนสปอร์ของ  C. sporogenes ในน า้พริกแกงลดลงเหลือ 5.85±0.07 log 
CFU/g   

การใสส่ปอร์ของจลุินทรีย์ลงในน า้พริกแกง ท าให้ทราบฤทธ์ิในการต้านจลุินทรีย์ของ
น า้พริกแกง  โดยสมบตักิารยบัยัง้หรือลดปริมาณแบคทีเรียของน า้พริกแกงมาจากน า้มนัหอม
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ระเหยในเคร่ืองเทศท่ีเป็นสว่นผสม (สมศรี เจริญเกียรตกิลุ, 2545)  แตส่ าหรับการทดลองนีพ้บวา่
จ านวนสปอร์ของ C. sporogenes  ลดลงเพียงเล็กน้อย  เน่ืองจากในการทดลองใสส่ปอร์ลงใน
น า้พริกแกงและน าไปให้ความร้อนทนัที  ดงันัน้น า้มนัหอมระเหยท่ีมีสมบตักิารยบัยัง้จลุินทรีย์
อาจจะออกฤทธ์ได้เพียงเล็กน้อย  การทดลองของ ชยัรัตน์ วิลาสมงคลชยั (2546) ทดลองเตมิเชือ้
บริสทุธ์ิลงในน า้พริกแกง ท่ีท าให้ปลอดเชือ้โดยผา่นการฉายรังสี เพ่ือให้ทราบฤทธ์ิในการต้าน
จลุินทรีย์ก่อโรคแตล่ะชนิดท่ีเป็นข้อก าหนดตามเกณฑ์ของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ของน า้พริก
แกง พบวา่ น า้พริกแกงมีฤทธ์ิลด C. perfringens ท่ีมีจ านวนเร่ิมต้น  6.8x106 CFU/g จนตรวจไม่
พบ ภายใน 2 วนั   Salmonella  sp. ท่ีมีจ านวนเร่ิมต้น 3.62x107 CFU/g จนตรวจไมพ่บ ภายใน 2 
วนั    E. coli มีจ านวนเร่ิมต้น  6.5x107 CFU/g ให้ลดลง 2 log cycle ภายใน 7 วนั   S. aureus ท่ี
มีจ านวนเร่ิมต้น 7.84x106 CFU/g จนตรวจไมพ่บ ภายใน 4 วนั  ซึง่น า้มนัหอมระเหยแตล่ะชนิดจะ
ออกฤทธ์ิตอ่แบคทีเรียแตล่ะชนิดไมเ่ทา่กนั และเคร่ืองเทศแตล่ะชนิดก็มีน า้มนัหอมระเหยชนิดหลกั
ตา่งกนั   

หลงัการให้ความร้อนสปอร์ C. sporogenes  ในน า้พริกแกงท่ีอณุหภมูิ  93.0, 98.0, 105.7, 
113.4 และ 121.1 °C  เป็นระยะเวลาตา่งๆ พบวา่ สปอร์ของ  C. sporogenes  ในน า้พริกแกงมี
จ านวนลดลงตามเวลาในการให้ความร้อน และเม่ืออณุหภมูิท่ีให้ความร้อนสงูขึน้สปอร์              
C. sporogenes ในน า้พริกแกงจะลดลงตามเวลาในการให้ความร้อนอยา่งรวดเร็ว  ดงัแสดงในรูปท่ี 
4.1 ถึง 4.3  ตวัอยา่งเชน่ เม่ือให้ความร้อนสปอร์ C. sporogenes   ในน า้พริกแกงท่ีอณุหภมูิ   
121.1 °C  เป็นเวลานาน 2.5 นาที  พบวา่มีจ านวนสปอร์ท่ีเหลือรอดหลงัได้รับความร้อนเพียง 
4.28±0.31 log CFU/g  กลา่วคือ ท่ีอณุหภมูิสงูสปอร์จะถกูท าลายอยา่งรวดเร็ว ดงัแสดงในตาราง
ท่ี ข.2 ภาคผนวก ข 
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รูปท่ี 4.1   กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งจ านวนสปอร์ C. sporogenes ท่ีรอดชีวิต (Log CFU/g) 

กบัเวลาท่ีให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิตา่งๆ (นาที), การทดลองซ า้ท่ี 1 
 

 
รูปท่ี 4.2   กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งจ านวนสปอร์ C. sporogenes ท่ีรอดชีวิต (Log CFU/g) 

กบัเวลาท่ีให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิตา่งๆ (นาที), การทดลองซ า้ท่ี 2 
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รูปท่ี 4.3   กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งจ านวนสปอร์ C. sporogenes ท่ีรอดชีวิต (Log CFU/g) 

กบัเวลาท่ีให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิตา่งๆ (นาที), การทดลองซ า้ท่ี 3 
 

จากกราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งจ านวนสปอร์ C. sporogenes  ท่ีรอดชีวิตและเวลาในการ
ให้ความร้อน ดงัแสดงในรูปท่ี 4.1 ถึง 4.3 สามารถหาคา่ D ได้จากเส้นตรงของกราฟตามสมการท่ี 
2.1  โดยสปอร์ C. sporogenes ในน า้พริกแกงมีคา่ D ท่ีอณุหภมูิ 93.0, 98.0, 105.7, 113.4 และ      
121.1 °C เทา่กบั 21.31, 9.63, 5.00, 2.30 และ 1.75 นาทีตามล าดบั  ดงัแสดงในตารางท่ี 4.1  คา่ 
D เป็นระยะเวลาท่ีท าให้จ านวนจลุินทรีย์ท่ีรอดชีวิตลดลง 1 วงจรล็อก คา่ D จะลดลงตามล าดบั
เม่ืออณุหภมูิสงูขึน้ นัน่คืออตัราการท าลายจลุินทรีย์ด้วยความร้อนมีคา่สงูขึน้เม่ือเพิ่มอณุหภมูิใน
การฆา่เชือ้    จากนัน้หาคา่  Z  ของสปอร์ C. sporogenes  ในน า้พริกแกงจากกราฟความสมัพนัธ์
ระหวา่งอณุหภมูิ (°C) และคา่ log D (นาที) ดงัแสดงในรูปท่ี 4.4  ได้คา่ Z ของสปอร์                 
C. sporogenes ในน า้พริกแกงเทา่กบั 25.93 °C ดงัแสดงในตารางท่ี 4.1    
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ตารางท่ี 4.1  คา่ D และ Z ของสปอร์ C. sporogenes ในน า้พริกแกง 
 

อณุหภมูิ (°C) D value (นาที)* Z value (°C)* 
93.0 21.31±0.66 

25.93±2.79 
98.0 9.63±0.11 

105.7 5.00±0.80 
113.4 2.30±0.56 
121.1 1.75±0.35 

* ตวัเลขในตารางแสดงคา่ D และคา่ Z เฉล่ีย  ±  ด้วยคา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ า้ 
 
 

รูปท่ี 4.4   กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ Log D ของสปอร์ C. sporogenes ในน า้พริกแกงกบั 
อณุหภมูิ (°C), การทดลองซ า้ท่ี 1-3  

 
จากผลการทดลองจะเห็นได้วา่คา่ D ของสปอร์ C. sporogenes  ในน า้พริกแกง มีคา่สงู

กวา่คา่ D  ของสปอร์ C. sporogenes ในสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีมีคา่ pH ใกล้เคียงกนั  นอกจากนัน้
สปอร์ C. sporogenes ในน า้พริกแกงนัน้มีความทนความร้อนสงูกวา่ (D121.1 °C = 1.75 นาที) และมี
ความไวตอ่ความร้อนต ่ากวา่ (Z = 25.93 °C) สปอร์ C. sporogenes  ในอาหารท่ีมีความเป็นกรด
ต ่าชนิดอ่ืนๆ ซึง่มีคา่ D121.1 °C  อยูใ่นชว่ง 0.1 ถึง 1.5 นาที และคา่ Z เทา่กบั 7.8 ถึง 10 °C 
(Stumbo, 1973)  สอดคล้องกบัการทดลองอ่ืนท่ีพบวา่สปอร์ของจลุินทรีย์มีความทนความร้อน
มากขึน้เม่ืออยูใ่นอาหาร ตวัอยา่งเชน่ คา่ D121.1 °C  ของสปอร์ C. sporogenes  ในมนัฝร่ังบด 
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(mashed potato) มีคา่ D121.1 °C  เทา่กบั 0.98 นาที ซึง่ทนความร้อนสงูกวา่ สปอร์ C. sporogenes  
ในสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีมีคา่ D121.1 °C  เทา่กบั 0.88 นาที และคา่ Z เทา่กบั 10.04 °C (Chung และ
คณะ, 2008) เชน่เดียวกบัผลการทดลองของ Naim และคณะ,  (2008) ท่ีรายงานวา่สปอร์          
C. sporogenes  ในชิน้เจลแครอท (carrot alginate particles) ทนความร้อนสงูกวา่สปอร์            
C. sporogene s ในสารละลายบฟัเฟอร์เม่ือคา่ pH เทา่กนัโดยสปอร์ C. sporogenes  ในชิน้       
เจลแครอทมีคา่ D121.1 °C  สงูกวา่ในสารละลายบฟัเฟอร์  3.9 ถึง 6.3 เทา่  นอกจากนัน้สปอร์          
C. sporogenes  ในซุปถัว่ข้น (pea puree) มีคา่ D ท่ีอณุหภมูิ 115 และ 121 °C สงูถึง 23.86 และ 
6.32 นาทีตามล าดบั และคา่ Z เทา่กบั 10.41 °C (Kormendy และ Farkas, 2000)  ความทน
ความร้อนของสปอร์ของจลุินทรีย์มีความแตกตา่งกนัเน่ืองจากลกัษณะทางกายภาพและลกัษณะ
ทางเคมีของอาหาร เชน่ pH ปริมาณของแข็ง และคา่ aw   น า้พริกแกงมีองค์ประกอบท่ีเป็น 
pectinous substance ในปริมาณมากเน่ืองจากมีสว่นประกอบจากเคร่ืองเทศชนิดตา่งๆ ซึง่อาจ
สง่ผลในการปกป้องสปอร์ของจลุินทรีย์จากการท าลายด้วยความร้อนสง่ผลให้คา่ความคงทนตอ่
ความร้อนเพิ่มสงูขึน้ท่ีอณุหภมูิมาตรฐาน (121.1 °C) แตจ่ากการท่ีสปอร์ของ  C. sporogenes ใน
น า้พริกแกงมีคา่ Z (25.93 °C) สงูกวา่คา่ Z ของสปอร์ C. sporogenes ในอาหารทัว่ไป  แสดงให้
เห็นวา่ท่ีอณุหภมูิต ่ากวา่อณุหภมูิมาตรฐาน จลุินทรีย์ดงักลา่วจะมีคา่ D หรือความทนความร้อนต ่า
กวา่สปอร์  C. sporogene s ในอาหารทัว่ไป  แสดงให้เห็นวา่โดยรวมแล้ว  สว่นประกอบท่ีเป็น
เคร่ืองเทศในน า้พริกแกงสง่ผลให้จลุินทรีย์ถกูท าลายด้วยความร้อนได้มากขึน้ 
 

4.3 Thermal Death Time ของเอนไซม์ -amylase 
 
4.3.1 ผลของปริมาณแคลเซียมไอออนตอ่ความทนความร้อนของเอนไซม์ α-amylase 

ท่ีมีคา่ aw เทา่กบั 0.826 
 

เอนไซม์  -amylase ท่ีสร้างจาก B. licheniformis เป็นเอนไซม์ท่ีสามารถทน

ความร้อนได้สงูแตกตา่งจากเอนไซม์  -amylase ชนิดอ่ืนๆ (Haentjens และคณะ, 1998) จงึ
เลือกส าหรับใช้ในการทดลองนี ้ จากการศกึษาเบือ้งต้นพบวา่เอนไซม์ดงักลา่วมีความทนความร้อน
ต ่ากวา่ความทนความร้อนของสปอร์ C. sporogenes จงึทดลองปรับปริมาณแคลเซียมไอออนและ
คา่ aw เพ่ือเพิ่มความทนความร้อนของเอนไซม์    

การให้ความร้อนเอนไซม์ α-amylase ท่ีอณุหภมูิ 98.0, 105.7, 113.4 และ 121.1 
°C  เป็นระยะเวลาตา่งๆ พบวา่กิจกรรมของเอนไซม์ α-amylase ลดลงตามเวลาในการให้ความ
ร้อน โดยในชว่งแรกของการให้ความร้อนกิจกรรมของเอนไซม์จะลดลงอยา่งรวดเร็วและจะช้าลง
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เม่ือระยะเวลาในการให้ความร้อนนานขึน้ และเม่ืออณุหภมูิท่ีให้ความร้อนสงูขึน้ กิจกรรมของ
เอนไซม์จะลดลงตามเวลาในการให้ความร้อนอยา่งรวดเร็วเม่ือเปรียบเทียบกบัการให้ความร้อนท่ี
อณุหภมูิต ่ากวา่ ซึง่ต้องใช้เวลานานกิจกรรมของเอนไซม์จงึจะลดลง ดงัแสดงในรูปท่ี 4.5 ถึง 4.13  
ตวัอยา่งเชน่ เม่ือให้ความร้อนเอนไซม์ท่ีมีปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 20 ppm และคา่ aw 
เทา่กบั 0.826 ท่ีอณุหภมูิ 98.0 °C  ให้ความร้อนเอนไซม์เป็นเวลานาน 36 นาที คา่กิจกรรมของ
เอนไซม์ลดลงจาก 117. 11 เป็น 74.46 KNU/g คดิเป็นร้อยละ 36.41  เม่ือให้ความร้อน เอนไซม์ท่ี
อณุหภมูิ 121.1 °C  เป็นเวลานาน 2.0 นาที  พบวา่กิจกรรมของเอนไซม์ หลงัได้รับความร้อนลดลง
จาก 117.11 เป็น 1.42 KNU/g คดิเป็นร้อยละ 98.79 กลา่วคือ ท่ีอณุหภมูิสงูเอนไซม์จะถกูท าลาย
ด้วยความร้อนได้อยา่งรวดเร็ว ดงัแสดงในตารางท่ี ง.2 ถึง ง.4 ภาคผนวก ง 

 
รูปท่ี 4.5   กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ ln A/A0 และเวลาท่ีให้ความร้อน (นาที) เม่ือเอนไซม์มี 

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 20 ppm และคา่ aw เทา่กบั 0.826, การทดลองซ า้ท่ี 1 
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รูปท่ี 4.6   กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่ง  ln (A/A0) และเวลาท่ีให้ความร้อน (นาที)  เม่ือเอนไซม์มี

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 20 ppm และคา่ aw เทา่กบั 0.826, การทดลองซ า้ท่ี 2 
 

 
รูปท่ี 4.7   กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่ง  ln (A/A0) และเวลาท่ีให้ความร้อน (นาที)  เม่ือเอนไซม์มี

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 20 ppm และคา่ aw เทา่กบั 0.826, การทดลองซ า้ท่ี 3 
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รูปท่ี 4.8   กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่ง  ln (A/A0) และเวลาท่ีให้ความร้อน (นาที)  เม่ือเอนไซม์มี

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 70 ppm และคา่ aw เทา่กบั 0.826, การทดลองซ า้ท่ี 1 
 

 
 
รูปท่ี 4.9   กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่ง  ln (A/A0) และเวลาท่ีให้ความร้อน (นาที)  เม่ือเอนไซม์มี

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 70 ppm และคา่ aw เทา่กบั 0.826, การทดลองซ า้ท่ี 2 
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รูปท่ี 4.10   กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่ง  ln (A/A0) และเวลาท่ีให้ความร้อน (นาที)  เม่ือเอนไซม์มี

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 70 ppm และคา่ a w เทา่กบั 0.826, การทดลองซ า้ท่ี  
3 

 

 
รูปท่ี 4.11 กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่ง  ln (A/A0) และเวลาท่ีให้ความร้อน (นาที)  เม่ือเอนไซม์มี

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 120 ppm และคา่ a w เทา่กบั 0.826, การทดลองซ า้ท่ี  
1 
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รูปท่ี 4.12  กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่ง ln (A/A0) และเวลาท่ีให้ความร้อน (นาที) เม่ือเอนไซม์มี 

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 120 ppm และคา่ a w เทา่กบั 0.826, การทดลองซ า้ท่ี  
2 

 

 
รูปท่ี 4.13  กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่ง ln (A/A0) และเวลาท่ีให้ความร้อน (นาที) เม่ือเอนไซม์มี 

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 120 ppm และคา่ a w เทา่กบั 0.826, การทดลองซ า้ท่ี  
3 
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การทดลองของ Guiavarch และคณะ (2002) ศกึษาการเสียสภาพของเอนไซม์

ด้วยความร้อนท่ีได้รับ พบวา่เอนไซม์ -amylase ท่ีสร้างจาก B. licheniformis เสียสภาพตาม
อณุหภมูิและเวลาท่ีได้รับความร้อนภายใต้สภาวะการให้ความร้อนแบบอณุหภมูิคงท่ีตาม first 
order reaction kinetics ซึง่สามารถเขียนสมการได้ดงัสมการท่ี 2.4 หรือเขียนในเทอม Thermal 
death time ได้ดงัสมการท่ี 2.5  และสามารถหาคา่ D ได้จากกราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ล็อก
ธรรมชาตขิองอตัราสว่นระหวา่งกิจกรรมของเอนไซม์หลงัจากได้รับความร้อนตอ่กิจกรรมของ
เอนไซม์เร่ิมต้น (ln A/A0) และเวลาท่ีให้ความร้อน (นาที) ดงัแสดงในภาคผนวก ง 

จากการปรับปริมาณแคลเซียมไอออนของเอนไซม์เป็น 3 ระดบัได้แก่ 20, 70 และ 
120 ppm  พบวา่ปริมาณแคลเซียมไอออนไมมี่ผลตอ่ความทนความร้อนหรือคา่ D ของเอนไซม์ท่ี
อณุหภมูิ 98.0, 105.7 และ113.4 °C อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ (p > 0.05) ดงัแสดงผลการ
วิเคราะห์ทางสถิตใินตารางท่ี ฌ .1 ภาคผนวก ฌ ยกเว้นท่ีคา่ D ท่ีอณุหภมูิ 121.1 °C ท่ีการปรับ
ปริมาณแคลเซียมมีผลตอ่คา่ D ของเอนไซม์ อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p ≤ 0.05) ดงัแสดงผลการ
วิเคราะห์ทางสถิตใินตารางท่ี ฌ .1 ภาคผนวก ฌ โดยเอนไซม์ท่ีมีปริมาณแคลเซียม 20, 70 และ 
120 ppm มีคา่ D121.1 °C เทา่กบั 1.04, 1.36 และ 0.96 นาทีตามล าดบั  ซึง่แตกตา่งกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิต ิ(p ≤ 0.05) ดงัแสดงในตารางท่ี 4.2   

 
ตารางท่ี 4.2  ผลของปริมาณแคลเซียมไอออนตอ่ความทนความร้อนของเอนไซม์ α-amylase ท่ีมี

คา่ aw เทา่กบั 0.826 

ปริมาณ
แคลเซียมไอออน 

(ppm) 

คา่ D (นาที)* 
คา่ Z (°C)* 

98.0 °C ns 105.7 °C ns 113.4 °C ns 121.1 °C 

20 188.73 ±11.55 22.06 ±4.67 3.44 ±0.48 1.04a±0.03 10.17a±0.13 
70 200.27 ±13.14 24.53 ±1.75 3.72 ±0.20 1.36b±0.12 10.51b±0.03 
120 186.77 ±21.40 23.34 ±3.80 3.37 ±0.03 0.96a±0.02 10.00a±0.21 

* ตวัเลขในตารางแสดงคา่ D และคา่ Z เฉล่ีย  ±  ด้วยคา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ า้ 
a, b, c, …  ตวัอกัษรท่ีก ากบัตวัเลขในสดมภ์เดียวกนัท่ีตา่งกนัมีความแตกตา่งกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.05) 
 

การท างานของเอนไซม์ต้องการแคลเซียมไอออนเพ่ือให้เอนไซม์มีความเสถียรท่ี 
pH 5.5 ถึง 9 และท่ีอณุหภมูิสงูกวา่ 115 °C   ซึง่สอดคล้องกบัผลการทดลองท่ีได้  จะเห็นได้วา่
ปริมาณแคลเซียมมีผลท าให้ความทนความร้อนของเอนไซม์เพิ่มขึน้อยา่งมีนยัส าคญัเฉพาะท่ี
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อณุหภมูิสงู (121.1 °C) เทา่นัน้ สงัเกตได้จากคา่ D121.1 °C เทา่นัน้ท่ีแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิต ิ(p ≤ 0.05) 

 

 
รูปท่ี 4.14   กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ Log D ของเอนไซม์กบัอณุหภมูิ (°C) เม่ือเอนไซม์มี

