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ภาคผนวก



ภาคผนวก ก

วิธีการผลิฅหมูยอ

สูตรและส่วนประกอบในหมูยอ ดัดแปลงจากกรมปศุสัตว์ (2536)
1. เนอหม ู รอยละ 65.18
2. ม ัน ห ม ูแข ็ง  ร ้อยละ 20.37
3. นำแข ็ง ร ้อยละ 6.52
4. นำปลา ร ้อยละ 2.04
5. พ ร ิก ไท ย  ร ้อยละ 1.55
6. แป ้งม ัน  ร ้อยละ 1.22
7. นาตาล ร ้อยละ 1.06
8. เกล ือ ร ้อ ย ล ะ 0.81
9. หอมแดง ร ้อยละ 0.65
10. ผ งช ูรส  ร ้อยละ 0.24
11. สารป ระกอ บ ฟ อสเฟ ต  ร้อยละ 0.20
12. กระเท ียม ร ้อยละ 0.16

การผลิตหมูยอ (กรมปศุสัตว์, 2536)

ข ัน ต อ น ท ี่ 1 เตร ียมว ัตถ ุด ิบ  โด ย ใช ้เน ือ ห ม ูส ด ท ี่แล ่ม ัน แล ะเอ ็น ออ ก แล ้วจำน วน  8 
ก ิโล ก ร ัม  (ใช ้เฉ พ าะเน ือแด ง) ห ั่น เป ็นช ิ้นขนาดป ระมาณ  8x7x1.5 เซนต ิเมตร ด ังแสด งใน ภ าพ ผ น วก  
ที่ ก -! แ บ ่ง เน ือ ห ม ูท ี่ห ั่น แ ล ้ว ใส ่ล งใน ถ ุงพ ล าส ต ิก  ถ ุงละ 2 ก ิโล ก ร ัม  จำนวน 4 ถุง น ำไป เก ็บ ท ี่ 
อ ุณ ห ภ ูม ิไม ่เก ิน  5 องสาเซลเซ ียส  ก ่อนการผล ิตเป ็น เวลาประมาณ  3 ช ั่ว โม ง  ส ำ ห ร ับ ม ัน ห ม ูซ ึ่ง เป ็น  
ไข ม ัน จ าก ส ่วน ต ่างๆ ข อ งห ม ู ยกเว ้นม ัน เปลว น ำไป เก ็บ ไว ้ใน ต ูแช ่แ ข ็งจน ก ว ่าจะน ำม าใช ้ นำเน ือหม ูท ี่ 
แล'แล้ว แล ะม ัน ห ม ู ม าบ ดให ้ละเอ ียดด ้วย เคร ื่อ งบ ดละเอ ียดโดยใช ้ตะแกรงท ี่ม ีร ูขนาด  2 ม ิลล ิเมตร 
ตามลำดับ ด ังแส ด งใน ภ าพ ผ น วก ท ี่ ก -2
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ภาพผนวกท ี่ ก -2 การบดหม ู

ข ั้น ต อ น ท ี่ 2 ส ับ น วด เน ื้อห ม ูท ี่บ ด แล ้วด ้วย เค ร ื่อ งส ับ น วด  ใส ่เค ร ื่อ งป ร ุงรส ท ั้งห ม ด  
แล ะท ยอ ยใส ่น ํ้าแข ็ง เป ็น ระยะๆ แล ้วจ ึงใส ่ม ัน แข ็งบ ด  ส ับ น วดต ่อไป ให ้ละเอ ียดจน เป ็น เน ื้อ เด ียวก ัน  
โดยอ ุณ ห ภ ูม ิส ุดท ้ายของเน ื้อ ห ม ูบ ด ผส ม ต ้องไม ่เก ิน  12 -  15 องศาเซลเซ ียส บ รรจ ุห ม ูยอล งใน ถ ุง  
พ ลาสต ิกวางอย ู่ในกระบ อกโลหะท ี่ม ีเส ันผ ่าศ ูน ย ์กลางยาว 5 เซนต ิเมตร ส ูง 9 เซ น ต ิเม ต รโด ย ใช ้ 
เคร ื่องอ ัด  ด ังแสด งใน ภ าพ ผ น วกท ี่ ก -ร ถึง ก - !0
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ภาพผนวกท ี่ ก -4 ซ ้าย-ขวา: ก ารใส ่เค ร ื่อ งป ร ุงรส ต ่า งๆ ท ั้งห ม ด