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 20 ppm และคา่ a w เทา่กบั 0.826, การทดลองซ า้ท่ี 
1-3  

 
รูปท่ี 4.15  กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ Log D ของเอนไซม์กบัอณุหภมูิ (°C)เม่ือเอนไซม์มี

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 70 ppm และคา่ a w เทา่กบั 0.826, การทดลองซ า้ท่ี 
1-3  
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รูปท่ี 4.16   กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ Log D ของเอนไซม์กบัอณุหภมูิ (°C)เม่ือเอนไซม์มี

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 120 ppm และคา่ a w เทา่กบั 0.826, การทดลองซ า้
ท่ี 1-3  

 
จากกราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ Log D กบัอณุหภมูิ (°C) ดงัแสดงในรูปท่ี 

4.14 ถึง 4.16 เพ่ือหาคา่ Z พบวา่เอนไซม์  α-amylase ท่ีมีปริมาณแคลเซียมไอออน 20, 70 และ 
120 ppm มีคา่ Z เทา่กบั 10.17, 10.51 และ 10.00 °C ตามล าดบั ดงัแสดงในตารางท่ี 4.2   โดย
ปริมาณแคลเซียมไอออนมีผลตอ่ความไวตอ่ความร้อนหรือคา่ Z ของเอนไซม์อยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิต ิ(p ≤ 0.05) โดยเม่ือปรับปริมาณแคลเซียมของเอนไซม์เป็น 20 และ 120 ppm เอนไซม์มีคา่  Z 
เทา่กบั 10.17 และ 10.00 °C ตามล าดบั ซึง่แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ (p ≤ 0.05) จาก
เอนไซม์ท่ีปรับปริมาณแคลเซียม 70 ppm ท่ีมีคา่ Z เทา่กบั 10.51 °C ดงัแสดงในตารางท่ี 4.2 โดย
ผลการวิเคราะห์ทางสถิตแิสดงในภาคผนวก ฌ 

จากผลการทดลองเม่ือต้องการเปรียบเทียบความทนความร้อนของเอนไซม์ท่ีมี
การปรับปริมาณแคลเซียมไอออนกบัความทนความร้อนของสปอร์ C. sporogenes  ในน า้พริกแกง 
พบวา่เอนไซม์ท่ีมีปริมาณแคลเซียมไอออน 70 ppm สามารถทนความร้อนได้ใกล้เคียงกบัความทน
ความร้อนของสปอร์ C. sporogenes  ในน า้พริกแกงมากกวา่เอนไซม์ท่ีมีปริมาณแคลเซียมไอออน 
20 และ 120 ppm โดยคา่ D121.1 °C  ของเอนไซม์ท่ีมีปริมาณแคลเซียมไอออน 70 ppm  มีคา่ 1.36 
นาที แตท่ัง้นีก็้ยงัต ่ากวา่ความทนความร้อนของ สปอร์ C. sporogenes  ในน า้พริกแกง (D121.1 °C = 
1.75 นาที) นอกจากนัน้เอนไซม์ท่ีมีปริมาณแคลเซียมไอออน 70  ppm  นัน้กลบัมีความไวตอ่ความ
ร้อน (Z = 10.51 °C) สงูกวา่ของสปอร์ C. sporogenes  ในน า้พริกแกง (Z = 25.93 °C)  
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4.3.2 ผลของคา่ water activity ตอ่ความทนความร้อนของเอนไซม์ α-amylase ท่ีมี 

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 70 ppm 
 

เม่ือเลือกเอนไซม์ท่ีมีปริมาณแคลเซียมไอออน 70 ppm มาทดลองปรับคา่ aw ของ
เอนไซม์เพ่ือเพิ่มความทนความร้อนให้ใกล้เคียงกบัความทนความร้อนของสปอร์ C. sporogenes  
ในน า้พริกแกงให้มากขึน้   ผลการทดลองพบวา่การให้ความร้อนเอนไซม์ α-amylase ท่ีอณุหภมูิ  
98.0, 105.7, 113.4 และ 121.1 °C  เป็นระยะเวลาตา่งๆ พบวา่กิจกรรมของเอนไซม์ α-amylase 
ลดลงตามเวลาท่ีรับความร้อน ดงัแสดงในรูปท่ี 4.17 ถึง 4.28 

 
รูปท่ี 4.17  กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่ง ln (A/A0) และเวลาท่ีให้ความร้อน (นาที) เม่ือเอนไซม์มี 

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 70 ppm และคา่ aw เทา่กบั 0.782, การทดลองซ า้ท่ี 1 
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รูปท่ี 4.18 กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่ง ln (A/A0) และเวลาท่ีให้ความร้อน (นาที) เม่ือเอนไซม์มี 

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 70 ppm และคา่ aw เทา่กบั 0.782, การทดลองซ า้ท่ี 2 

 
รูปท่ี 4.19 กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่ง  ln (A/A0) และเวลาท่ีให้ความร้อน (นาที) เม่ือเอนไซม์มี

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 70 ppm และคา่ aw เทา่กบั 0.782, การทดลองซ า้ท่ี 3 
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รูปท่ี 4.20 กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่ง ln (A/A0) และเวลาท่ีให้ความร้อน (นาที) เม่ือเอนไซม์มี 

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 70 ppm และคา่ aw เทา่กบั 0.760, การทดลองซ า้ท่ี 1 
 

 
รูปท่ี 4.21 กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่ง  ln (A/A0) และเวลาท่ีให้ความร้อน (นาที) เม่ือเอนไซม์มี

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 70 ppm และคา่ aw เทา่กบั 0.760, การทดลองซ า้ท่ี 2 
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รูปท่ี 4.22 กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่ง  ln (A/A0) และเวลาท่ีให้ความร้อน (นาที) เม่ือเอนไซม์มี

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 70 ppm และคา่ aw เทา่กบั 0.760, การทดลองซ า้ท่ี 3 
 

 
รูปท่ี 4.23 กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่ง  ln (A/A0) และเวลาท่ีให้ความร้อน (นาที) เม่ือเอนไซม์มี

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 70 ppm และคา่ aw เทา่กบั 0.716, การทดลองซ า้ท่ี 1 
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รูปท่ี 4.24 กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่ง  ln (A/A0) และเวลาท่ีให้ความร้อน (นาที) เม่ือเอนไซม์มี

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 70 ppm และคา่ aw เทา่กบั 0.716, การทดลองซ า้ท่ี 2 
 
 

 
รูปท่ี 4.25 กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่ง  ln (A/A0) และเวลาท่ีให้ความร้อน (นาที) เม่ือเอนไซม์มี

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 70 ppm และคา่ aw เทา่กบั 0.716, การทดลองซ า้ท่ี 3 
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รูปท่ี 4.26 กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่ง  ln (A/A0) และเวลาท่ีให้ความร้อน (นาที) เม่ือเอนไซม์มี

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 70 ppm และคา่ aw เทา่กบั 0.686, การทดลองซ า้ท่ี 1 
 

 
รูปท่ี 4.27 กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่ง  ln (A/A0) และเวลาท่ีให้ความร้อน (นาที) เม่ือเอนไซม์มี

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 70 ppm และคา่ aw เทา่กบั 0.686, การทดลองซ า้ท่ี 2 
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รูปท่ี 4.28 กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่ง  ln (A/A0) และเวลาท่ีให้ความร้อน (นาที) เม่ือเอนไซม์มี

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 70 ppm และคา่ aw เทา่กบั 0.686, การทดลองซ า้ท่ี 3 
 

จากกราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ Log D กบัอณุหภมูิ (°C) ดงัแสดงในรูปท่ี 
4.29 ถึง 4.32 พบวา่เอนไซม์ α-amylase มีคา่ D ลดลงเม่ืออณุหภมูิในการให้ความร้อนเพิ่มสงูขึน้  
โดยสามารถหาคา่ Z ได้จากสมการเส้นตรง  พบวา่เอนไซม์  α-amylase ท่ีมีคา่ aw  เทา่กบั 0.782, 
0.760, 0.716 และ 0.686 มีคา่ Z เทา่กบั 8.95,  8.97,  9.25 และ 9.30  °C ตามล าดบั 
 
  

-3.50

-3.00

-2.50

-2.00

-1.50

-1.00

-0.50

0.00

0.50

0 10 20 30 40 50 60 70

ln(
 A

/A
0)

เวลาท่ีให้ความร้อน (นาที)

98.0 °C

105.7 °C

113.4 °C

121.1 °C



53 

 
รูปท่ี 4.29  กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ Log D ของเอนไซม์กบัอณุหภมูิ (°C)เม่ือเอนไซม์มี

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 70 ppm และคา่ a w เทา่กบั 0.782, การทดลองซ า้ท่ี 
1-3  

 

 
รูปท่ี 4.30  กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ Log D ของเอนไซม์กบัอณุหภมูิ (°C)เม่ือเอนไซม์มี

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 70 ppm และคา่ a w เทา่กบั 0.760, การทดลองซ า้ท่ี 
1-3 
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รูปท่ี 4.31   กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ Log D ของเอนไซม์กบัอณุหภมูิ (°C)เม่ือเอนไซม์มี

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 70 ppm และคา่ a w เทา่กบั 0.716, การทดลองซ า้ท่ี 
1-3  

 

 
รูปท่ี 4.32  กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ Log D ของเอนไซม์กบัอณุหภมูิ (°C)เม่ือเอนไซม์มี

ปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 70 ppm และคา่ a w เทา่กบั 0.686, การทดลองซ า้ท่ี 
1-3  
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จากตารางท่ี 4.3 พบวา่คา่ aw มีผลตอ่ความทนความร้อน  (คา่ D) และความไวตอ่

ความร้อน (คา่ Z) ของเอนไซม์อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ (p ≤ 0.05) และแสดงผลการวิเคราะห์
ทางสถิตใินตารางท่ี ฌ.2 ภาคผนวก ฌ เม่ือคา่ aw ของเอนไซม์ลดลงจาก 0.826 เป็น 0.686 พบวา่
ท าให้คา่ D ท่ีทกุอณุหภมูิเพิ่มขึน้ โดยเอนไซม์ท่ีปรับคา่ aw เทา่กบั 0.826, 0.782, 0.760, 0.716 
และ 0.686 มีคา่ D121.1 °C เทา่กบั 1.36, 1.80, 1.98, 2.41 และ 2.96 นาทีตามล าดบั สว่นคา่ Z มี
ความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ (p ≤ 0.05) โดยเอนไซม์ท่ีปรับคา่ aw เทา่กบั 0.826 มี
คา่ Z เทา่กบั 10.51  °C ซึง่แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญั (p ≤ 0.05) กบัเอนไซม์ท่ีปรับคา่ aw  เทา่กบั 
0.782, 0.760, 0.716 และ 0.686 ท่ีมีคา่ Z เทา่กบั 8.95,  8.97,  9.25 และ 9.30   °C ตามล าดบัดงั
แสดงในตารางท่ี 4.3 
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ตารางท่ี 4.3  ผลของคา่ water activity ตอ่ความทนความร้อนของเอนไซม์ α-amylaseท่ีมีปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 70 ppm 
 

Water activity 
คา่ D (นาที)* 

คา่ Z (°C)* 
98.0 °C 105.7 °C 113.4 °C 121.1 °C 

0.826 200.27 a±13.14 24.53 a±1.75 3.72 a±0.20 1.36 a±0.12 10.51 b±0.03 
0.782 632.43 b±99.93 50.76 a±5.87 5.38 a±0.58 1.80 ab±0.09 8.95 a±0.16 
0.760 690.89 b±148.39 107.12 ab±46.75 10.73 ab±2.90 1.98 bc±0.03 8.97 a±0.35 

0.716 653.98 b±46.05 200.50 b±96.45 18.25 bc±5.38 2.41c±0.15 9.25 a±0.10 

0.686 925.52 c±155.13 181.84 b±54.25 28.00 c±10.35 2.96 d ±0.15 9.30 a±0.32 

* ตวัเลขในตารางแสดงคา่ D และคา่ Z เฉล่ีย  ±  ด้วยคา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ า้ 
a, b, c, …  ตวัอกัษรท่ีก ากบัตวัเลขในสดมภ์เดียวกนัท่ีตา่งกนัมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  (p ≤ 0.05) 
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จากข้อมลูข้างต้นกลา่วได้วา่การปรับลด  aw ของเอนไซม์สง่ผลให้เอนไซม์ทนความ
ร้อนมากขึน้เน่ืองจากในการยบัยัง้กิจกรรมของเอนไซม์ด้วยความร้อน น า้ท าหน้าท่ีเป็นตวัหลอ่ล่ืนท าให้
โครงสร้างโมเลกลุของเอนไซม์มีความยืดหยุน่ การดงึน า้ออกจากโมเลกลุของเอนไซม์จงึสง่ผลให้
เอนไซม์มีความแข็ง โครงสร้างไมยื่ดหยุน่ จงึถกูท าลายด้วยความร้อนได้ยากขึน้ (Haentjens และคณะ 
1998)  สอดคล้องกบัการทดลองของ Haentjens และคณะ  (1998) ท่ีได้ศกึษาการใช้ เอนไซม์          

-amylase ทางการค้า 3 ชนิด  Ban® Thermozyme® และ Termamyl® ซึง่เป็นเอนไซม์จากจลุินทรีย์ 
B. licheniformis และ B. amyloliquefaciens  เป็น TTI โดยการปรับคา่ water content พบวา่เอนไซม์
ทัง้สามชนิดจะทนความร้อนมากขึน้เม่ือ water content ลดลง  โดยเอนไซม์ α-amylase ท่ีมีความชืน้ 
81% มีคา่ Ea ท่ีแสดงถึงความไวตอ่ความร้อน เทา่กบั  261 kJ/mole มีคา่ใกล้เคียงกบัสปอร์ของ        
C. botulinum ท่ีมีคา่ Ea เทา่กบั 280 kJ/mole มากท่ีสดุ 

จากผลการทดลองเม่ือต้องการเปรียบเทียบความทนความร้อนของเอนไซม์ท่ีมีการ
ปรับ aw กบัความทนความร้อนของ สปอร์ C. sporogenes  ในน า้พริกแกง  พบวา่เอนไซม์ท่ีมีปริมาณ
แคลเซียมไอออน 70 ppm และปรับคา่ aw ของเอนไซม์ให้มีคา่เทา่กบั 0.782 มีคา่ D121.1 °C เทา่กบั 1.80 
นาที ซึง่ใกล้เคียงกบั สปอร์ C. sporogenes  ในน า้พริกแกง ( D121.1 °C = 1.75) มากท่ีสดุ  แตเ่อนไซม์
ดงักลา่วยงัมีความไวตอ่ความร้อน สงูกวา่ความไวตอ่ความร้อนของ สปอร์ C. sporogenes  ใน    
น า้พริกแกงมาก สงัเกตได้จากคา่ Z ของ เอนไซม์ท่ีมีคา่ 8.95 °C ต ่ากวา่ คา่ Z  ของสปอร์                   
C. sporogenes  ในน า้พริกแกง (Z = 25.93 °C) ดงัแสดงในรูปท่ี 4.33 ผู้ทดลองจงึเลือกเอนไซม์ท่ี

สภาวะดงักลา่วในการพฒันาใช้เป็น TTI เน่ืองจากเอนไซม์ α-amylaseท่ีมีการปรับปริมาณแคลเซียม 
70 ppm และปรับคา่ aw  เทา่กบั 0.782 มีจลนศาสตร์การถกูท าลายด้วยความร้อนใกล้เคียงกบั สปอร์ 
C. sporogenes  ในน า้พริกแกงมากท่ีสดุ  โดยการท่ีเอนไซม์มีคา่ Z ต ่ากวา่ ขณะท่ีมีคา่ D121.1 °C 
ใกล้เคียงกนั ท าให้คา่การถกูท าลายด้วยความร้อน - เวลา (Temperature – time destruction) ของ
เอนไซม์ มีคา่น้อยกวา่ของสปอร์จลุินทรีย์ จงึสามารถใช้ในการค านวณหรือท านายการฆา่เชือ้ได้อยา่ง
ปลอดภยั 
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รูปท่ี 4.33   กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ Log D กบัอณุหภมูิ (°C) ของเอนไซม์  α-amylase ท่ีมีการ

ปรับปริมาณแคลเซียม 70 ppm และปรับคา่ aw  เทา่กบั 0.782 และสปอร์ C.sporogenes 
ในน า้พริกแกง 

 
 
4.4 ประสิทธิผลของการใช้ Time Temperature Integrator (TTI) ที่พัฒนาจากเอนไซม์เพื่อ

ยืนยันสภาวะการฆ่าเชือ้น า้พริกแกงในรีทอร์ทเพาช์ 
 
 4.4.1 คา่ F ท่ีค านวณจากข้อมลูอณุหภมูิและเวลาท่ีได้รับความร้อนด้วยวิธี General 

method 
   

การยืนยนัสภาวะการฆา่เชือ้สามารถค านวณได้จากคา่การฆา่เชือ้ (F)  คา่ F คือ 
ระยะเวลาเป็นนาทีท่ีอณุหภมูิหนึง่ซึง่ใช้ท าลายจลุินทรีย์ในอาหารภายใต้สภาวะท่ีก าหนด   ซึง่การใช้
คา่ F จ าเป็นต้องระบอุณุหภมูิ (process temperature) ท่ีใช้ และคา่ Z ของจลุินทรีย์เป้าหมายด้วย    
มาตรฐานความปลอดภยัขัน้ต ่าของการผลิตอาหารท่ีมีความเป็นกรดต ่าจะต้องค านวณคา่ F โดยใช้คา่ 
Z ของสปอร์ของ  C. botulinum (Z =10.00 °C) เพ่ือความปลอดภยั (Fellows, 1993)  ดงันัน้หาก
ต้องการประเมินความปลอดภยัของกระบวนการฆา่เชือ้โดยใช้ TTI ท่ีพฒันาขึน้ จงึสามารถ
เปรียบเทียบคา่ F ท่ีค านวณได้จากเอนไซม์ท่ีเลือกใช้เป็น TTI (เอนไซม์ท่ีมีปริมาณแคลเซียม 70 ppm 
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และปรับคา่ aw  เทา่กบั 0.782)  ซึง่มีคา่ Z เทา่กบั 8.95 °C กบัคา่ F ท่ีค านวณได้โดยใช้คา่ Z ของสปอร์
ของ C. botulinum หรือสปอร์ของ C. sporogenes ในน า้พริกแกงและ ซึง่มีคา่ Z เทา่กบั 10.00 และ 
25.93 °C ตามล าดบั 

จากการทดลองฆา่เชือ้น า้พริกแกงท่ีอณุหภมูิ 111.1, 115.1 และ 121.1 °C  จากนัน้
ค านวณคา่ F จากข้อมลูอณุหภมูิและเวลาตามวิธี General method (Ft-T) ตามสมการท่ี 4.1 โดยใช้คา่ 
Z ของเอนไซม์ท่ีเลือกใช้เป็น TTI (Z = 8.95 °C)  พบวา่มีคา่ F เทา่กบั 0.75, 1.00 และ 1.09 นาทีเม่ือ
ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 111.1, 115.1 และ 121.1 °C  ตามล าดบัซึง่ไมแ่ตกตา่งกบัคา่  Ft-T ท่ีค านวณ โดยใช้
คา่ Z ของสปอร์ของ  C. botulinum (Z = 10.00 °C) ซึง่มีคา่ Ft-T เทา่กบั 1.00, 1.24 และ 1.27 นาที
ตามล าดบัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ (p > 0.05)  แตแ่ตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ (p ≤ 0.05) 
กบัคา่ Ft-T ท่ีค านวณจากคา่ Z ของสปอร์ของ C. sporogenes ในน า้พริกแกง  (Z = 25.93 °C) ท่ีมีคา่ 
Ft-T เทา่กบั 4.01, 3.62 และ 2.98 นาที  เม่ือทดลองฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 111.1, 115.1 และ 121.1 °C 
ตามล าดบั ดงัแสดงในตารางท่ี 4.4 

 




t
ZTTZ

Tt dtF ettrefett

0

)/)(( argarg 10      (4.1) 

 
เม่ือ   Ft-T คือ คา่การฆา่เชือ้ท่ีค านวณจากข้อมลูอณุหภมูิและเวลาตามวิธี General method (นาที) 
 T คือ อณุหภมูิท่ีต าแหนง่ร้อนช้าของอาหารทกุๆ t นาที 
 Tref คือ อณุหภมูิอ้างอิง (121.1 °C) 
 
ตารางท่ี 4.4  คา่ F ท่ีค านวณจากข้อมลูอณุหภมูิและเวลาท่ีได้รับความร้อนด้วยวิธี General method 

(Ft-T) 

 
คา่ Ft-T ท่ีอณุหภมูิฆา่เชือ้ตา่งๆ (นาที) * 

111.1 (°C) 115.1 (°C) 121.1 (°C) 
C. botulinum (Z = 10.00 °C) 1.00 a±0.16 1.24 a±0.34 1.27 a±0.28 
C. sporogenes (Z = 25.93 °C) 4.01 b±0.35 3.62 b±0.70 2.98 b±0.33 
เอนไซม์ (Z = 8.95 °C) 0.75 a±0.13 1.00 a±0.29 1.09 a±0.26 
* ตวัเลขในตารางแสดงคา่ Ft-T  เฉล่ีย  ±  ด้วยคา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 2 ซ า้ 
a, b, c, …  ตวัอกัษรท่ีก ากบัตวัเลขในสดมภ์เดียวกนัท่ีตา่งกนัมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (p ≤ 0.05) 
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จากผลการทดลองจะเห็นได้วา่คา่ Ft-T ท่ีค านวณได้จากคา่ Z ของ TTI ใกล้เคียงกบัคา่ 
F ท่ีค านวณจากสปอร์ของ C. botulinum แตแ่ตกตา่งอยา่งชดัเจนเม่ือเปรียบเทียบคา่ F ท่ีค านวณได้
จากสปอร์ของ C. sporogenes เน่ืองจากคา่ D ท่ีอณุหภมูิตา่งๆและคา่ Z ของเอนไซม์ท่ีเลือกใช้เป็น 
TTI (Z = 8.95 °C) นัน้มีคา่ใกล้เคียงกบัสปอร์ของ C. botulinum ท่ีมีในรายงานอาหารท่ีมีความเป็น
กรดต ่าอ่ืนๆ (Z = 10.00 °C) การท่ีคา่ Ft-T ของสปอร์ของ  C. sporogenes มีคา่มากกวา่คา่ Ft-T ของ
สปอร์ของ C. botulinum และ TTI เน่ืองจากเคร่ืองเทศท่ีเป็นสว่นประกอบในน า้พริกแกงสง่ผลให้สปอร์
ของ C. sporogenes ทนตอ่ความร้อนสงูท่ีอณุหภมูิสงู สงัเกตจากคา่ D121.1 °C ของสปอร์                   
C. sporogenes ในน า้พริกแกงซึง่มีคา่ใกล้เคียงกบัคา่ D121.1 °C ของ TTI แตเ่น่ืองจากสปอร์               
C. sporogenes ในน า้พริกแกงมีคา่ Z เทา่กบั 25.93 °C ซึง่สงูกวา่ TTI และ สปอร์ของ C. botulinum 
ท่ีมีคา่ Z เทา่กบั 8.95 และ 10.00 °C ตามล าดบั แสดงวา่สปอร์ C. sporogenes ในน า้พริกแกงมี
ความไวตอ่ความร้อนสงูกวา่ หรือกลา่วได้วา่ท่ีอณุหภมูิต ่าสปอร์ C. sporogenes ในน า้พริกแกงทน
ความร้อนได้น้อย จงึสง่ผลให้คา่ F หรือคา่การถกูท าลายด้วยความร้อนมีคา่สงูกวา่ 
 
 4.4.2 ประสิทธิผลของการใช้ TTI ในการยืนยนัสภาวะการฆา่เชือ้ 
 
  การเปรียบเทียบประสิทธิผลของการใช้ TTI ในการยืนยนัสภาวะการฆา่เชือ้  โดยการ
เปรียบเทียบคา่ F ของเอนไซม์ท่ีค านวณได้จาก 2 วิธี ได้แก่ วิธีท่ี 1 ค านวณจากข้อมลูอณุหภมูิและ
เวลาท่ีได้รับความร้อนด้วยวิธี General method (Ft-T) ตามสมการท่ี 4.1 กบัวิธีท่ี 2 ค านวณจาก
กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีลดลงระหวา่งการให้ความร้อนตามสมการ  first order reaction kinetics ใน
เทอม thermal death time ของเอนไซม์ (FTTI) ตามสมการท่ี 4.2 เม่ือค านวณร้อยละความคลาดเคล่ือน
เฉล่ียตามสมการท่ี 4.3 พบวา่คา่ F ท่ีค านวณได้จากกิจกรรมของเอนไซม์ท่ีลดลง  (FTTI) มีคา่ใกล้เคียง 
กบัคา่ F ท่ีค านวณจากข้อมลูอณุหภมูิและเวลาท่ีได้รับความร้อนด้วยวิธี General method  (Ft-T) โดย
มีร้อยละความคลาดเคล่ือนเฉล่ีย เทา่กบั -4.88, -7.37 และ  -9.58 เม่ือทดลองใช้ในกระบวนการ      
ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 111.1, 115.1 และ 121.1 °C ตามล าดบัดงัแสดงในตารางท่ี 4.5   
 

A

A
DF

refTTTI

0log      (4.2) 
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เม่ือ  FTTI  คือ คา่การฆา่เชือ้ท่ีค านวณได้จาก TTI (นาที) 
 DT ref  คือ คา่ D121.1 °C ของเอนไซม์ท่ีใช้เป็น TTI (นาที) 

A0  คือคา่กิจกรรมของเอนไซม์ก่อนได้รับความร้อน 
A   คือคา่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีเหลือหลงัจากได้รับความร้อนเม่ือเวลาผา่นไป t นาที 
 

 ร้อยละ ความคลาดเคล่ือน = 100






Tt

TtTTI

F

FF      (4.3) 
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ตารางท่ี 4.5  คา่ F ของเอนไซม์ท่ีค านวณจากข้อมลูอณุหภมูิและเวลาท่ีได้รับความร้อนด้วยวิธี 
General method และท่ีค านวณจากกิจกรรมของเอนไซม์ท่ีลดลงระหวา่งการให้ความ
ร้อนเอนไซม์ 

 

อณุหภมูิ 
(°C) 

หวัวดั
อณุหภมูิ 

ซ า้ 
คา่ Ft-T* 

(General method) 
คา่ FTTI  

(กิจกรรมของเอนไซม์) 

ร้อยละ 
ความคลาด
เคล่ือน 

111.1 1 1 0.67 0.68 0.93 
111.1 2 1 0.69 0.61 -11.32 
111.1 3 1 0.60 0.57 -5.68 
111.1 1 2 0.81 0.77 -5.09 
111.1 2 2 0.84 0.79 -5.93 
111.1 3 2 0.87 0.85 -2.16 

   
ร้อยละความคลาดเคล่ือนเฉล่ีย -4.88 

115.1 1 1 1.46 1.35 -7.52 
115.1 2 1 0.83 0.75 -9.11 
115.1 3 1 1.32 1.17 -11.55 
115.1 1 2 1.01 0.95 -5.58 
115.1 2 2 0.71 0.69 -3.31 
115.1 3 2 0.64 0.59 -7.13 

   
ร้อยละความคลาดเคล่ือนเฉล่ีย -7.37 

121.1 1 1 0.66 0.60 -8.98 
121.1 2 1 1.16 1.03 -10.92 
121.1 3 1 0.89 0.81 -9.17 
121.1 1 2 1.17 1.07 -8.70 
121.1 2 2 1.35 1.20 -11.20 
121.1 3 2 1.31 1.20 -8.49 

   
ร้อยละความคลาดเคล่ือนเฉล่ีย -9.58 

* ค านวณโดยใช้คา่ Z ของ TTI มีคา่เทา่กบั 8.95 °C 
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จากผลการทดลองท่ีร้อยละความคลาดเคล่ือนเฉล่ียมีคา่ตดิลบ หรือคา่  FTTI มีคา่ต ่า
กวา่คา่ Ft-T เป็นสว่นใหญ่นัน้  แสดงให้เห็นวา่หากยืนยนัสภาวะการฆา่เชือ้ด้วยการใช้ TTI และคดิคา่ F 
จากกิจกรรมของเอนไซม์ท่ีลดลงนัน้  จะสามารถยืนยนัความปลอดภยัของกระบวนการฆา่เชือ้ได้
เน่ืองจากคา่ท่ีค านวณได้จากกิจกรรมของเอนไซม์ท่ีลดลงมีคา่น้อยกวา่คา่ F จริงของกระบวนการ  หาก
การค านวณคา่ F จากกิจกรรมของเอนไซม์ท่ีลดลงได้เทา่กบั 3 นาทีจะท าให้มัน่ใจได้วา่กระบวนการ 
ฆา่เชือ้ดงักลา่วมีคา่ F มากกวา่ 3 นาทีจริง ผา่นมาตรฐานความปลอดภยัขัน้ต ่าของการผลิตอาหารท่ีมี
ความเป็นกรดต ่า  สอดคล้องกบัการทดลองของ Guiavarch และคณะ (2002) ศกึษาจลนศาสตร์การ

เสียสภาพของเอนไซม์  -amylase ท่ีสร้างจาก B. licheniformis ท่ีมีความชืน้สมัพทัธ์ 81% ด้วย
ความร้อน มาพฒันาเป็น TTI  พบวา่เอนไซม์เสียสภาพตามความร้อนท่ีได้รับ โดยสามารถตดิตามการ
เสียสภาพของเอนไซม์ได้จากการลดลงของเอนทาลปีทัง้ท่ีมีการให้ความร้อนเอนไซม์แบบ DSC 
heating และ oil bath heating  โดย TTI ท่ีพฒันาขึน้ซึง่สามารถใช้เป็นเคร่ืองมือในการยืนยนัลกัษณะ
การถ่ายเทความร้อน (heat transfer mode) บริเวณจดุร้อนช้าของอาหารท่ีมีชิน้อาหารในระหวา่งการ

ฆา่เชือ้ได้     Guiavarch และคณะ  (2004) พฒันา TTI จากเอนไซม์ -amylase ท่ีสร้างจาก               
B. licheniformis ด้วยการตรึงสารผสมระหวา่งเอนไซม์ น า้ตาลซูโครส และเกลือบนผิวของเม็ดแก้ว 
และปรับสภาวะให้มีความชืน้ต ่า (คา่ aw อยูใ่นชว่ง 0 ถึง 0.63) เม่ือให้ความร้อนภายใต้สภาวะท่ี
อณุหภมูิคงท่ี (isothermal) พบวา่ TTI ท่ีพฒันาขึน้มีความทนความร้อนในชว่งอณุหภมูิ 100 ถึง      
132 °C  โดย TTI ท่ีมีคา่ aw เทา่กบั 0.48 สามารถใช้ตดิตามคา่การฆา่เชือ้ระหวา่งการฆา่เชือ้ซึง่เป็น
สภาวะการให้ความร้อนแบบอณุหภมูิไมค่งท่ี (non isothermal) ในการฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิการฆา่เชือ้ท่ี 
121.1 °C  โดยใช้ TTI ท่ีมีคา่ Z เทา่กบั 9.4 °C พบวา่คา่การฆา่เชือ้อยูใ่นชว่ง 0 ถึง 30 นาทีนัน้มี     
ร้อยละความคลาดเคล่ือนจากคา่ Ft-T เฉล่ีย เทา่กบั 14%  ดงันัน้ TTI ท่ีมีคา่ Z เทา่กบั 9.4 °C จงึเหมาะ
ส าหรับตดิตามผลของความร้อนท่ีมีตอ่สปอร์ของ C. botulinum ในอาหารท่ีมีความเป็นกรดต ่า  
Tucker และคณะ (2007) ศกึษาการใช้ TTI ท่ีเหมาะส าหรับการยืนยนัสภาวะการฆา่เชือ้ โดยเลือกใช้
เอนไซม์อะไมเลสท่ีทนความร้อนสงู และสร้างจากกระบวนการหมกัของจลุินทรีย์ Pyrococcus 
furiosus  ซึง่เป็นจลุินทรีย์ท่ีเจริญในบริเวณท่ีมีอณุหภมูิสงูถึง 100 °C พบวา่เอนไซม์ดงักลา่วมีสมบตัิ
ทนทานตอ่ความร้อนได้ดีเหมาะส าหรับการน าไปใช้เป็น TTI ในกระบวนการฆา่เชือ้  โดยการทดสอบ
ภายใต้สภาวะการให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิคงท่ี 121 °C   พบวา่ TTI ท่ีพฒันาขึน้มีคา่ D121.1°C เทา่กบั 24 
นาที และสภาวะการให้ความร้อนแบบอณุหภมูิไมค่งท่ีท่ีชว่งอณุหภมูิ 121 ถึง 131 °C  TTI ท่ีพฒันาขึน้ 
มีคา่ D อยูใ่นชว่ง 18.1 ถึง 23.9 นาที และมีคา่ Z เทา่กบั 10 °C ซึง่คา่การฆา่เชือ้ท่ีค านวณได้จาก TTI 
มีคา่ใกล้เคียงกบัคา่ F0 ของการท าลายสปอร์ของ C. botulinum 
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4.5 สภาวะที่เหมาะสมในการฆ่าเชือ้น า้พริกแกงและสมบัตขิองน า้พริกแกงที่ผ่าน 
การฆ่าเชือ้ 

 
4.5.1 ต าแหนง่ร้อนช้าในหม้อนึง่ฆา่เชือ้ 
 

การหาต าแหนง่ร้อนช้าในหม้อนึง่ฆา่เชือ้ท าโดยการน ารีทอร์ทเพาช์ท่ีบรรจนุ า้พริกแกง
มาวางบนตะแกรงของหม้อนึง่ฆา่เชือ้ ชัน้ละ 5 ถงุ จ านวน 10 ชัน้ ตดิตัง้  thermocouple ใน                
รีทอร์ทเพาช์ ณ จดุกึ่งกลางของเพาช์เพ่ือตดิตามการเปล่ียนแปลงอณุหภมูิของอาหารในระหวา่งการให้
ความร้อน ท าให้ทราบข้อมลูอณุหภมูิของน า้พริกแกงท่ีวางในแตล่ะต าแหนง่ภายในหม้อนึง่ฆา่เชือ้  และ
สามารถหาจดุร้อนช้าภายในหม้อนึง่ฆา่เชือ้ได้  พบวา่จดุท่ีอณุหภมูิร้อนช้าท่ีสดุ (อณุหภมูิเพิ่มขึน้จนถึง 
F0 ท่ีต้องการช้าท่ีสดุ) คือท่ีต าแหนง่ท่ี 3 ในรูปท่ี 3.1 ซึง่เป็นจดุกึ่งกลางของหม้อนึง่ฆา่เชือ้คอ่นมาทาง
ด้านบน เน่ืองจาก  ต าแหนง่กึ่งกลางถกูล้อมรอบด้วยรีทอร์ทเพาช์ข้างเคียงทัง้สองด้าน ท าให้น า้ร้อนท่ี
แทรกผา่นเข้ามาเพ่ือให้ความร้อนถกูถ่ายเทความร้อนให้กบัรีทอร์ทเพาช์ข้างเคียงเป็นผลให้ต าแหนง่ท่ี 
3 ได้รับความร้อนจากตวักลางให้ความร้อนน้อย และหม้อนึง่ฆา่เชือ้มีการให้ความร้อนด้วยน า้ร้อน ซึง่
น า้ร้อนจะเพิ่มขึน้จากด้านลา่งของหม้อนึง่ฆา่เชือ้จงึท าให้ต าแหนง่ท่ี 3 มีอณุหภมูิเพิ่มขึน้ช้ากวา่
ต าแหนง่ท่ี 2 ทัง้ท่ีเป็นกึ่งกลางของหม้อนึง่ฆา่เชือ้เชน่กนั  ด้วยเหตผุลข้างต้นจงึท าให้น า้พริกแกง
ต าแหนง่ท่ี 3 มีอณุหภมูิถึงจดุท่ีต้องการได้ช้าและได้คา่ F0 เทา่กบั 3 นาทีช้าท่ีสดุ 
 

4.5.2 การแทรกผา่นของความร้อนและการค านวณหาเวลาท่ีต้องการใช้ในการฆา่เชือ้
น า้พริกแกงโดยใช้ formula method 

 
  จากการศกึษาการแทรกผา่นของความร้อนของผลิตภณัฑ์น า้พริกแกงบรรจรีุทอร์ท
เพาช์ น า้หนกัสทุธิ 150 กรัม โดยอณุหภมูิเร่ิมต้นของอาหารเทา่กบั 30 °C ให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ    
ฆา่เชือ้ 121.1 °C เม่ือน าข้อมลูอณุหภมูิ ณ จดุร้อนช้าในชว่งฆา่เชือ้ ท่ี 121.1 °C มาพลอตกราฟ heat 
penetration curve (รูปท่ี 4.34) ซึง่เป็นกราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งเวลาในการฆา่เชือ้และ log (Tr-T) 
เม่ือ Tr และ T คืออณุหภมูิของหม้อนึง่ฆา่เชือ้และอณุหภมูิของอาหารท่ีจดุร้อนช้าตามล าดบั จากกราฟ
จะได้คา่ fh เทา่กบั 6.22 นาที คา่ j เทา่กบั 1.00 และคา่ IT เทา่กบั 106.14 °C ซึง่สามารถน าไปท านาย
เวลาท่ีต้องการในการฆา่เชือ้ได้  พบวา่ส าหรับการฆา่เชือ้น า้พริกแกงท่ีอณุหภมูิ 121.1 °C จะต้องใช้
เวลาในการฆา่เชือ้เทา่กบั 12.03 นาที   น า้พริกแกงจงึจะมีคา่ F0 ทา่กบั 3 นาที  เม่ือทดลองฆา่เชือ้โดย
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ใช้สภาวะท่ีค านวณได้  พบวา่การฆา่เชือ้ผลิตภณัฑ์ท่ีอณุหภมูิ 121.1 °C เพ่ือให้ได้คา่ F0 เทา่กบั 3 นาที 
ใช้เวลาให้ความร้อนจริงเป็นเวลา 8 นาที และใช้เวลาในขัน้ตอนการท าให้เย็นเพ่ือให้อณุหภมูิภายใน
อาหารมีคา่เทา่กบั 55 °C เทา่กบั 42 นาทีดงัแสดงในตารางท่ี 4.6   

 
รูปท่ี 4.34  กราฟ Heat penetration curve ท่ี 121.1 °C 
 
ตารางท่ี 4.6  เวลาในการฆา่เชือ้ของน า้พริกแกงท่ีอณุหภมูิ 121.1 °C 
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*ท าการลดอณุหภมูิลงถึง 55 °C 
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จากการค านวณเวลาการฆา่เชือ้น า้พริกแกงเพ่ือให้มีคา่ F0 เทา่กบั 3 นาที ตามวิธี 
Formula จะเห็นวา่เวลาการฆา่เชือ้ท่ีค านวณได้มีคา่มากกวา่สภาวะการผลิตจริง จงึถือวา่พารามิเตอร์
ท่ีได้จากการทดลองและน ามาค านวณนีส้ามารถน ามาใช้ในการค านวณเวลาการฆา่เชือ้ของผลิตภณัฑ์
ชนิดนีไ้ด้อยา่งปลอดภยัในกรณีท่ีต้องการเปล่ียนสภาวะการผลิต แตก่่อนท่ีจะน าสภาวะการผลิตท่ี
ค านวณได้ไปใช้ในการผลิตจริงควรมีการยืนยนั โดยการหาคา่การฆา่เชือ้ของผลิตภณัฑ์ท่ีผา่นการ      
ฆา่เชือ้ภายใต้ภาวะนัน้อีกครัง้ 
  ส าหรับผลิตภณัฑ์อาหารชนิดใหมห่รือเปล่ียนแปลงสตูรตา่งออกไปจากเดมิ  
จ าเป็นต้องศกึษาระดบัอณุหภมูิและปริมาณความร้อนท่ีต้องการท าลายจลุินทรีย์ท่ีมีในวตัถดุบิหรือมี
เฉพาะในบริเวณนัน้  แม้วา่จลุินทรีย์ดงักลา่วอาจไมเ่ป็นอนัตรายแตอ่าจเป็นสาเหตขุองการเนา่เสียได้ 
โดยปกตแิล้วจะใช้จลุินทรีย์ท่ีมีความทนทานตอ่ความร้อนมากกวา่ C. botulinum เพ่ือให้แนใ่จใน
ความปลอดภยัของผลิตภณัฑ์ (ทิพาพร อยูว่ิทยา, 2535) เชน่ B. stearothermophilus แตจ่ากการ
ส ารวจเอกสารการตรวจจลุินทรีย์ในเคร่ืองเทศท่ีเป็นสว่นประกอบของน า้พริกแกงและน า้พริกแกงท่ีไม่
ผา่นการฆา่เชือ้ ไมพ่บการเจริญของ B. stearothermophilus ซึง่เป็นจลุินทรีย์ท่ีทนความร้อนสงูชนิด
หนึง่ท่ีท าให้เกิดการเนา่เสียแบบ flat sour ในอาหารท่ีมีความเป็นกรดต ่า   นอกจากนัน้                    
B. stearothermophilus เป็น thermophile ซึง่น า้พริกแกงจะเก็บรักษาท่ีอณุหภมูิต ่ากวา่ 40 °C จงึไม่
เอือ้ตอ่การเจริญของจลุินทรีย์ดงักลา่ว ดงันัน้จงึไมจ่ าเป็นต้องมุง่ท าลายหรือทดสอบ thermal 
inactivation kinetics ของจลุินทรีย์นัน้ 

กลุวดี ตรองพาณิชย์ กาญจนิจ วาจนะวินิจ และ อไุร เผา่สงัข์ทอง (2533) วิเคราะห์
และแยกจลุินทรีย์ท่ีสามารถทนความร้อนได้สงูสดุในน า้พริกแกงบรรจกุระป๋อง  เพ่ือน ามาศกึษาความ
ทนทานตอ่ความร้อนของจลุินทรีย์ชนิดนัน้ๆ  พบวา่มีแบคทีเรียชนิด Corybacterium sp. ซึง่แบคทีเรีย
ดงักลา่วสามารถเจริญได้ท่ีอณุหภมูิสงูและเป็นพวกท่ีใช้อากาศ จงึไมน่า่จะเป็นสาเหต ุของการเส่ือม
เสียของน า้พริกแกงบรรจกุระป๋อง แตเ่น่ืองจากน า้พริกแกงเป็นลกัษณะกึ่งแข็งกึ่งเหลวอาจจะเกิดโพรง
อากาศขึน้บางจดุในกระป๋อง  จงึทดลองศกึษาความทนความร้อนของจลุินทรีย์ดงักลา่ว  พบวา่มีคา่ 
D230 เทา่กบั 3.3 ถึง 8.5 นาที คา่ Z เทา่กบั 37.5 ºF และคา่ F250 เทา่กบั 1.59 ถึง 1.83 นาที  ในการฆา่
เชือ้จลุินทรีย์ด้วยความร้อนน า้พริกแกงท่ีอณุหภมูิฆา่เชือ้ 230 ºF ถ้าน า้พริกแกงมีอณุหภมูิเร่ิมต้นไมต่ ่า
กวา่ 131.7 ºF และอตัราการถ่ายเทความร้อนไมม่ากกวา่ 26 นาที จะต้องใช้เวลาในการฆา่เชือ้ไมต่ ่า
กวา่ 50 นาที  

ชยัรัตน์ วิลาสมงคลชยั (2546)  ตรวจวิเคราะห์คณุภาพทางจลุินทรีย์ของวตัถดุบิท่ี
เป็นสว่นผสมของน า้พริกแกง พบวา่ปริมาณจลุินทรีย์ทัง้หมดอยูใ่นชว่ง 4.3  ถึง 7.92 log CFU/g ตรวจ
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พบ C. perfringens  ในตวัอยา่งกระเทียม ตะไคร้ พริกชีฟ้้าแห้ง รากผกัชี และหอมแดง ปริมาณ 
0.001 กรัม   ไมพ่บการปนเปือ้นของ Salmonella sp.  ในทกุตวัอยา่งเมื่อใช้ตวัอยา่งปริมาณ 25 กรัม  
และพบการปนเปือ้นของ S. aureus  78 CFU ในตวัอยา่งตะไคร้ปริมาณ 1 กรัม  สอดคล้องกบัการ
ทดลองของ สิริพร สธนเสาวภาคย์ และคณะ (2539) ท่ีศกึษาคณุภาพทางจลุินทรีย์ของวตัถดุบิท่ีใช้ใน
การผลิตน า้พริกส าเร็จรูปได้แก่ หวัหอม กระเทียม กุ้งแห้ง พริกแห้ง และกะปิ  พบวา่ วตัถดุบิเหลา่นีมี้
การปนเปือ้นด้วยราและแบคทีเรียในปริมาณสงู  ซึง่สาเหตมุาจากการเก็บรักษาท่ีไมถ่กูสขุลกัษณะ  
โดยจ านวนจลุินทรีย์ทัง้หมดมีคา่อยูร่ะหวา่ง 4.279 ถึง 7.778 log CFU/g  และตรวจพบ E. coli,      
S. aureus, B. cereus และ C. perfringens  ซึง่ในพริกแห้งมีจลุินทรีย์ดงักลา่วปนเปือ้นมากท่ีสดุ  
โดยเฉพาะ C. perfringens เป็นจลุินทรีย์ท่ีสร้างสปอร์ ทนความร้อนได้ดี และการปนเปือ้นสว่นใหญ่มา
จากฝุ่ นละอองและดนิ และเม่ือน าวตัถดุบิท่ีใช้ในการผลิตน า้พริกแกงมาอบท่ีอณุหภมูิ 80 °C เป็นเวลา 
1 ชัว่โมงพบวา่ปริมาณจลุินทรีย์ทัง้หมดและจลุินทรีย์ชนิดตา่งๆ ลดลง 
  

4.5.3  ผลการ วิเคราะห์สมบตัขิองน า้พริกแกงสด น า้พริกแกงท่ีผา่นการฆา่เชือ้และอายกุาร
เก็บผลิตภณัฑ์ 

  
 น า้พริกแกงสดมีคา่ pH และ คา่ aw  เทา่กบั 4.81 และ 0.97 ตามล าดบั ดงัแสดงใน

ตารางท่ี 4.7  จงึจดัเป็นอาหารท่ีมีความเป็นกรดต ่าเน่ืองจากมีคา่ pH อยูร่ะหวา่ง 4.6 ถึง 6.8 (อญัชลี 
ศริิโชต,ิ 2531) และมีคา่ aw สงูกวา่ 0.90 (Hocking และ Christian, 1995) น า้พริกแกงมีสีแดงสด โดย
มีคา่ L* a* และ b* เทา่กบั 32.78, 21.49 และ 17.68 และมีคา่ Young's modulus เทา่กบั 0.038 
N/mm  เม่ือน าผลิตภณัฑ์น า้พริกแกงในรีทอร์ทเพาช์มาผา่นการฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121.1 °C เป็นเวลา 
8 นาที พบวา่ ผลิตภณัฑ์น า้พริกแกงในรีทอร์ทเพาช์ท่ีผา่นการฆา่เชือ้มีคา่ pH และคา่ aw  เทา่กบั 4.89 
และ 0.97 ตามล าดบั  สี ลกัษณะสีแสดงโดยคา่ L* a* และ b* เทา่กบั 34.65, 17.57 และ 16.54 และ
ลกัษณะเนือ้สมัผสั พบวา่คา่ Young's modulus เทา่กบั 0.020 N/mm ดงัแสดงในตารางท่ี 4.7 
  โดยคา่ pH ของน า้พริกแกงสดนัน้ไมมี่แตกตา่งจากน า้พริกแกงท่ีผา่นการฆา่เชือ้อยา่ง
มีนยัส าคญัสถิต ิ (p > 0.05) แตแ่ตกตา่งกบัน า้พริกแกงท่ีเก็บรักษานาน 1 และ 2 เดือน อยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิต ิ (p ≤ 0.05) ดงัแสดงในตารางท่ี 4.7 และแสดงผลการวิเคราะห์ทางสถิตใินตารางท่ี 
ฌ.3 ภาคผนวก ฌ คา่ aw ของน า้พริกแกงสด น า้พริกแกงท่ีผา่นการฆา่เชือ้ และน า้พริกแกงเก็บรักษา
นานทกุๆ เดือน เป็นเวลา 5 เดือน ไมแ่ตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ (p > 0.05) ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 4.7 และแสดงผลการวิเคราะห์ทางสถิตใินตารางท่ี ฌ .3 ภาคผนวก ฌ เน่ืองจากน า้พริกแกง
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บรรจอุยูใ่นรีทอร์ทเพาช์ซึง่มีคณุสมบตัป้ิองกนัการผา่นเข้าออกของอากาศและน า้ได้เป็นอยา่งดี  ดงันัน้
การฆา่เชือ้และการเก็บรักษาผลิตภณัฑ์ไมมี่ผลท าให้คา่ aw  ของน า้พริกแกงเปล่ียนแปลง  ส าหรับคา่สี
ท่ีวดัได้จากเคร่ืองวดัสี  นัน้พบวา่น า้พริกแกงท่ีผา่นการฆา่เชือ้มีคา่ L* (ความสวา่ง)  เพิ่มขึน้อยา่งมี
นยัส าคญั (p ≤ 0.05) ดงัแสดงในตารางท่ี 4.7 และแสดงผลการวิเคราะห์ทางสถิตใินตารางท่ี ฌ .3 
ภาคผนวก ฌ เม่ือเทียบกบัน า้พริกแกงท่ีไมไ่ด้ผา่นการฆา่เชือ้ เม่ือพิจารณาคา่ a* (สีแดง) ของน า้พริก
แกงท่ีผา่นการฆา่เชือ้มีคา่ a* ลดลงอยา่งมีนยัส าคญั (p ≤ 0.05) เม่ือเทียบกบัน า้พริกแกงท่ีไมไ่ด้ผา่น
การฆา่เชือ้ ดงัแสดงในตารางท่ี 4.7 และแสดงผลการวิเคราะห์ทางสถิตใินตารางท่ี ฌ .3 ภาคผนวก ฌ  
ซึง่เป็นผลมาจากปฏิกิริยาออกซิเดชนักบัสารพวกแคโรทีน  อนัเป็นรงควตัถหุลกัในพริกท่ีให้สีแดงใน
น า้พริกแกง  เม่ือรงควตัถเุหลา่นีส้ลายไปจะท าให้สีแดงในผลิตภณัฑ์อาหารมีสีซีดจางลง (สิริมา สขุ
พนัธ์, 2540)  แตห่ลงัจากเก็บรักษาน า้พริกแกงท่ีผา่นการฆา่เชือ้นาน 5 เดือน พบวา่คา่ L* และคา่ b* 

(สีเหลือง) ของน า้พริกแกงไมมี่ความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ ดงัแสดงในตารางท่ี 4.7 และ
แสดงผลการวิเคราะห์ทางสถิตใินตารางท่ี ฌ .3 ภาคผนวก ฌ น า้พริกแกงสดมีคา่ Young's modulus 
เทา่กบั 0.038 N/mm ซึง่ไมแ่ตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ (p > 0.05) กบัน า้พริกแกงท่ีผา่นการ 
ฆา่เชือ้ท่ีมีคา่  Young's modulus เทา่กบั 0.020 N/mm ดงัแสดงในตารางท่ี 4.7  และแสดงผลการ
วิเคราะห์ทางสถิตใินตารางท่ี ฌ.3 ภาคผนวก ฌ 

 น า้พริกแกงสดมีปริมาณจลุินทรีย์ทัง้หมด 5 log CFU/g และไมพ่บ E.coli            
C. perfringens S. aureus Salmonella sp. และ B. cereus จงึจดัวา่มีความปลอดภยัตามมาตรฐาน
ผลิตภณัฑ์อตุสาหกรรม (ภาคผนวก ก)  หลงัฆา่เชือ้น า้พริกแกงท่ีสภาวะ 121.1 °C นาน 8 นาทีเพ่ือให้
ได้คา่ F0 เทา่กบั 3 นาที พบวา่สามารถยบัยัง้การเจริญ การเพิ่มจ านวนของสปอร์และเซลล์แบคทีเรียได้
ทกุชนิด ท าให้ผลการตรวจจลุินทรีย์ในน า้พริกหลงัผา่นการฆา่เชือ้และน า้พริกแกงท่ีเก็บเป็นระยะเวลา 
5 เดือน ไมพ่บจลุินทรีย์ท่ีมีโอกาสเจริญและก่อโรคในน า้พริกแกง ทัง้จ านวนจลุินทรีย์ทัง้หมด แบคทีเรีย
ในกลุม่ Thermophilic flatsour bacteria, Mesophilic flatsour bacteria, Mesophilic anaerobes 
และ Thermophilic anaerobes ตามมาตรฐานอาหารท่ีมีความเป็นกรดต ่าในภาชนะบรรจปิุดสนิทของ 
Bacteriological Analytical Manual (BAM, USFDA (January 2001)) ดงัแสดงในตารางท่ี 4. 8 ซึง่
เหตท่ีุต้องท าการตรวจวิเคราะห์จลุินทรีย์เหลา่นีเ้น่ืองจากน า้พริกแกงจดัอยูใ่นอาหารท่ีมีความเป็นกรด
ต ่าและบรรจใุนรีทอร์ทเพาช์เพ่ือเก็บรักษาท่ีอณุหภมูิห้อง ซึง่สภาวะแวดล้อมท่ีเก็บรักษาน า้พริกแกง
เหลา่นีเ้อือ้ตอ่การเจริญของจลุินทรีย์ประเภทดงักลา่ว  
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ตารางท่ี 4.7   การวิเคราะห์สมบตัขิองน า้พริกแกงท่ีผา่นการฆา่เชือ้ท่ี 121.1 °C และผลิตภณัฑ์ท่ีเก็บรักษาท่ีอณุหภมูิ 28-30 °C เป็นเวลา 5 เดือน 
 

* น า้พริกแกงฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121.1 °C เป็นเวลา 8 นาที (คา่ F0 เทา่กบั 3 นาที)   
** ตวัเลขในตารางแสดงคา่เฉล่ีย  ±  ด้วยคา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน, จ านวนซ า้ของการทดลองตามแสดงในวิธีการทดลอง  
a, b, c, …  ตวัอกัษรท่ีก ากบัตวัเลขในแถวเดียวกนัท่ีตา่งกนัมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  (p ≤ 0.05) 
-    หมายความวา่ ไมไ่ด้ท าการวิเคราะห์เน่ืองจากเคร่ืองมือเสีย 
 

สมบตัขิองน า้พริกแกง 
น า้พริกแกง
ก่อนฆา่เชือ้ 

น า้พริกแกงฆา่
เชือ้* 

อายกุารเก็บน า้พริกแกงผา่นการฆา่เชือ้** 
1 เดือน 2 เดือน 3 เดือน 4 เดือน 5 เดือน 

pH 4.81±0.02ab 4.89±0.13abc 4.95±0.01c 4.94±0.01c 4.78±0.01bc 4.78±0.04a 4.81±.0.01ab 
aw

 ns 0.97±0.004 0.97±0.004  0.96±0.008  0.94±0.009 0.94±0.024 0.97±0.01 0.92±0.01 

สี 

L* 32.78±0.68a 34.65±1.01b 36.30±0.72c 36.08±1.30bc 36.39±0.29c 36.36±0.10c 36.85±0.74c 
a* 21.49±0.75a 17.57±0.68b 23.52±1.09cd 22.60±0.79bc 24.95±0.51d 24.95±0.39d 26.60±0.74e 
b* 17.68±0.69a 16.54±1.19a 22.54±0.79b 22.94±1.39b 21.43±0.58b 21.43±0.37b 22.62±0.71b 

ลกัษณะเนือ้สมัผสั 
Young's modulus ns  

(N/mm) 
0.038±0.014 0.020±0.008  - - 0.026±0.008  - 0.030±0.017  
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ตารางท่ี 4.8   การวิเคราะห์จลุินทรีย์ของน า้พริกแกงท่ีผา่นการฆา่เชือ้ท่ี 121.1 °C และผลิตภณัฑ์ท่ีเก็บรักษาท่ีอณุหภมูิ 28-30 °C เป็นเวลา 5 เดือน 

*    น า้พริกแกงฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121.1 °C เป็นเวลา 8 นาที (คา่ F0 เทา่กบั 3 นาที) 
**   ผลิตภณัฑ์เก็บรักษาท่ีอณุหภมูิ 28-30 °C  
-    หมายถึง ไมไ่ด้วิเคราะห์ เน่ืองจากเป็นการวิเคราะห์น า้พริกแกงในภาชนะบรรจแุบบปิดสนิท 

สมบตัขิองน า้พริกแกง น า้พริกแกงสด 
น า้พริกแกง
ฆา่เชือ้ 

อายกุารเก็บน า้พริกแกงผา่นการฆา่เชือ้** 
1 เดือน 2 เดือน 3 เดือน 4 เดือน 5 เดือน 

รา, CFU/g 2.51 log CFU/g - - - - - - 
E.coli , MPN/g น้อยกวา่ 3 - - - - - - 
Clostridium perfringens / 0.1g ไมพ่บ - - - - - - 
Staphylococcus aureus / g ไมพ่บ - - - - - - 
Salmonella sp. / 25g ไมพ่บ - - - - - - 
Bacillus cereus / g ไมพ่บ - - - - - - 
Total plate count, CFU/g 5.00  log CFU/g None 55 CFU/g None None None None 
Thermophilic flatsour 
bacteria/2g 

Negative Negative Negative Negative Negative Negative Negative 

Mesophilic flatsour bacteria/2g Negative Negative Negative Negative Negative Negative Negative 
Mesophilic anaerobes/2g Negative Negative Negative Negative Negative Negative Negative 
Thermophilic anaerobes/2g Negative Negative Negative Negative Negative Negative Negative 
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รูปท่ี 4.35 แสดงการจดักลุม่ของข้อมลูกลิ่น โดยใช้จมกูอิเล็กทรอนิกส์ (E-nose) พบวา่
น า้พริกแกงสดและน า้พริกแกงท่ีผา่นการฆา่เชือ้มีจดุบนกราฟบนแกนส าคญัล าดบัท่ี 1 และ 2 
กระจายตวัซ้อนทบักนั แสดงวา่กลิ่นของน า้พริกแกงสดและเม่ือผา่นการฆา่เชือ้ใกล้เคียงกนั แต่
หลงัจากเก็บรักษาน า้พริกแกงนาน 1 2 และ 3 เดือนพบวา่จดุบนกราฟมีการกระจายตวัออกจาก
น า้พริกแกงสดและน า้พริกแกงท่ีผา่นการฆา่เชือ้มากขึน้ตามระยะเวลาท่ีเก็บรักษา แสดงวา่กลิ่นมี
แนวโน้มตา่งกนัมากขึน้ตามระยะเวลาท่ีเก็บรักษา 

 

 
 

รูปท่ี 4.35  กราฟแสดงการจดักลุม่ของข้อมลู (Princi pal component  analysis, PCA) ระหวา่ง
น า้พริกแกงสด น า้พริกแกงท่ีผา่นการฆา่เชือ้และหลงัจากเก็บรักษานานทกุ 1 เดือน 
โดยใช้จมกูอิเล็กทรอนิกส์ (E-nose)  

 
มาตรฐานอตุสาหกรรมวา่ด้วยเร่ืองของน า้พริกแกง  ก าหนดวา่น า้พริกแกงต้องมี

ลกัษณะทัว่ไปคือ มีสี กลิ่น รส ตามชนิดของน า้พริกแกงชนิดนัน้ๆ (มาตรฐานอตุสาหกรรม, 254 8) 
ดงันัน้ในการประเมินผลของน า้พริกแกงจงึจ าเป็นส าหรับใช้ในการประเมินอายกุารเก็บรักษา
ผลิตภณัฑ์น า้พริกแกงท่ีผา่นการฆา่เชือ้  สมุณฑา วฒันสินธุ์ และคณะ (2543) ได้พบวา่  ผลการ
ประเมินด้านกลิ่นทางประสาทสมัผสั เป็นดชันีชีว้ดัการเสียของอาหารจ าพวกเคร่ืองเทศ และ
น า้พริกแกงได้อยา่งเหมาะสมท่ีสดุ  ส าหรับการประเมินกลิ่นรสทางประสาทสมัผสัใช้วิธีดสีู และดม
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กลิ่นของน า้พริกแกง  หากผิดปกตไิปจากเดมิมากจะไมน่ ามาปรุงอาหารเพราะจะได้แกงท่ีมี
คณุสมบตัยิอมรับไมไ่ด้ 

ชยัรัตน์ วิลาสมงคลชยั (2546)  รายงานวา่ออกซิเจนในอากาศมีผลตอ่การเสีย
ของน า้พริกแกงสดท่ีไมไ่ด้มาจากจลุินทรีย์ นัน่คือ ปัจจยัทางเคมี โดยปกตพืิชจะมีการสร้างเอนไซม์
ภายในเซลล์เพ่ือใช้ในกิจกรรมท่ีเก่ียวกบัการด ารงชีพ  ซึง่สบัสเตรทสว่นใหญ่ก็อยูภ่ายในเซลล์
เชน่เดียวกนั  แตจ่ะอยูต่า่งต าแหนง่ภายในเซลล์ กระทัง่เซลล์เกิดความผิดปกต ิเชน่เกิดการ
กระแทกจากแรงภายนอกจนเซลล์แตก เอนไซม์ก็จะมาท าปฏิกิริยากบัสบัสเตรทได้  ซึง่เอนไซม์
จ าพวกออกซิโดรีดกัเทส เชน่ พอลิฟีนอลออกซิเดส ไลพอกซิเจเนส และไลเปส ก็เป็นเอนไซม์ท่ีพืช
สร้างขึน้ตามปกต ิในสดัสว่นท่ีแตกตา่งกนัในพืชแตล่ะชนิด  เม่ือน าสมนุไพรเคร่ืองเทศมาบดให้เป็น
น า้พริกแกงเซลล์จะแตก  ปฏิกิริยาระหวา่งเอนไซม์กบัสบัสเตรทเกิดขึน้โดยมีออกซิเจนเป็น
ตวัรับอิเลคตรอนหรือปฏิกิริยาออกซิเดชนั  เกิดเป็นสารท่ีมีสี และกลิ่นเฉพาะตวั (ปราณี อา่นเปร่ือง
, 2543) จงึมีผลให้เกิดการเปล่ียนแปลงของกลิ่นน า้พริกแกงเกิดขึน้ และน า้มนัหอมระเหยยงัถกูท า
ปฏิกิริยาออกซิเดชนักบัออกซิเจนในอากาศ ท าให้โครงสร้างเปล่ียนไปซึง่เป็นสาเหตขุองกลิ่นท่ี
เปล่ียนแปลง  ดงันัน้การน าน า้พริกแกงไปผา่นกระบวนการฆา่เชือ้ด้วยความร้อน จงึสามารถ
ท าลายเอนไซม์ท่ีพืชสร้างขึน้ได้ ยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ด้วยความร้อน  น า้พริกแกงท่ีผา่นการ
ฆา่เชือ้จงึไมเ่กิดการเปล่ียนแปลงกลิ่นท่ีเกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชนั  แตส่าเหตท่ีุน า้พริกแกงมีกลิ่น
เปล่ียนแปลงไปหลงัจากเก็บรักษานาน 2 และ 3 เดือนนัน้  อาจเน่ืองมาจากการท าปฏิกิริยากนัเอง
ของสารจ าพวก volatile compound เกิดเป็นสารประกอบท่ีมีกลิ่นเปล่ียนแปลงไป 
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 

5.1  สรุปผลการทดลอง  
 
 สปอร์ของ  C. sporogenes ในน า้พริกแกงมีคา่ D121.1 °C  เทา่กบั 1.75 นาที และคา่ Z 

เทา่กบั 25.93 °C ขณะท่ีการปรับปริมาณแคลเซียมและลดคา่ aw ของเอนไซม์  -amylase ให้อยู่
ในชว่งท่ีเหมาะสมท าให้เอนไซม์มีความทนความร้อนใกล้เคียงกบัสปอร์ของ C. sporogenes ใน
น า้พริกแกงมากท่ีสดุ โดยเอนไซม์ท่ีมีปริมาณแคลเซียมไอออน 70 ppm และมีคา่ aw  เทา่กบั 0.786 
มีคา่ D121.1 °C  เทา่กบั 1.80 นาที และคา่ Z เทา่กบั 8.95 °C   
 จากการศกึษาการใช้ TTI ท่ีมีจลนศาสตร์การถกูท าลายด้วยความร้อนใกล้เคียงกบัสปอร์      
C. sporogenes มากท่ีสดุมาใช้ยืนยนัสภาวะการฆา่เชือ้พบวา่ คา่ F ท่ีค านวณได้จากกิจกรรมของ
เอนไซม์ท่ีลดลง (FTTI) มีคา่ใกล้เคียงกบัคา่ F ท่ีค านวณจากข้อมลูอณุหภมูิและเวลาท่ีได้รับความ
ร้อนด้วยวิธี General method  (Ft-T) โดยมีร้อยละความคลาดเคล่ือนเฉล่ียเทา่กบั -4.88, -7.37 
และ -9.58 เม่ือทดลองใช้ในกระบวนการฆา่เชือ้น า้พริกแกงท่ีอณุหภมูิ 111.1, 115.1 และ 121.1 
°C ตามล าดบั  จากร้อยละความคลาดเคล่ือนเฉล่ียมีคา่ตดิลบ หรือคา่ FTTI มีคา่ต ่ากวา่คา่  Ft-T  
แสดงให้เห็นวา่หากใช้การยืนยนัสภาวะการฆา่เชือ้ด้วยการใช้ TTI และคดิคา่ FTTI นัน้  จะสามารถ
ยืนยนัความปลอดภยัของกระบวนการฆา่เชือ้ได้ 
 จากการศกึษาการแทรกผา่นของความร้อนของน า้พริกแกงในรีทอร์ทเพาช์  เม่ือก าหนดคา่
การฆา่เชือ้ด้วยคา่ F0 เทา่กบั 3 นาที พบวา่การฆา่เชือ้น า้พริกแกงท่ีอณุหภมูิ 121.1 °C ท านาย
เวลาในการฆา่เชือ้ได้เทา่กบั 12.03 นาที  เม่ือทดลองฆา่เชือ้ผลิตภณัฑ์ท่ีอณุหภมูิ 121.1 °C พบวา่
ใช้เวลาให้ความร้อนในชว่งฆา่เชือ้เป็นเวลา 8 นาที และเวลาในขัน้ตอนการท าให้เย็นนาน 42 นาที 
หลงัการฆา่เชือ้น า้พริกแกงท่ีสภาวะดงักลา่ว พบวา่น า้พริกแกงมีคา่สี L* เพิ่มขึน้และคา่สี a* ลดลง 
อยา่งมีนยัส าคญั (p ≤ 0.05) เม่ือเทียบกบัพริกแกงท่ีไมไ่ด้ผา่นการฆา่เชือ้ และการฆา่เชือ้ท่ีสภาวะ
ดงักลา่วท าให้ผลการตรวจจลุินทรีย์ในน า้พริกหลงัผา่นการฆา่เชือ้และพริกแกงท่ีเก็บเป็นระยะเวลา 
5 เดือน ไมพ่บจ านวนจลุินทรีย์ทัง้หมด แบคทีเรียในกลุม่ Thermophilic flatsour bacteria, 
Mesophilic flatsour bacteria, Mesophilic anaerobes และ Thermophilic anaerobes  ผลการ
วดักลิ่นโดยใช้จมกูอิเล็กทรอนิกส์ (E-nose) พบวา่พริกแกงสดและพริกแกงท่ีผา่นการฆา่เชือ้มีกลิ่น
เฉพาะของพริกแกงใกล้เคียงกนั แตห่ลงัจากเก็บรักษาพริกแกงพบวา่กลิ่นแตกตา่งจากพริกแกงสด
มากขึน้ตามระยะเวลาท่ีเก็บรักษา 
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5.2 ข้อเสนอแนะ 
 

เอนไซม์ในสภาวะท่ีเลือกใช้เป็น TTI ยงัมีคา่ Z ตา่งจากสปอร์ของ C. sporogenes ใน
น า้พริกแกง   ควรมีการพฒันาให้มีความใกล้เคียงกนัมากขึน้ 
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ภาคผนวก ก 
มาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรมพริกแกง 

(มอก. 429-2525) 
 
ก.1  ขอบข่าย  
 มาตรฐานผลิตภณัฑ์อตุสาหกรรมนีก้ าหนด ประเภท สว่นประกอบ คณุลกัษณะท่ีต้องการ 
วตัถเุจือปนอาหาร สขุลกัษณะ ภาชนะบรรจ ุปริมาณ เคร่ืองหมายและฉลาก การชกัตวัอยา่งและ
เกณฑ์ตดัสิน และการตรวจสอบและการวิเคราะห์น า้พริกส าหรับน าไปแกง 
 
ก.2 บทนิยาม  
 ความหมายของค าท่ีใช้ในมาตรฐานผลิตภณัฑ์อตุสาหกรรมนี ้มีดงัตอ่ไปนี ้  

น า้พริกแกง หมายถึง ผลิตภณัฑ์ท่ีท าจากสว่นประกอบท่ีบดแล้วอาจผสมกบักะทิหรือ
น า้มนับริโภคชนิดอ่ืนก็ได้ แล้วน าไปให้ความร้อนจนแห้ง หรือไมแ่ห้งก็ได้แล้วแตป่ระเภทของ
น า้พริกแกงโดยรักษาคณุภาพและกลิ่นรสของน า้พริกแกงนัน้ๆไว้น าไปใช้ได้ทนัที 
 
ก.3 ประเภท  
 น า้พริกแกงแบง่ออกเป็น 2 ประเภท คือ  
 1 ประเภทเปียก ( curry paste) 
 2 ประเภทแห้ง ( dried curry paste) 
 
ก.4 ส่วนประกอบ 
 สว่นประกอบท่ีใช้ท าน า้พริกแกงต้องมีคณุสมบตัเิหมาะสมตอ่การบริโภคและไมเ่ป็น
อนัตรายตอ่สขุภาพ 
 1 สว่นประกอบท่ีส าคญั  
  1.1 เคร่ืองแกงและเคร่ืองเทศตา่งๆ เชน่ พริกสด พริกแห้ง ตะไคร้ ผิวมะกรูด หวั
หอม กระเทียม ขา่ รากผกัชี ลกูผกัชี ย่ีหร่า พริกไทย 
  1.2 เกลือบริโภค 
 2 สว่นประกอบท่ีอาจมีได้  
  2.1 กะปิ 
  2.2 กะทิหรือน า้มนับริโภค 
  2.3 อ่ืนๆ (ถ้ามี) 
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 3 เคร่ืองปรุงแตง่กลิ่นรส ได้แก่  
  3.1 น า้ปลา 
  3.2 น า้ตาล 
  3.3 มะขามเปียก 
  3.4 อ่ืนๆ (ถ้ามี) 
 
ก.5 คุณลักษณะท่ีต้องการ  
 1 ลกัษณะทัว่ไป  
  1.1 น า้พริกแกงต้องมีสี กลิ่นรสตามชนิดของน า้พริกแกงและกลิ่นต้องไม่
เปล่ียนแปลงไปจากกลิ่นปกตขิองน า้พริกแกงชนิดนัน้ๆ จนรู้สกึได้ เชน่ กลิ่นอบั กลิ่นหืน 
  1.2 เม่ือน ามาปรุงตามสว่นและวิธีท าท่ีแจ้งไว้ท่ีฉลากแล้ว จะต้องสกุรับประทาน
ได้ภายในเวลา 10 นาที ส าหรับแกงท่ีใช้น า้หรือกะทิ 2 ถ้วยตวง (ประมาณ 500 ลกูบาศก์
เซนตเิมตร) 
  เม่ือตรวจสอบโดยวิธีให้คะแนนตามข้อ 12.1 แล้วต้องได้คะแนนรวมเฉล่ียไมน้่อย
กวา่ 2.8 คะแนน และแตล่ะคณุลกัษณะต้องไมมี่ระดบัคะแนน 1 ปะปน 
 2 ความชืน้  
  2.1 ประเภทเปียก ไมเ่กินร้อยละ 40 โดยน า้หนกั 
  2.2 ประเภทแห้ง ไมเ่กินร้อยละ 9 โดยน า้หนกั 
 3 เกลือ  
  3.1 ประเภทไมแ่ห้ง ไมเ่กินร้อยละ 10 โดยน า้หนกั 
  3.2 ประเภทแห้ง ไมเ่กินร้อยละ 15 โดยน า้หนกั 
 4 อะฟลาทอกซิน ต้องไมเ่กิน 20 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม  
  
ก.6 วัตถุเจือปนอาหาร  
 1 ห้ามใช้วตัถเุจือปนอาหารตอ่ไปนี ้  
  1.1 สีสงัเคราะห์ 
 2 ให้ใช้วตัถเุจือปนอาหารได้ตามชนิดและปริมาณท่ีก าหนดดงันี ้  
  2.1 วตัถกุนัหืน และวตัถกุนัเสีย ให้เป็นไปตามประกาศกระทรวงสาธารณสขุวา่
ด้วยเร่ืองวตัถเุจือปนอาหาร 
 



83 

ก.7 สุขลักษณะ 
 1 สขุลกัษณะในการท าน า้พริกแกงให้เป็นไปตามมาตรฐานผลิตภณัฑ์อตุสาหกรรม 
ก าหนดสขุลกัษณะของอาหาร มาตรฐานเลขท่ี มอก.34 
 2 ในการท าน า้พริกแกงผู้ท าต้องใช้วิธีปฏิบตัท่ีิดีท่ีสดุเพ่ือจะไมใ่ห้มีสิ่งแปลกปลอมอนัไมพ่งึ
ประสงค์ปรากฏอยูใ่นผลิตภณัฑ์ 

3 น า้พริกแกงยอมให้มีจลุินทรีย์ได้ตามเกณฑ์ท่ีก าหนดดงันี ้
 จ านวนรา ( mold) ตอ่กรัมของตวัอยา่ง    ไมเ่กิน 10 โคโลนี  
 จ านวน อี โคไล ( E.coli) โดยวิธี MPN ตอ่กรัมของตวัอยา่ง  น้อยกวา่ 3 โคโลนี  
 คลอสตริเดียม เพอร์ฟริงเจนส์ (Clostridium perfringens) 
 ใน 0.01 กรัมของตวัอยา่ง      ต้องไมพ่บ 
 สตาฟิโลคอกคสั ออเรียส ( Staphylococcus aureus) 
 ใน 0.01 กรัมของตวัอยา่ง     ต้องไมพ่บ  
 ซาลโมเนลลา ( Salmonella) ใน 25 กรัม ของตวัอยา่ง  ต้องไมพ่บ  
 
ก.8 ภาชนะบรรจุ  
 ภาชนะท่ีใช้บรรจตุ้องสะอาด แห้ง ปิดได้สนิท ป้องกนัความชืน้ได้ และผิวภายในต้องไมมี่
ปฏิกิริยากบัอาหารท่ีบรรจ ุ
 
ก.9 ปริมาณ  
 น า้หนกัสทุธิของน า้พริกแกงในแตล่ะภาชนะบรรจตุ้องไมน้่อยกวา่ท่ีระบไุว้ท่ีฉลาก  
 
ก.10 เคร่ืองหมายและฉลาก  
 1 ฉลากให้เป็นไปตามมาตรฐานผลิตภณัฑ์อตุสาหกรรม ค าแนะน าทัว่ไปเก่ียวกบัฉลาก
ส าหรับผลิตภณัฑ์อตุสาหกรรม มาตรฐานเลขท่ี มอก.31 
 2 ท่ีภาชนะบรรจนุ า้พริกแกงทกุหนว่ยอยา่งน้อยต้องมี เลข อกัษร หรือเคร่ืองหมายแจ้ง
รายละเอียดตอ่ไปนีใ้ห้เห็นได้ง่ายชดัเจน 
  (1) ค าวา่ ‚น า้พริกแกง‛ พร้อมทัง้ช่ือแกง เชน่ น า้พริกแกงเขียวหวาน 
  (2) ประเภท  
  (3) สว่นประกอบส าคญั  
  (4) ข้อความวา่ ‚ใช้วตัถกุนัหืน‛ และ/หรือ ‚ใช้วตัถกุนัเสีย‛ 
  (5) น า้หนกัสทุธิ เป็น กรัม 
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  (6) เดือน ปี ท่ีท า  
  (7) วิธีท าเพ่ือรับประทาน  
  (8) ช่ือผู้ท าหรือโรงงานท่ีท า และสถานท่ีตัง้  
  (9) ช่ือประเทศท่ีท า  
 3 ท่ีกลอ่งภาชนะบรรจพุริกแกงทกุกลอ่ง อยา่งน้อยต้องมีเลขอกัษร หรือเคร่ืองหมายแจ้ง
รายละเอียดตามข้อ ก10 /2(1) (6) (8) และ (9) และจ านวนหนอ่ยภาชนะบรรจใุนแตล่ะกลอ่งให้
เห็นได้ง่ายและชดัเจน 
 4 การท าเคร่ืองหมายในข้อ ก10 /2 และ ก10 /3 ในกรณีท่ีใช้ภาษาตา่งประเทศด้วย ต้องมี
ความหมายตรงกบัภาษาไทย 
 5 ผู้ท าผลิตภณัฑ์อตุสาหกรรมท่ีเป็นไปตามมาตรฐานนี ้จะแสดงเคร่ืองหมายมาตรฐานกบั
ผลิตภณัฑ์อตุสาหกรรมนัน้ได้ ตอ่เม่ือได้รับใบอนญุาตจากคณะกรรมการมาตรฐาน
ผลิตภณัฑ์อตุสาหกรรมแล้ว 
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ภาคผนวก ข 
จลนศาสตร์การท าลายสปอร์ Clostridium sporogenes ในน า้พริกแกง 

ด้วยความร้อน 
 
ข.1 วิธีการค านวณค่า D และค่า Z จากกราฟความอยู่รอด 
 

กราฟความอยูร่อดเป็นกราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งจ านวนสปอร์ท่ีรอดชีวิต ( Log CFU/g) 
กบัเวลาท่ีให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิคงท่ี (นาที) ดงัแสดงในรูปท่ี ข.1 เพ่ือหาคา่ D ได้จากสมการท่ี ข .1   
หรือกลา่วได้วา่คา่ D เทา่กบั -1/slope ของกราฟความสมัพนัธ์ดงักลา่วดงัแสดงในตารางท่ี ข. 1   
จากนัน้สร้างกราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ Log D กบัอณุหภมูิ (°C) เพ่ือหาคา่ Z ดงัแสดงในรูปท่ี 
ข.2 

D = 
)/( ONNLog

t      ข.1 

เม่ือ D   คือคา่คงท่ีอตัราการตาย (นาที) 
t    คือเวลาท่ีให้ความร้อน (นาที) 
N0  คือปริมาณจลุินทรีย์เร่ิมต้น 
N   คือปริมาณจลุินทรีย์ท่ีเหลืออยูเ่ม่ือเวลาผา่นไป t นาที 

 
 

รูปท่ี ข.1   กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งจ านวนสปอร์ C. sporogenes ท่ีรอดชีวิต (Log CFU/g) 
กบัเวลาท่ีให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิตา่งๆ (นาที) 
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ตารางท่ี ข.1  ตารางแสดงความชนัจากกราฟความอยูร่อดและคา่ D ท่ีแตล่ะอณุหภมูิ  
 

อณุหภมูิ (°C) ความชนัของเส้นกราฟ D (นาที) Log D 
93 -0.0485 20.6186 1.3143 
98 -0.1051 9.5147 0.9784 

105.7 -0.2138 4.6773 0.6700 
113.4 -0.5636 1.7743 0.2490 
121.1 -0.7295 1.3708 0.1370 

 
 

 
รูปท่ี ข.2   กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ Log D กบัอณุหภมูิ (°C)  
 

y = -0.042x + 5.204
R² = 0.966
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ข.2 จ านวนสปอร์ C. sporogenes ในน า้พริกแกงหลังให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิและเวลา 
ต่างๆ, ท าการทดลอง 3 ซ า้ 

 
ตารางท่ี ข.2 จ านวนสปอร์ C. sporogenes ในน า้พริกแกงเร่ิมต้น (N0) และจ านวนสปอร์  

C. sporogenes ในน า้พริกแกงท่ีเหลือ (N) หลงัการให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิและเวลา
ตา่งๆ  
 

อณุหภมูิ 
(°C) 

เวลาท่ีให้ความ
ร้อน (นาที) 

จ านวนสปอร์ C. sporogenes (N) หลงัให้ความร้อน (log 
CFU/g) 

ซ า้ท่ี 1 ซ า้ท่ี 2 ซ า้ท่ี 3 
93.0 0 5.89 5.89 5.77 

 3 5.51 5.74 5.82 
 6 5.52 5.74 5.54 
 12 5.11 5.26 5.26 
 24 4.88 4.86 4.74 
 36 4.05 4.2 4.08 

98.0 0 5.89 5.89 5.77 
 3 5.4 5.3 5.36 
 6 4.9 4.94 5.13 
 12 4.74 4.52 4.61 
 18 3.98 3.84 4.15 
 24 3.23 3.26 3.03 

105.7 0 5.41 5.99 5.77 
 2 4.52 5.43 5.07 
 4 4.31 5.03 4.55 
 6 3.97 4.55 4.01 
 8 3.78 4.14 3.91 
 10 3.54 3.69 3.58 
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ตารางท่ี ข.2 (ต่อ) จ านวนสปอร์ C. sporogenes ในน า้พริกแกงเร่ิมต้น (N0) และจ านวนสปอร์  
C. sporogenes  ในน า้พริกแกง ท่ีเหลือ (N) หลงัการให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ
และเวลาตา่งๆ  

  

อณุหภมูิ 
(°C) 

เวลาท่ีให้ความ
ร้อน (นาที) 

จ านวนสปอร์ C. sporogenes (N) หลงัให้ความร้อน (log 
CFU/g) 

ซ า้ท่ี 1 ซ า้ท่ี 2 ซ า้ท่ี 3 
113.4 0 5.41 5.99 5.77 

 1 4.91 5.66 5.51 
 2 4.72 5.3 5.07 
 3 4.12 4.83 4.65 
 4 3.91 4.68 4.08 
 5 3.7 3.57 2.77 

121.1 0 5.41 5.99 5.77 
 0.5 5.07 5.62 5.39 
 1.0 4.68 5.35 4.9 
 1.5 4.54 5.31 4.55 
 2.0 4.45 4.77 4.29 
 2.5 4.33 4.57 3.95 
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ภาคผนวก ค 
วิธีการวิเคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์ α-amylase ที่สร้างจาก B. licheniformis 

 

ค.1 เอนไซม์ α-amylase ที่สร้างจาก B. licheniformis 
 
1.  ลกัษณะผลิตภณัฑ์ 
ช่ือทางการค้า  Termamyl® 120L. Type L 
ประเภทเอนไซม์  α-amylase 
กิจกรรมของเอนไซม์ 120 KNU-T/g 
สี   น า้ตาลสวา่งถึงน า้ตาลเข้ม  
ลกัษณะทางกายภาพ ของเหลว  
ความหนาแนน่    1.26  กรัมตอ่มิลลิลิตร 
ความหนืด  1-25 cPs  
สารเพิ่มความคงตวั เมธไทโอนิน  
   โซเดียมคลอไรด์  
   ซูโครส  
จลุินทรีย์ท่ีสร้างเอนไซม์  Bacillus licheniformis 
 
2.  รายละเอียดผลิตภณัฑ์ 
ตารางท่ี ค.1 รายละเอียดเอนไซม์ α-amylase 
 Lower Limit Upper Limit Unit 
Alpha Amylase Units KNU-T 120 138 /g 
คา่ pH ท่ีอณุหภมูิ 25 °C 5.5 7.0  
ความหนาแนน่   - - g/ml 
Total Viable Count - 50000 /g 
Coliform Bacteria - 30 /g 
Enteropathogenic E.Coli  None Detected /25g 
Salmonella  None Detected /25g 
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3.  สภาวะการเก็บรักษา 
ควรใช้ก่อน ผลิตภณัฑ์มีคณุภาพดีนาน 3 เดือน นบัจากวนัขนสง่เม่ือเก็บรักษาใน

สภาวะท่ีแนะน า  
อณุหภมูิในการเก็บรักษา 0-25 °C (32-77 °F) 
สภาวะในการเก็บรักษา ในภาชนะปิดสนิท แห้ง ไมโ่ดนแสงแดด ความชืน้และอณุหภมูิสงูมีผลท า

ให้อายกุารเก็บรักษาผลิตภณัฑ์สัน้ลง 
4.  ความปลอดภยั 
เอนไซม์คือโปรตีน อาจเกิดอาการแพ้ในเฉพาะบคุคล  เอนไซม์บางชนิดท าให้เกิดการระคายเคือง
ผิวหนงั ตา และระบบเนือ้เย่ือทางเดนิหายใจ เม่ือสมัผสัเป็นระยะเวลานาน 
 
ค.2 วิธีวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ α-amylase ที่สร้างจาก B. licheniformis ในหน่วย  

KNU/g 
 
1.  หลกัการ 
 วิธีดงักลา่วอาศยัหลกัการท่ีเอนไซม์ตดัสายสตาร์ช  และการเกิดสีน า้เงินของสตาร์ชกบั
สารละลายไอโอดีน  ถ้าสตาร์ชถกูตดัสายโดยการท างานของเอนไซม์จะสง่ผลให้สีน า้เงินลดลง
จนกระทัง่กลายเป็นสีน า้ตาลแดง 

สภาวะการเกิดปฏิกิริยา 
อณุหภมูิ 37 °C ± 0.5 °C 
pH  5.6 
Ca2+ content ประมาณ 0.0003 M 
 
2.  ค าจ ากดัความของหนว่ย KNU 
 1 KNU (Kilo Novo Unit) คือปริมาณเอนไซม์ท่ีตดัสายสตาร์ช 4870 g น า้หนกัแห้ง ตอ่
ชัว่โมงภายใต้สภาวะมาตรฐาน 
 
3.  สารเคมีและสารตัง้ต้น 

3.1 สารละลาย CaCl2, 0.43 M, pH 7.0 
ชัง่ CaCl2·2H2O  63.22 กรัม และ Tris 1.10 กรัม เทใสข่วดปริมาตรขนาด 1000 มิลลิลิตร 

เตมิน า้กลัน่ประมาณ 900 มิลลิลิตร  จากนัน้ปรับ pH ด้วย HCl ให้มีคา่ pH เทา่กบั 7.0 ± 0.1 และ
ปรับปริมาตรจนได้ 1000  มิลลิลิตร 
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3.2  สารละลายไอโอดีน A (stock solution) 
ชัง่ KI 22.00 กรัม ละลายในในน า้กลัน่ 60 มิลลิลิตร เทใสข่วดปริมาตรขนาด 500 

มิลลิลิตร ละลาย I2 ในขวดปริมาตร และใช้น า้กลัน่ปรับปริมาตรจนได้ 500  มิลลิลิตร 
3.3  สารละลายไอโอดีน B 
ชัง่ KI 80.00 กรัม เทใสข่วดปริมาตรขนาด 2000 มิลลิลิตร ปิเปตสารละลายไอโอดีน A 

ปริมาตร 8.0 มิลลิลิตร และใช้น า้กลัน่ปรับปริมาตรจนได้ 500  มิลลิลิตร 
3.4  สารละลายเกลือ (Salt stock solution) 
ชัง่ NaCl 9.36 กรัม KH2PO4 69.00 กรัม และ Na2HPO4·2H2O  4.80 กรัมละลายในน า้

กลัน่ ใสข่วดปริมาตรขนาด 1000 มิลลิลิตร ปรับ pH ด้วย HCl หรือ NaOH ให้มีคา่ pH เทา่กบั 5.2 
± 0.1 และใช้น า้กลัน่ปรับปริมาตรจนได้ 1000  มิลลิลิตร 

3.5  สารละลายสตาร์ช 
ละลายสตาร์ชในน า้กลัน่ 100 มิลลิลิตร จากนัน้เทซสัเพนชนัดงักลา่วในบีกเกอร์ท่ีมีน า้

กลัน่เดือด ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ตัง้อยูบ่น hot stirring plate ปลอ่ยให้เดือดนาน 30 วินาที  ตัง้
ทิง้ไว้ให้เย็นและเทใสข่วดปริมาตร 1000 มิลลิลิตร เตมิสารละลายเกลือท่ีเตรียมในข้อท่ี 3.4 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนัน้ใช้น า้กลัน่ปรับปริมาตรจนได้ 1000  มิลลิลิตร 

 
4.  วิธีการ 

เตรียมสารละลายสตาร์ชในข้อ 3.5 ปริมาตร 20.0 มิลลิลิตร วางในอา่งน า้ควบคมุอณุหภมูิ
ท่ี 37.0 °C นานประมาณ 10 นาที  

เตรียมสารละลายเอนไซม์ให้มีความเข้มข้นท่ีเหมาะสมโดยละลายในน า้กลัน่  เชน่ น า้กลัน่ 
8.0 มิลลิลิตร เอนไซม์ 2.0 มิลลิลิตร, น า้กลัน่ 5.0 มิลลิลิตร เอนไซม์ 5.0 มิลลิลิตร หรือ น า้กลัน่ 0 
มิลลิลิตร เอนไซม์ 10.0 มิลลิลิตร ตามกิจกรรมของเอนไซม์และตวัอยา่ง 

ปิเปตสารละลายเอนไซม์ท่ีเตรียมไว้ข้างต้นใสใ่นสารละลายสตาร์ชท่ีเตรียมไว้ กวนสาร
ผสมให้เข้ากนั จบัเวลาในการเร่ิมปฏิกิริยา 

ปิเปตสารผสมท่ีท าปฏิกิริยาอยูใ่สป่ริมาตร 1 มิลลิลิตรในสารละลายไอโอดีน B ท่ีเตรียมไว้
ในข้อ 3.3 ปริมาตร 5.0 มิลลิลิตร เขยา่เพ่ือสงัเกตสีของสารผสมจนกลายเป็นสีน า้ตาลแดง อา่น
เวลาในการท าปฏิกิริยา (เวลาท่ีท าปฏิกิริยาควรอยูใ่นชว่ง 7 ถึง 20 นาที) 

  

Activity / g   =   
10002

2





at

fVF   =   KNU/g     ค.1 
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F      =  F [min × NU]       =   
]/[deg

/95.620min/60
NUhourradedstarchXmg

mlmgmlhour



   ค.2 

 
20 ~  สารละลายสตาร์ช 20 มิลลิลิตร 
6.95 ~ สตาร์ช 6.95 มิลลิกรัมตอ่สารละลาย 1 มิลลิลิตร 
X ~ สตาร์ชท่ียอ่ย X มิลลิกรัมตอ่ชัว่โมงตอ่ NU 
2 ~ สารละลายเอนไซม์ 2 มิลลิลิตร (ขึน้กบัปริมาตรท่ีใช้ทดลองจริง) 
a = น า้หนกัตวัอยา่ง (กรัม) 
V = ปริมาตรน า้กลัน่ท่ีละลายตวัอยา่งเอนไซม์ a กรัม 
t = เวลาท่ีท าปฏิกิริยา (นาที) 
f2 = dilution factor 
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ภาคผนวก ง 

ความคงทนต่อความร้อนของเอนไซม์ α-amylase ที่สร้างจาก B. licheniformis 
 
ง.1 วิธีการค านวณค่า D และค่า Z จากกราฟการเสียสภาพตามอุณหภูมิและเวลาท่ี

ได้รับความร้อนภายใต้สภาวะการให้ความร้อนแบบอุณหภูมิคงท่ีของเอนไซม์  
α-amylase 

 
กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ล็อกธรรมชาตขิองอตัราสว่นระหวา่งกิจกรรมของเอนไซม์

หลงัจากได้รับความร้อนตอ่กิจกรรมของเอนไซม์เร่ิมต้น ( ln A/A0) และเวลาท่ีให้ความร้อน (นาที) 
ดงัแสดงในรูปท่ี ง. 1 เพ่ือหาคา่ D ได้จากสมการท่ี ง .1 และ ง.2  หรือกลา่วได้วา่คา่ D เทา่กบั -
2.303/slope ของกราฟความสมัพนัธ์ดงักลา่วดงัแสดงในตารางท่ี ง. 1  จากนัน้สร้างกราฟ
ความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ Log D กบัอณุหภมูิ (°C) เพ่ือหาคา่ Z ดงัแสดงในรูปท่ี ง.2 

ln
0A

A  = -kt      ง.1 

log
0A

A  = -
D

1 t      ง.2 

 
เม่ือ  k    คือคา่คงท่ีของปฏิกิริยา 

A0   คือคา่กิจกรรมของเอนไซม์ก่อนได้รับความร้อน 
A   คือคา่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีเหลือหลงัจากได้รับความร้อนเม่ือเวลาผา่นไป t นาที 
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รูปท่ี ง.1   กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ล็อกธรรมชาตขิองอตัราสว่นระหวา่งกิจกรรมของเอนไซม์

หลงัจากได้รับความร้อนตอ่กิจกรรมของเอนไซม์เร่ิมต้น (ln A/A0) และเวลาท่ีให้ความ
ร้อน (นาที) 

 
ตารางท่ี ง.1  ความชนัจากกราฟและคา่ D ท่ีแตล่ะอณุหภมูิ  
 

อณุหภมูิ (°C) ความชนั (k) D (นาที) Log D 
98 -0.0113 203.81 2.3092 

105.7 -0.0879 26.20 1.4183 
113.4 -0.6568 3.51 0.5449 
121.1 -1.5724 1.46 0.1657 
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รูปท่ี ง.2   กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ Log D กบัอณุหภมูิ (°C)  
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ง.2 การเสียสภาพตามอุณหภูมิและเวลาท่ีได้รับความร้อนภายใต้สภาวะการให้ความ  
ร้อนแบบอุณหภูมิคงท่ีของเอนไซม์ α-amylase ที่มีการปรับสภาวะต่างกัน 
 
ตารางท่ี ง.2  คา่กิจกรรมของเอนไซม์ตัง้ต้น (A0) และคา่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีเหลือ (A) หลงัการ 

ให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิและเวลาตา่งๆ เม่ือมีปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 20 
ppm และคา่ aw เทา่กบั 0.826 
 

อณุหภมูิ 
(°C) 

เวลาท่ีให้ความ
ร้อน (นาที) 

กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีเหลือ (A) หลงัการให้ความร้อน 
ซ า้ท่ี 1 ซ า้ท่ี 2 ซ า้ท่ี 3 

 
0 117.11 115.7 106.67 

98.0 3 110.34 106.67 106.67 
 6 94.44 100.00 103.33 
 12 91.50 100.00 97.06 
 24 72.73 86.55 88.89 
 36 74.46 71.15 69.70 

105.7 2 91.5 95.71 103.23 
 4 56.92 76.19 80.00 
 6 56.30 61.90 65.33 
 8 41.05 61.63 56.16 
 10 27.88 40.10 45.75 

113.4 1 59.57 67.13 84.44 

 
2 21.76 36.36 31.38 

 3 11.49 18.30 32.00 
 4 ND 11.05 17.31 
 5 ND 5.71 3.14 

121.1 0.5 56.16 66.78 37.78 
 1.0 20.00 8.53 4.57 
 1.5 4.27 11.43 2.32 
 2.0 1.42 1.07 1.98 
 2.5 ND ND ND 

หมายเหต ุND= not detected 
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ตารางท่ี ง.3  คา่กิจกรรมของเอนไซม์ตัง้ต้น (A0) และคา่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีเหลือ (A) หลงัการ 
ให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิและเวลาตา่งๆ เม่ือมีปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 70 
ppm และคา่ aw เทา่กบั 0.826 
 

อณุหภมูิ 
(°C) 

เวลาท่ีให้ความ
ร้อน (นาที) 

กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีเหลือ (A) หลงัการให้ความร้อน 
ซ า้ท่ี 1 ซ า้ท่ี 2 ซ า้ท่ี 3 

 
0 117.11 121.03 106.67 

98.0 3 83.81 114.87 110.48 
 6 70.77 100.00 100.00 
 12 80.20 97.06 86.55 
 24 61.54 86.55 78.10 
 36 65.55 80.00 74.46 

105.7 2 80.05 78.1 100.39 
 4 61.25 66.78 74.46 
 6 51.67 53.39 57.81 
 8 43.27 50.00 51.61 
 10 47.47 40.00 48.89 

113.4 1 58.2 66.78 72.73 

 
2 5.52 32.67 32.67 

 3 10.22 13.91 11.43 
 4 15.62 29.33 11.05 
 5 3.08 3.82 4.11 

121.1 0.5 38.18 59.34 39.11 
 1.0 16.04 17.31 9.41 
 1.5 8.44 3.64 10.18 
 2.0 0.84 7.37 4.10 
 2.5 ND ND ND 

หมายเหต ุND= not detected 
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ตารางท่ี ง.4  คา่กิจกรรมของเอนไซม์ตัง้ต้น (A0) และคา่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีเหลือ (A) หลงัการ 
ให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิและเวลาตา่งๆ เม่ือมีปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 120 
ppm และคา่ aw เทา่กบั 0.826 
 

อณุหภมูิ 
(°C) 

เวลาท่ีให้ความ
ร้อน (นาที) 

กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีเหลือ (A) หลงัการให้ความร้อน 
ซ า้ท่ี 1 ซ า้ท่ี 2 ซ า้ท่ี 3 

 
0 117.11 113.16 113.16 

98.0 3 114.29 110.34 110.34 
 6 100.00 104.95 100.39 
 12 94.12 87.06 94.12 
 24 80.00 82.54 84.17 
 36 72.73 71.15 76.19 

105.7 2 108.51 110.34 94.2 
 4 90.16 84.44 72.88 
 6 77.78 71.15 59.59 
 8 40.51 59.26 56.16 
 10 40.63 50.81 42.22 

113.4 1 70.77 71.15 71.15 

 
2 28.46 31.38 31.78 

 3 13.91 14.89 14.96 
 4 11.99 3.50 7.14 
 5 3.43 6.40 4.36 

121.1 0.5 61.63 61.63 66.78 
 1.0 12.82 10.60 22.86 
 1.5 4.11 4.29 10.16 
 2.0 1.00 1.00 0.83 
 2.5 ND ND ND 

หมายเหต ุND= not detected 
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ตารางท่ี ง.5  คา่กิจกรรมของเอนไซม์ตัง้ต้น (A0) และคา่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีเหลือ (A) หลงัการ 
ให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิและเวลาตา่งๆ เม่ือมีปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 70 
ppm และคา่ aw เทา่กบั 0.782 
 

อณุหภมูิ 
(°C) 

เวลาท่ีให้ความ
ร้อน (นาที) 

กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีเหลือ (A) หลงัการให้ความร้อน 
ซ า้ท่ี 1 ซ า้ท่ี 2 ซ า้ท่ี 3 

 
0 84.21 82.81 80.13 

98.0 12 80.00 80.00 74.46 
 24 82.11 78.10 71.15 
 36 82.11 76.36 71.15 
 48 76.19 69.57 65.33 
 60 71.15 69.70 62.77 

105.7 4 80.00 67.13 64.41 
 8 68.12 61.63 61.9 
 12 65.33 46.46 43.91 
 16 60.4 41.05 34.85 
 20 57.14 32.05 30.2 

113.4 1 76.19 72.73 72.73 

 
2 43.53 44.58 44.58 

 3 27.62 23.19 23.19 
 4 20.00 16.42 15.27 
 5 14.29 9.49 9.52 

121.1 0.5 69.70 61.54 66.67 
 1.0 22.8 9.93 10.84 
 1.5 6.89 6.10 5.98 
 2.0 5.45 8.21 7.37 
 2.5 4.27 4.20 4.06 
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ตารางท่ี ง.6 คา่กิจกรรมของเอนไซม์ตัง้ต้น (A0) และคา่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีเหลือ (A) หลงัการ 
ให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิและเวลาตา่งๆ เม่ือมีปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 70 
ppm และคา่ aw เทา่กบั 0.760 
 

อณุหภมูิ 
(°C) 

เวลาท่ีให้ความ
ร้อน (นาที) 

กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีเหลือ (A) หลงัการให้ความร้อน 
ซ า้ท่ี 1 ซ า้ท่ี 2 ซ า้ท่ี 3 

 
0 80.13 73.88 70.62 

98.0 12 78.10 69.7 66.78 
 24 76.19 65.33 59.34 
 36 74.46 65.55 60.57 
 48 74.78 60.40 59.26 
 60 71.15 57.22 56.30 

105.7 4 78.10 70.10 69.70 
 8 74.46 60.57 60.00 
 12 76.19 54.25 52.59 
 16 72.73 46.86 46.67 
 20 68.12 43.91 40.4 

113.4 1 74.46 69.57 66.67 

 
2 51.67 50.91 48.53 

 3 38.18 34.18 34.85 
 4 35.56 21.62 21.34 
 5 41.68 22.86 29.89 

121.1 0.5 63.95 54.38 56.30 
 1.0 38.18 27.35 26.85 
 1.5 11.15 20.84 9.33 
 2.0 7.64 7.45 7.64 
 2.5 5.93 4.40 5.24 
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ตารางท่ี ง.7  คา่กิจกรรมของเอนไซม์ตัง้ต้น (A0) และคา่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีเหลือ (A) หลงัการ 
ให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิและเวลาตา่งๆ เม่ือมีปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 70 
ppm และคา่ aw เทา่กบั 0.716 
 

อณุหภมูิ 
(°C) 

เวลาท่ีให้ความ
ร้อน (นาที) 

กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีเหลือ (A) หลงัการให้ความร้อน 
ซ า้ท่ี 1 ซ า้ท่ี 2 ซ า้ท่ี 3 

 
0 64.96 63.18 64.89 

98.0 12 64.00 61.63 64.10 
 24 62.77 53.63 61.54 
 36 62.77 50.91 60.40 
 48 59.26 50.91 59.26 
 60 57.22 51.83 51.61 

105.7 4 64.00 62.77 62.77 
 8 60.57 53.39 53.39 
 12 59.26 51.67 51.67 
 16 58.20 53.57 53.57 
 20 56.16 43.27 86.55 

113.4 1 65.33 61.63 65.33 

 
2 64.10 51.67 54.25 

 3 52.47 38.34 51.67 
 4 47.06 33.33 43.27 
 5 34.78 27.13 42.11 

121.1 0.5 62.77 56.58 60.40 
 1.0 26.41 29.17 41.27 
 1.5 18.89 21.20 25.11 
 2.0 10.67 8.25 19.41 
 2.5 0.74 1.88 6.16 
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ตารางท่ี ง.8  คา่กิจกรรมของเอนไซม์ตัง้ต้น (A0) และคา่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีเหลือ (A) หลงัการ 
ให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิและเวลาตา่งๆ เม่ือมีปริมาณแคลเซียมไอออนเทา่กบั 70 
ppm และคา่ aw เทา่กบั 0.686 
 

อณุหภมูิ 
(°C) 

เวลาท่ีให้ความ
ร้อน (นาที) 

กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีเหลือ (A) หลงัการให้ความร้อน 
ซ า้ท่ี 1 ซ า้ท่ี 2 ซ า้ท่ี 3 

 
0 55.22 55.30 53.95 

98.0 12 55.24 46.05 53.33 
 24 53.33 48.53 50.20 
 36 51.67 49.24 45.00 
 48 48.53 47.06 48.53 
 60 47.06 45.75 47.06 

105.7 4 45.75 51.67 50.00 
 8 44.05 50.00 48.89 
 12 41.05 45.75 48.53 
 16 37.23 42.22 44.44 
 20 37.23 44.58 43.53 

113.4 1 48.53 48.53 53.33 

 
2 43.27 47.06 44.44 

 3 38.18 42.22 42.11 
 4 37.72 41.05 40.00 
 5 30.81 41.71 32.00 

121.1 0.5 53.33 43.27 53.33 
 1.0 25.40 43.27 25.81 
 1.5 17.83 14.55 20.00 
 2.0 13.11 20.67 12.55 
 2.5 10.49 6.79 7.90 
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ชัน้ตะแกรงบรรจอุาหารในหม้อนึง่ฆา่เชือ้ 

ภาคผนวก จ 
การศึกษาการแทรกผ่านความร้อนของผลิตภัณฑ์ภายในหม้อน่ึงฆ่าเชือ้ 

 
จ.1 การหาจุดร้อนช้าของผลิตภัณฑ์ในหม้อน่ึงฆ่าเชือ้ 
 

วางผลิตภณัฑ์น า้พริกแกงบรรจรีุทอร์ตเพาช์ท่ีเสียบเข็มวดัอณุหภมูิคูค่วบบริเวณด้านข้าง
ถงุและปลายเข็มเสียบตรงต าแหนง่ล๊อกบริเวณกึ่งกลางรีทอร์ตเพาช์ ไว้ในต าแหนง่ตา่ง ๆ ภายใน
หม้อนึง่ฆา่เชือ้ (HISAKA simulator retort รุ่น RCS-40RTGN) จ านวน 3 ต าแหนง่ดงัรูปท่ี จ. 1 
และบนัทกึการ เปล่ียนแปลงอณุหภมูิภายในรีทอร์ตเพาช์แตล่ะต าแหนง่ทกุ 1 นาที เม่ือฆา่เชือ้
ผลิตภณัฑ์ท่ีอณุหภมูิ 121.1 °C แสดงในตารางท่ี จ.1) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี จ.1 ต าแหนง่การวางเข็มวดัอณุหภมูิคูค่วบเพ่ือหาจดุร้อนช้าท่ีสดุในหม้อนึง่ฆา่เชือ้  
 

จากข้อมลูการเปล่ียนแปลงอณุหภมูิในรีทอร์ตเพาช์ (ตารางท่ี จ. 1) จะเห็นวา่จดุร้อนช้า
ท่ีสดุของหม้อนึง่ฆา่เชือ้น่ีอยูบ่ริเวณตอนกลางของตะแกรงบรรจอุาหารชัน้ท่ี 8   เม่ือสิน้สดุ
กระบวนการฆา่เชือ้ผลิตภณัฑ์ท่ีวางไว้ในต าแหนง่ P1, P2 และ P3 มีคา่การฆา่เชือ้ (F0) เทา่กบั 
3.53 5.21 และ 4.53 นาที ตามล าดบั   โดยใช้เวลาการฆา่เชือ้ในชว่งการฆา่เชือ้นาน 8 นาที ดงันัน้
จงึเลือกต าแหนง่ P3 เป็นจดุร้อนช้าท่ีสดุ และใช้เป็นต าแหนง่ท่ีใช้ตดิตามการเปล่ียนแปลงอณุหภมูิ
ของอาหารท่ีจดุร้อนช้าท่ีสดุระหวา่งกระบวนการฆา่เชือ้ตอ่ไป 
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ตารางท่ี จ.1  การเปล่ียนแปลงอณุหภมูิของอาหารภายในรีทอร์ตเพาช์ท่ีวางไว้ในต าแหนง่ตา่งๆ 
ภายในหม้อนึง่ฆา่เชือ้ 

เวลา (นาที) อณุหภมูิ (°C) คา่การฆา่เชือ้ (นาที) 
P1 P2 P3 P1 P2 P3 

0 27.9 27.7 28.1 0.00 0.00 0.00 
1 29.5 28.2 45.6 0.00 0.00 0.00 
2 44.9 40.4 72.1 0.00 0.00 0.00 
3 61.4 58.1 79.7 0.00 0.00 0.00 
4 73.8 72.1 86.6 0.00 0.00 0.00 
5 83.2 82.7 92.8 0.00 0.00 0.00 
6 89.8 90.2 98.7 0.00 0.00 0.00 
7 96.2 97 103.8 0.02 0.00 0.00 
8 101.1 102.4 108.2 0.05 0.01 0.01 
9 105.7 107.2 111.1 0.13 0.04 0.03 
10 109.2 110.9 113.2 0.26 0.11 0.08 
11 111.9 113.8 114.9 0.46 0.25 0.17 
12 113.9 115.9 116.4 0.75 0.49 0.32 
13 115.5 117.4 117.4 1.13 0.86 0.56 
14 116.8 118.5 118.2 1.60 1.34 0.88 
15 117.7 119.2 118.7 2.15 1.94 1.29 
16 118.5 119.8 119.2 2.76 2.64 1.80 
17 119.1 120.2 119.6 3.43 3.41 2.39 
18 119.4 120.5 119.6 4.14 4.25 3.04 
19 112.9 118.1 106.2 4.51 4.94 3.45 
20 97.2 103.1 89.8 4.53 5.20 3.53 
21 85.4 89.1 80.7 4.53 5.21 3.53 
22 78.3 79.6 74.5 4.53 5.21 3.53 
23 73.5 73.0 69.9 4.53 5.21 3.53 
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ภาคผนวก ฉ 
วิธีค านวณ heat penetration parameter และเวลาในการฆ่าเชือ้ 

 
ฉ.1  การค านวณ heat penetration parameters 

 
รูปท่ี ฉ.1 Heat penetration curve ของผลิตภณัฑ์น า้พริกแกงท่ีวางไว้ในต าแหนง่ท่ีจดุร้อนช้า 
 
Heat penetration parameters ท่ีใช้ในการค านวณ 
 
F0  Sterilization value (นาที) ท่ีอณุหภมูิ 121.1 °C คา่ Z เทา่กบั 10 °C 
Fi เวลาในการฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ Ti ท่ีมีคา่การฆา่เชือ้เทียบเทา่กบัการฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ  

มาตรฐาน (121.1 °C หรือ 250 °F) เป็นเวลา 1 นาที 
fh Heating rate index มีคา่เทา่กบัเวลา (นาที) ท่ีท าให้คา่ (Tr-T) ลดลง 1 log cycle 
g Tr-T (°C หรือ °F) ท่ีเวลาใดๆ 
lh Tr-Tih (°C หรือ °F) 
Jch Heating rate lag factor มีคา่เทา่กบั (Tr-Tpih)/(Tr-Tih) 
Tih อณุหภมูิของอาหารเม่ือเร่ิมต้นให้ความร้อน (°C หรือ °F) 

Heat penetration curve ท่ี 121.1 องศาเซลเซียส
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Tpih Pseudo-initial temperature ในชว่งท่ีเร่ิมให้ความร้อน (°C หรือ °F) มีคา่เทา่กบัจดุตดั
ของเส้นท่ีลากผา่น heat penetration curve ในสว่นท่ีเป็นเส้นตรงกบัเวลาศนูย์ท่ีแก้ไขแล้ว 
(Corrected zero time = 0.58xCUT) 

Tr อณุหภมูิของหม้อนึง่ฆา่เชือ้ (°C หรือ °F) 
tB Thermal process time ค านวณโดย Ball ‘s formula method (นาที) มีคา่เทา่กบัเวลา 

นบัตัง้แตเ่ปิดจนปิดไอน า้ลบด้วย 0.58xCUT หรือ tB = tP + 0.42CUT 
tP Operator’s process time เทา่กบัเวลานบัตัง้แตจ่ดุท่ีหม้อนึง่ฆา่เชือ้มีอณุหภมูิตาม ท่ี

ก าหนดจนถึงเวลาปิดไอน า้ (นาที) 
CUT เวลา (นาที) ท่ีใช้ในการเพิ่มอณุหภมูิของหม้อนึง่ฆา่เชือ้จากจดุท่ีเปิดไอน า้จนกระทัง่หม้อ

นึง่ฆา่เชือ้มีอณุหภมูิตามท่ีก าหนด 
 
ฉ.2 การท านายเวลาที่ใช้ในการฆ่าเชือ้โดยใช้ Ball-Formula Method 
 

1. น าอณุหภมูิในชว่ง sterilize ณ จดุร้อนช้ามาพลอตกราฟเพ่ือสร้าง heat penetration 
curve โดยก าหนดแกน x คือเวลาในการฆา่เชือ้ (นาที) และแกน y คือ log (Tr-T) เม่ือ Tr และ T คือ
อณุภมูิของหม้อนึง่ฆา่เชือ้และอณุหภมูิของอาหารท่ีจดุร้อนช้าตามล าดบั 

2. หาความชนั (ท าให้ทราบคา่ fh) และจดุตดัแกน y ของสว่นท่ีเป็นเส้นตรงของ heat 
penetration curve (ท าให้ทราบคา่ Tpih และ Tih) 

3. ค านวณคา่ U เม่ือ U = F0Fi โดยก าหนด F0 = 3 นาที และ Fi ค านวณจากสตูร 

Z
)rTC(121.1

10iF


  
4. หาคา่ log g จากตารางหรือกราฟระหวา่ง fh/U กบั log g 

5. เม่ือทราบคา่ fh, jch, Ih เม่ือ Ih = (Tr-Tih) จะสามารถค านวณหาเวลาท่ีต้องการท่ีต้องใช้ใน
กระบวนการ (tB) ได้ โดย  tB = fh(log(jchIh)-log gc) 
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รูปท่ี ฉ.2 Come-up time correction 
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ภาคผนวก ช 
วิธีวิเคราะห์ลักษณะทางกายภาพ 

 
ช.1 การวัดสี 
อปุกรณ์/เคร่ืองมือ 

1. เคร่ือง Chroma meter Minolta CR-300 series (Minolta Co.,LTD., Japan) 
2. หวัวดั CR-300 

วิธีใช้ 
1. เล่ือนสวิตช์ POWER ON พร้อมกดปุ่ ม ALL DATA CLEAR 
2. กดปุ่ ม INDEX SET 
3. กดปุ่ มลกูศรชีไ้ปทางซ้ายหรือขวา เพ่ือเลือกแหลง่แสง C หรือ D65 แล้วกดปุ่ ม ENTER 
4. กดปุ่ ม CALIBRATE เพ่ือนป้อนคา่ Y, x, y ซึง่ทราบได้จากแผน่ CALIBRATE 
5. น าหวัวดัวางบนแผน่ CALIBRATE 
6. กดปุ่ ม MEASURE รอจนเกิดการสะท้อนแสงครบ 3 ครัง้ 
7. กดปุ่ ม COLOR SPACE SELECT เพ่ือเลือกระบบสีท่ีต้องการใช้งาน เชน่ L, a, b 
8. วดัสีของตวัอยา่งโดยใช้หวัวดั CR-300 
9. ถ้าต้องการวิเคราะห์ผลทางสถิต ิให้กดปุ่ ม STAT เคร่ืองจะแสดงคา่ Max, Min, Mean 
และ SD 

 
ช. 2 การวัดปริมาณน า้อิสระ (Water Activity) 
อปุกรณ์/เคร่ืองมือ 

Water activity meter AquaLab series 3 TE  (Decagon, USA) 
วิธีใช้ 

1. ก่อนน าตวัอยา่งมาวดัคา่ ควรเปิดเคร่ืองรอประมาณ 30 นาที เพ่ือให้คร่ืองปรับอณุหภมูิ
เข้าสูส่มดลุก่อนการใช้งาน 

2. บดิปุ่ มไปท่ี OPEN/LOAD 
3. เปิดลิน้ชกัใสต่วัอยา่งออก และเอาถ้วยใสต่วัอยา่งวางลงในลิน้ชกั 
4. บดิปุ่ มจบัลิน้ชกัไปท่ี READ 
5. เม่ือการวดัคา่เสร็จสิน้ เคร่ืองจะแสดงสญัญาณไฟกะพริบสีเขียว (อยูด้่านหน้าตวัเคร่ือง) 
และมีเสียงเตือน 
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ช.3 การวัด Young’s modulus 
อปุกรณ์/เคร่ืองมือ 

1. Texture analyzer TA-XT2 (Stable Micro System, England) 
2. หวัวดั Conical probes ส าหรับกดตวัอยา่ง 30 องศา (P/30C) 

วิธีใช้ 
1. เตรียม probe ส าหรับกดตวัอยา่งรูปกรวย 30 องศา (P/30C) 
2.วางพริกแกงท่ีบรรจใุสถ้่วยท่ีมีความลกึอยา่งน้อย 10 เซนตเิมตรในต าแหนง่กึ่งกลางของ 

platform ท่ี probe จะกดลงมาท่ีกึ่งกลางของตวัอยา่ง 
3. โปรแกรมเคร่ือง Texture analyzer TA-XT2 ให้ท างานดงันี ้
  Mode   : Measure Force in Compression 
  Option   : Return to Start 
  Pre-test speed  : 1.0 mm/s 
  Test speed  : 2.0 mm/s 
  Post-test speed : 2.0 mm/s 
  Rupture Test Dist : 1.0 mm 
  Distance  : 30.0 mm 
  Force   : 0.100 kg 
  Time   : 30.0 sec 
  Count   : 5 
  Trigger type  : Auto 
4.เม่ือเร่ิมการท างานให้ตดิตามคา่แรง (force) ท่ีกดลงบนตวัอยา่งท่ีเวลาตา่งๆ และบนัทกึ

คา่แรงสงูสดุและระยะทาง 
5.พลอตกราฟระหวา่งระยะทาง (มิลลิเมตร) กบัคา่แรง (force) สงูสดุท่ีกดลงบนตวัอยา่งท่ี

เวลาตา่งๆ ความชนัท่ีได้จากกราฟแสดงคา่ Young’s modulus  
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ภาคผนวก ซ 
วิธีการวิเคราะห์จุลินทรีย์ 

ซ.1 การตรวจปริมาณจุลินทรีย์ทัง้หมด (Total plate count) ตามวิธี TIS 335 Part 1 
วิธีการวิเคราะห์ 

1. เขียนหมายเลขตวัอยา่ง ระดบัการเจือจาง วนั เดือน ปี ลงบนฝา plate หลอด ขวด ทกุ
ใบ โดยบริเวณโต๊ะท่ีท าการวิเคราะห์ต้องสะอาด เช็ดด้วยน า้ยาฆา่เชือ้ 

2. เตรียมตวัอยา่งอาหาร ให้มีระดบัความเจือจางตา่งๆ 
3. น าอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีเตรียมไว้คือ  plate count agar ท่ีผา่นการฆา่เชือ้แล้ว มา

หลอมเหลวในน า้ร้อยและอุน่ไว้ท่ีอณุหภมูิ 44-46 °C แล้วเทลงใน plate รอกระทัง่
อาหารแข็งตวั 

4. เปิดฝาภาชนะน าตวัอยา่งอาหาร ท่ีเตรียมไว้ในอนกุรม 1:10 1:100 ๚ล๚ โดยใช้ 
sterile normal saline 0.85% เจือจางปิเปิตลง 0.1 มิลลิลิตร ใสล่งใน plate โดย
คอ่ยๆแง้มฝาจานเพาะเชือ้ 

5. Spread ด้วย sterile speader (ท า 2 ซ า้) 
6. พลิกคว ่าจานเพาะเชือ้ลง น าเข้าบม่ ท่ีอณุหภมูิ 37 °C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
7. นบัจ านวนจลุินทรีย์ท่ีเจริญในจานเพาะเชือ้ใน plate ท่ีมีปริมาณเชือ้ 30-300 โคโลนี  

และน ามาค านวณตามสตูร 
จ านวนจลุินทรีย์ทัง้หมด = จ านวนโคโลนีท่ีนบัได้ x 1/dilution 

โดยรายงานผลเป็น CFU/g หรือมิลลิลิตรของอาหาร 
 

ซ.2  การวิเคราะห์หาปริมาณยีสต์และรา FDA-BAM, 2001 (chapter 18) 
อาหารเลีย้งเชือ้ 

 1. Potato dextrose agar (PDA) 
 2. เปปโตน (peptone water) ร้อยละ 0.1 ในหลอดทดลองปริมาตร 9 มิลลิลิตรและใน
ขวดฝาเกลียวประมาตร 225 มิลลิลิตร 
วิธีการวิเคราะห์ 
 1. ชัง่ตวัอยา่งอาหาร 25 กรัม ใสใ่นถงุพลาสตกิทนร้อน เตมิเปปโตนร้อยละ 0.1 จากขวด
ฝาเกลียวปริมาตร 225 มิลลิลิตร เขยา่ให้เข้ากนั ตวัอยา่งอาหารท่ีได้จะมีระดบัความเจือจาง 10-1 
 2. เจือจางสารละลายตวัอยา่งให้มีระดบัความเจือจาง 10 -2-10-4 
 3. ปิเปตตวัอยา่งอาหาร 0.1 มิลลิลิตร จากแตล่ะระดบัความเจือจางใสล่งในจานเพาะเชือ้
ท่ีปลอดเชือ้ 
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 4. spread เชือ้บน plate อาหาร PDA ประมาณ 15-20 มิลลิลิตร 
 5. บม่จานเพาะท่ีอณุหภมูิ 25 °C ในตู้ควบคมุอณุหภมูิ เป็นระยะเวลา 5 วนั 
 6. ตรวจนบัจ านวนโคโลนีจากจานเพาะเชือ้และรายงานผลเป็นจ านวนโคโลนีตอ่กรัม
ตวัอยา่ง 
 
ซ.3  การวิเคราะห์หาเชือ้ Bacillus cereus โดยวิธีของ FDA-BAM, 2002 (chapter 14) 
อาหารเลีย้งเชือ้ 

1. Mannitol-egg yolk-polymyxin (MYP) agar plates (M95)  
2. Egg yolk emulsion, 50% (M51)  
3. Polymyxin B solutions for MYP agar (0.1%) and trypticase soy-polymyxin 

broth (0.15%) (see M95 and M158)  
4. Tyrosine agar (M170)  
5. Voges-Proskauer medium (M177)  
6. Nitrate broth (M108)  
7. Nutrient agar for B. cereus (M113)  
8. Phenol red glucose broth (M122)  
9. Nitrite detection reagents (R48)  
10. Butterfield's phosphate-buffered dilution water (R11) sterilized in bottles to 

yield final volumes of 450 ± 5 ml and 90 ± 2 ml  
11. Voges-Proskauer test reagents (R89)  
12. Creatine crystals  
13. Gram stain reagents (R32)  
14. Basic fuchsin staining solution (R3)  
15. Methanol 

วิธีการวิเคราะห์ 

Plate count of B. cereus 
1.  ชัง่ตวัอยา่งอาหาร 50 กรัมใสใ่น sterile blender jar เตมิ Butterfield's phosphate-

buffered dilution water ร้อยละ 0.1 จากขวดฝาเกลียวปริมาตร 450 มิลลิลิตร เขยา่ให้
เข้ากนั ตวัอยา่งอาหารท่ีได้จะมีระดบัความเจือจาง 10-1 
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2.  เจือจางสารละลายตวัอยา่งให้มีระดบัความเจือจางเป็น 10 -2-10 -6 โดยใช้ dilution 
water ร้อยละ 0.1  

3.  ปิเปตตวัอยา่งอาหารจากระดบัความเจือจางตา่งๆ จ านวน 0.1 มิลลิลิตร ใสล่งบนจาน
เพาะเชือ้ท่ีมีอาหาร MYP ใช้แทง่แก้ว spread อาหารให้ทัว่จานเพาะเชือ้  

4.  บม่ท่ีอณุหภมูิ 30 °C ในตู้ควบคมุอณุหภมูิ เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง 
5.  ตรวจนบัเชือ้โคโลนีท่ีมีลกัษณะเป็นสีชมพ ูรอบๆโคโลนีมีความขุน่เน่ืองจากมีการผลิต
เอนไซม์ lecithinase 

Confirmation of B. cereus 
 1. เลือกโคโลนีท่ีมีลกัษณะของ Bacillus cerus จาก MYP agar plates ใสล่งใน nutrient 
agar slants โดย steak ลงบนผิวหน้าของอาหาร (slant) และ stab จนถึงก้นหลอดทดลอง (butt) 
 2. น ามาบม่ท่ีอณุหภมูิ 30 °C  เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง 
 3. ท าการย้อมแกรม จะได้โคโลนีแกรมบวก มีลกัษณะกลม สายสัน้ถึงสายยาว สปอร์มี
ลกัษณะเป็นรูปวงรี  
 4. ตรวจสอบลกัษณะเฉพาะของเชือ้ Bacillus cerus ดงันี ้

4.1 Phenol red glucose broth : อาหารเลีย้งเชือ้มีความขุน่และเปล่ียนจากสี
แดงเป็นสีส้มหรือสีเหลือง เน่ืองจากมีการสร้าง acid 

  4.2 Nitrate broth : อาหารเลีย้งเชือ้เปล่ียนเป็นสีส้มภายใน 10 นาที  เน่ืองจาก 
nitrate ถกูเปล่ียนเป็น nitrite 
  4.3 Modified VP medium : อาหารเลีย้งเชือ้เปล่ียนเป็นสีชมพหูรือสีมว่ง  
  4.4 Tyrosine agar : อาหารเลีย้งเชือ้มี clear zone เกิดขึน้บริเวณท่ีแทง loop 
เน่ืองจากมีการยอ่ย tyrosine ขึน้ สว่น slant ท่ีให้ผล negative บม่ตอ่อีก 7 วนัเพ่ือยืนยนัผลวา่ไมมี่
การเจริญของ Bacillus cereus 
 
ซ.4  การวิเคราะห์หาเชือ้ Clostridium perfringens โดยวิธีของ FDA-BAM, 2002 

(chapter 16) 
อาหารเลีย้งเชือ้ 
 1. Tryptose sulfite cycloserine agar (TSC) 
 2. Clostridium welchii egg york agar (CWEY) 
 3. เปปโตน (peptone water) ร้อยละ 0.1 ในหลอดทดลองปริมาตร 9 มิลลิลิตร และใน
ขวดฝาเกลียวปริมาตร 225 มิลลิลิตร 
วิธีการวิเคราะห์  



113 

 1. ชัง่ตวัอยา่งอาหาร 25 กรัม ใสใ่นถงุพลาสตกิทนร้อน เตมิเปปโตนร้อยละ 0.1 จากขวด
ฝาเกลียวปริมาตร 225 มิลลิลิตร เขยา่ให้เข้ากนั ตวัอยา่งอาหารท่ีได้จะมีระดบัความเจือจาง 10-1 
 2. เจือจางสารละลายตวัอยา่งให้มีระดบัความเจือจางเป็น 10 -2-10-4 โดยใช้เปปโตนร้อย
ละ 0.1 
 3. ปิเปตตวัอยา่งจากระดบัความเจือจางตา่งๆ จ านวน 0.1 มิลลิลิตร ใสล่งบนจานเพาะ
เชือ้ท่ีมีอาหาร TSC 
 4. ใช้แทง่แก้วงอท่ีฆา่เชือ้แล้วเกล่ียตวัอยา่งให้กระจายทัว่จาน 
 5. อบเพาะเชือ้ในสภาพท่ีไมมี่อากาศท่ีอณุหภมูิ 35 °C ในตู้ควบคมุอณุหภมูิ เป็น
ระยะเวลา 24 ชัว่โมง 
 6. ตรวจนบัเชือ้โคโลนีท่ีมีลกัษณะโคโลนีสีด า แสดงวา่มีปฏิกิริยาของ Lecithinase เลือกท่ี
มีเชือ้เจริญ 30-300 โคโลนี 
 7. เปล่ียน antitoxin type A ของ C.perfringens 0.1 มิลลิลิตร ลงบนจานเพาะเชือ้ท่ีมี
อาหาร CWEY ประมาณคร่ึงจานเพาะเชือ้ 
 8. เข่ียเชือ้ท่ีคาดวา่เป็น C.perfringens ลากเชือ้ผา่นจานเพาะเชือ้ทัง้สองด้าน อบเพาะเชือ้
ในสภาพท่ีไมมี่อากาศท่ีอณุหภมูิ 35 °C ในตู้ควบคมุอณุหภมูิ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
 9. อาหาร CWEY ด้านท่ีมี antitoxin จะไมเ่กิดปฏิกิริยาของ Lecithinase (positive) 
 10. ค านวณจ านวน C.perfringens ตอ่กรัม 
 
ซ.5  การวิเคราะห์หาเชือ้ Escherichia coli โดยวิธีของ FDA-BAM, 2002 (chapter 4) 
อาหารเลีย้งเชือ้ 

 luaryl tryptose broth (LTB) 
วิธีการวิเคราะห์ 
Presumption test 
 1. เตรียมหลอกหมกั ซึง่บรรจ ุ luaryl tryptose broth (LTB) จ านวน 9 หลอด หลอดละ 10 
มิลลิลิตร ท าเคร่ืองหมายข้างหลอด เพ่ือบอกระดบัการเจือจาง ดงันี ้ 10-1จ านวน  3 หลอด 10-2 

จ านวน 3 หลอดและ 10-3 จ านวน 3 หลอด 
 2. เขยา่ตวัอยา่งแรงๆ ประมาณ  25 ครัง้ แล้วช้ปิเปตท่ีฆา่เชือ้แล้วดดูตวัอยา่งอาหาร มี
ความเข้มข้น 1:10, 1:102 และ 1:103 ตามล าดบั หลอดละ 1 มิลลิลิตร 
 3. น าหลอดทัง้หมดไปหมกัท่ีอณุหภมูิ 35 ± 0.5 °C เป็นระยะเวลา 24-48 ชัว่โมง 
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 4. ตรวจดกูารสร้างก๊าซในหลอดหมกัแตล่ะหลอด โดยดจูากหลอดเก็บก๊าซท่ีคว ่าอยูใ่น
หลอดหมกั ถ้าหลอดใดเกิดก๊าซมากกวา่ 10% ให้ท า coliform test ตอ่ไปเลย  แตถ้่าหลอดใดไม่
เกิด ให้บม่ตอ่ไปอีก 48 ชัว่โมง 
 5. ตรวจดกูารสร้างก๊าซในหลอดหมกัแตล่ะหลอด ถ้าหลอดใดเกิดก๊าซมากกวา่ 10% ให้
ท า coliform test ตอ่ไป 
Confirm test 

1. น าหลอดหมกั LTB ท่ีให้ผลบวกมาทดสอบตอ่  โดยเขยา่เบาๆ แล้วใช้ loop ท่ีฆา่
เชือ้แล้ว ถ่ายของเหลวจากหลอดหมกัเหลา่นี ้ลงในหลอดหมกัท่ีบรรจ ุ EC medium ท า
เคร่ืองหมายข้างหลอดบอกระดบัการเจือจาง 

2. น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 44.5 ± 0.2 °C เป็นระยะเวลา  24 ชัว่โมง 
3. การค านวณและการรายงานผล โดยการนบัจ านวนหลอดท่ีเกิดก๊าซ (หลอดท่ี

ให้ผลบวก) ในแตล่ะระดบัความเจือจางน าไปอา่นคา่จากตาราง MPN รายงานผลเป็น ‚MPN/กรัม
อาหาร หรือ MPN/มิลลิลิตร‛ 
 
ซ.6  การวิเคราะห์หาเชือ้ Salmonella sp. โดยวิธีของ ISO – 6579, 2002  
อาหารเลีย้งเชือ้ 
 1. Lactose broth (LB) เข้มข้นร้อยละ 0.5 
 2. Selenite cysteine broth (SCB) 
 3. Salmonella shigella agar (SSA) 
 4. Bismuth sulfite agar (BSA) 
 5. Xylose lysine desaxycholate (XLD) agar 
 6. Triple sugar iron (TSI) agar 
 7. Lysine ion agar (LIA) 
วิธีการวิเคราะห์ 
Pre-enrichment 
 1. ชัง่ตวัอยา่งอาหาร 25 กรัม ใสใ่นถงุพลาสตกิทนร้อน เตมิ Lactose broth เข้มข้นร้อย
ละ 0.5 ปริมาตร 225 มิลลิลิตร เขยา่ให้เข้ากนั แล้วน าของผสมท่ีได้มาเทใสใ่นขวดดแูรนท่ีปลอด
เชือ้ 
 2. น ามาบม่ท่ีอณุหภมูิ 35 °C ในตู้ควบคมุอณุหภมูิ เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง 
Selective enrichment 
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 1. ปิเปตตวัอยา่งอาหารมา 1 มิลลิลิตร จากขัน้ตอน Pre-enrichment ลงในอาหาร SCB 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 2. น ามาบม่ท่ีอณุหภมูิ 35-37 °C ในตู้ควบคมุอณุหภมูิ เป็นระยะเวลา 48 ชัว่โมง 
การเพาะเชือ้ใน Selective agar  
 1. Streak เชือ้จากขัน้ตอน selective enrichment มาเพาะ SSA BSA และ XLD agar 
 2. น ามาบม่ท่ีอณุหภมูิ 35 °C ในตู้ควบคมุอณุหภมูิ เป็นระยะเวลา 24-48 ชัว่โมง 
 3. ตรวจสอบลกัษณะโคโลนีท่ีเกิดขึน้ดงันี ้  
  SSA: โคโลนีของเชือ้  Salmonella sp. จะไมมี่สี หรือสีชมพอูอ่น บางโคโลนีมีสีด า
ตรงกลาง 
  BSA: โคโลนีของเชือ้ Salmonella sp. จะมีสีน า้ตาลเข้ม หรือสีด า บางครัง้อาจมี
โคโลนีท่ีสะท้อน แสง อาหารรอบๆ โคโลนีมีสีน า้ตาล  
  XLD agar: โคโลนีของเชือ้ Salmonella sp. จะมีสีชมพ ูบางโคโลนีมีสีด าตรง
กลาง 
การจ าแนกและการทดสอบทางชีวเคมี 
 1. เลือกโคโลนีท่ีมีลกัษณะของ Salmonella sp. จาก SSA BSA และ XLD agar ถ่ายลง
ใน TSI agar และ LIA โดย steak ลงบนผิวหน้าของอาหาร (slant) และ stab จนถึงก้นหลอด
ทดลอง (butt) 
 2. น ามาบม่ท่ีอณุหภมูิ 35-37 °C ในตู้ควบคมุอณุหภมูิ เป็นระยะเวลา 24-48 ชัว่โมง 
 3. ตรวจสอบลกัษณะเฉพาะของเชือ้ Salmonella sp. ดงันี ้
  TSI agar: จะมีสีแดงท่ี slant และมีสีเหลืองท่ี butt อาจมีการสร้างก๊าซไฮโดรเจน
ซลัไฟต์ โดยอาหารจะมีสีด าท่ี butt 
  LIA: อาหารจะมีสีมว่งทัว่หลอด และหากมีการสร้างก๊าซไฮโดรเจนซลัไฟต์ อาหาร
จะมีสีด า 
 
ซ.7  การวิเคราะห์หาเชือ้ Staphylococcus aureus โดยวิธีของ FDA-BAM, 2001 

(chapter 12) 
อาหารเลีย้งเชือ้ 
 1. Baird parker agar (BPA) 
 2. Nutrient broth (NB) 
 3. เปปโตน (peptone water) ร้อยละ 0.1 ในหลอดทดลองปริมาตร 9 มิลลิลิตร และใน
ขวดฝาเกลียวปริมาตร 225 มิลลิลิตร 
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วิธีการวิเคราะห์ 
 1. ชัง่ตวัอยา่งอาหาร 25 กรัม ใสใ่นถงุพลาสตกิทนร้อน เตมิเปปโตนร้อยละ 0.1 จากขวด
ฝาเกลียวปริมาตร 225 มิลลิลิตร เขยา่ให้เข้ากนั ตวัอยา่งอาหารท่ีได้จะมีระดบัความเจือจาง 10-1  
 2. เจือจางสารละลายตวัอยา่งให้มีระดบัความเจือจางเป็น 10 -2 โดยใช้เปปโตนร้อยละ 0.1 
 3. ปิเปตตวัอยา่งอาหาร 0.1 มิลลิลิตร จากแตล่ะระดบัความเจือจางใสล่งในจานอาหาร 
BPA 
 4. จุม่แทง่แก้งส าหรับ spread ลงในแอลกอฮอล์ แล้วน าแทง่แก้วมาผา่นเปลวไฟ ถือให้
เย็นลง เปิดฝาจานอาหาร ท าการspread ตวัอยา่งอาหารให้กระจายตวัทัว่ทัง้ plate 
 5. ตัง้ทิง้ไว้ประมาณ 10 นาที กลบัจานเพาะเชือ้และน ามาบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 °C ใน
ตู้ควบคมุอณุหภมูิเป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง 
 6. ลกัษณะโคโลนีของเชือ้ Staphylococcus aureus จะเรียบ นนู สีด า และมี clear zone 
รอบโคโลนี 
 7. เลือกโคโลนีท่ีคาดวา่เป็น Staphylococcus aureus มาทดลองโดยเข่ียเชือ้ลงในอาหาร 
NB น ามาบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 °C ในตู้ควบคมุอณุหภมูิ เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง 
 8. ปิเปตเชือ้จากข้อ 7 ใสห่ลอดทดลองปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เตมิพลาสมาของกระตา่ย 
(rabbit plasma) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยา่ให้เข้ากนั 
 9. น ามาบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 °C ในตู้ควบคมุอณุหภมูิ เป็นระยะเวลา 6 ชัว่โมง ถ้าไมเ่กิดการ
แข็งตวัของพลาสมา ท าการบม่ตอ่ไปจนครบ 24 ชัว่โมง ถ้าพลาสมาแข็งตวัแสดงวา่ผลเป็นบวก 
 
ซ.8  การวิเคราะห์หาเชือ้ Flat sour spoilage โดยวิธีของ FDA-BAM, 2001  

(chapter 21A) 
อาหารเลีย้งเชือ้ 

1. Dextrose tryptone bromcresol purple broth 
2. Dextrose tryptone bromcresol purple plate 

วิธีการวิเคราะห์ 
1. น าตวัอยา่งอาหาร 2 กรัม หรือ 2 มิลลิลิตร เพาะลงในอาหารเลีย้งเชือ้ Dextrose 

tryptone bromcresol purple broth จ านวน 4 หลอด  และในอาหารเลีย้งเชือ้ Dextrose tryptone 
bromcresol purple อีก 4 จาน 

2. บม่เพาะเชือ้ในตู้ควบคมุอณุหภมูิท่ีอณุหภมูิ 35-37 °C และ 55 °C  อยา่งละ 2 หลอด
และ 2 จาน เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
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3. ถ้ามีเชือ้พวก Flat sour จะท าให้เกิดกรดขึน้ ซึง่จะเปล่ียนสีของอาหารเลีย้งเชือ้จากสี
มว่งเป็นสีเหลือง 
 
ซ.9  การวิเคราะห์หาเชือ้ Putrefactive anaerobes โดยวิธีของ FDA-BAM, 2001  

(chapter 21A) 
อาหารเลีย้งเชือ้ 

Cooked meat media 
วิธีการวิเคราะห์ 

1. น าตวัอยา่งอาหารประมาณ 2 กรัมหรือ 2 มิลลิลิตร เพาะลงในอาหารเลีย้งเชือ้ Cooked 
meat media ซึง่ได้ต้มไลอ่ากาศออกและท าให้เย็นแล้วจ านวน 4 หลอด  

2. แบง่ 2 หลอดไปต้มใน water bath ท่ีอณุหภมูิ 80 °C  เป็นเวลา 20 นาที ท าให้เย็นแล้ว
เทพาราฟินหรือ  agar ท่ีปราศจากเชือ้ทบับริเวณผิวหน้าของอาหารในหลอดทัง้ 4 หลอด หรือจะ
เก็บไว้ใน anaerobic jar  ก็ได้ 

3. บม่เพาะเชือ้ในตู้ควบคมุอณุหภมูิท่ีอณุหภมูิ 35 °C เพ่ือตรวจสอบจลุินทรีย์กลุม่ 
mesophilic และบม่ท่ีอณุหภมูิ 55 °C เพ่ือตรวจสอบจลุินทรีย์กลุม่ thermophilic เป็นระยะเวลา 
72-96 ชัว่โมง  

4. ถ้ามีก๊าซเกิดขึน้ให้น าไปย้อมแกรม เพื่อดเูชือ้วา่เป็นแกรมบวก มีรูปร่างเป็นแทง่ มีสปอร์
อยูป่ลายหรือคอ่นไปทางปลาย แสดงวา่เป็นเชือ้พวก putrefactive anaerobe 
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ภาคผนวก ฌ 
ผลการวิเคราะห์ความแปรปรวน 

 

ตารางท่ี ฌ.1  การวิเคราะห์ความแปรปรวนของคา่ D และคา่ Z ของเอนไซม์  α-amylase ท่ีมี
ปริมาณแคลเซียมไอออน 20 70 และ 120 ppm 

 

คา่ SOV df Mean Square F Sig. 

D98°C 
 

ปริมาณแคลเซียมไอออน 2 159.799 .628 .566 

Error 6 254.583   

total 8    

D105.7°C 
 

ปริมาณแคลเซียมไอออน 2 4.565 .348 .719 

Error 6 13.116   

total 8    

D113.4°C 
 

ปริมาณแคลเซียมไอออน 2 .106 1.166 .373 

Error 6 .091   

total 8    

D121.1°C 
 

ปริมาณแคลเซียมไอออน 2 .132 26.759* .001 

Error 6 .005   

total 8    

Z ปริมาณแคลเซียมไอออน 2 .164 14.278* .005 

Error 6 .011   

total 8    

*แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) 
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ตารางท่ี ฌ.2 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของคา่ D และคา่ Z ของเอนไซม์  α-amylase ท่ีมีคา่ 
aw เทา่กบั 0.826 0.782 0.760 0.716 และ 0.686 

 

คา่ SOV df Mean Square F Sig. 

D98°C คา่ aw 4 206887.000 17.724* .000 

Error 10 11672.715   

total 14    

D105.7°C คา่ aw 4 18098.296 6.254* .009 

Error 10 2893.754   

total 14    

D113.4°C คา่ aw 4 301.141 10.396* .001 

Error 10 28.966   

total 14    

D121.1°C คา่ aw 4 1.626 22.804* .000 

Error 10 .071   

total 14    

Z คา่ aw 4 1.239 23.433* .000 

Error 10 .053   

total 14    

*แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) 
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ตารางท่ี ฌ. 3 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของคา่  aw  pH คา่สี (L* a* b*) และ Young's 
modulus ของน า้พริกแกงสด น า้พริกแกงท่ีผา่นการฆา่เชือ้ท่ี 121.1 °C และ
ผลิตภณัฑ์ท่ีเก็บรักษาท่ีอณุหภมูิ 28-30 °C เป็นเวลา 5 เดือน 

 

คา่ SOV df Mean Square F Sig. 

aw Trt 6 .000 .918 .533 

Error 7 .000   

total 13    

pH Trt 6 .014 4.689* .031 

Error 7 .003   

total 13    

L* Trt 6 4.853 6.071* .000 

Error 28 .799   

total 34    

a* Trt 6 48.903 90.257* .000 

Error 28 .542   

total 34    

b* Trt 6 61.921 79.664* .000 

Error 28 .777   

total 34    

Young's 
modulus 
(N/mm) 

Trt 3 .000 .076 .972 

Error 12 .000   

total 15    

*แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 
 
  นางสาวพรศริิ ศรีณรงค์ เกิดวนัท่ี 11 พฤษภาคม พ .ศ. 2529 ท่ีจงัหวดัตราด ส าเร็จ
การศกึษาระดบัปริญญาตรีวิทยาศาสตรบณัฑิต สาขาเทคโนโลยีอาหาร ภาควิชาเทคโนโลยีอาหาร 
คณะวิศวกรรมศาสตร์และเทคโนโลยีอตุสาหกรรม มหาวิทยาลยัศลิปากร ในปีการศกึษา 2550 
และศกึษาตอ่ในระดบัปริญญาโท วิทยาศาสตรมหาบณัฑิต ภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหาร คณะ
วิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ปีการศกึษา 2551 
 
ผลงานทางวิชาการ 

พรศริิ ศรีณรงค์ และจิรารัตน์ ทตัตยิกลุ. การพฒันาปริพนัธ์เวลาอณุหภมูิทางชีวภาพจาก

เอนไซม์ B. licheniformis -amylase ท่ีมีจลนศาสตร์การถกูท าลายด้วยความร้อน
คล้ายคลงึกบัสปอร์ของ  C. sporogenes ในน า้พริกแกง. การเสนอผลงานวิชาการแบบ
บรรยาย. การประชมุวิชาการ ครัง้ท่ี 6. 29-31 กรกฎาคม 2553. พิษณโุลก : มหาวิทยาลยั
นเรศวร.   
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