ภาพผนวกท ี่ ก -ร การท ยอยใส ่ม ันหม ูบ ด  แล ะส ับ น วดส ่วน ผ สม ต ่างๆ
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ภาพผนวกท ี่ ก -ร ก ารบ รรจ ุห ม ูย อ ล งใน ถ ุงพ ล าส ต ิก ใน ก ระบ อ ก โล ห ะโด ย ใช ้เค ร ื่อ งอ ัด
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ภาพผนวกท่ี ก-9 ซ้าย-ขวา: หมูยอท่ีผ่านการบรรจุด้วยเคร่ืองอัด

ภาพผนวกท่ี ก-10 ซ้าย: โครงโลหะสำหรับวางกระบอกโลหะท่ีบรรจุหมูยอพร้อมฝายึด
ขวา: หมูยอท่ีบรรจุในกระบอกโลหะ ถูกวางเรียงซ้อนกันในโครงโลหะ

ขันตอนท่ี 3 การต้มหมูยอ โดยนำหมูยอท่ีอัดใส่ถุงพสาสติกในกระบอกโลหะ ลง 
ไปต้มในนำท่ีอุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส จนกระท่ังอุณหภูมิแกนกลางเป็น 72 องศาเซลเซียส

ข้ันตอนท่ี 4 การแช่หมูยอในน้ําเย็นท่ีอุณหภูมิประมาณ 10 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 20 นาที

ขันตอนท่ี 5 ถอดหมูยอออกจากแม่พิมพ์

แผนภูมิแสดงการผลิตหมยอ ดังแสดงในภาพผนวกท่ี ก-!2



ฃั้นตอนที่ 1

เนอหมูสด มันหมแช่เต็รง

Ï
เนึ้อหมูบด มันหมูบด

ละเอึยด ละเอึยด

นาเพ ็ง

I

กระเทียม 

หอมแดง

เครื่องปรุง 

ต่างๆ

M_______*

ลบผลมเนึ้อหมูบด มันหมู และส่วนผสมทั้งหมดค้วยเครื่องสับนวด

ทั้นตอนที่ 2
1

บรรจุใส ่ถ ุงพลาสติกในกระบอกโลหะ

. . ; 7.. . ;. T.. =. . . . . ;. . . . . . . . . .
ติมในนํ้าอุณหภูมิ 75 องคาเซลเซียส จนกระทั่ง

ฯนตอนที่ 3 อณหภมิตรงจดกึ่งกลางเมิน 72องศาเซลเซียส

ฃนตอนที่ 4
...  : f

ทำให้เย ็นในนาเย ็นนาน 20 นาที

ฃนตอนที่ 5
. . . . . . .  โ . . '. ".

ถอดแท่งหมูยอออกจากกระบอกโลหะ

ภาพผนวกที่ ก -!2 แผนภูมิแสดงวิธีการผลิตหมูยอตามวิธีกรมปศุสัตว์(2536)



ภาคผน วก ข

การต ิดต ั้งห ัวว ัดอ ุณ ห ภ ูม ิ

นำหมูยอท่ีบรรจุในถุงพลาสติกในกระบอกโลหะมาติดตังหัววัดอุณหภูมิ เพือตรวจวัด 
การเปล่ียนแปลงอุณหภูมิภายในแท่งหมูยอ ในขณะต้มในนำร้อนและช่วงการทำให้เย็น ดังแสดงใน 
ภาพผนวกท่ี ข 1-8

ภาพผนวกท่ี ข-! ซ้าย: หัววัดอุณหภูมิ ขวา: อุปกรณ์อิเล็กโทรนิกส์สำหรับแปลงสัญญาณและบันทึก 
ข้อมูล

ภาพผนวกที่ ข-2 การติดตังหัววัดอุณหภูมิ ในแท่งหมูยอ
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ภาพผนวกท่ี ข-3 ภาพจำลองตำแหน่งของปลายหัววัดอุณหภูมิ ณ ตรงจุดก่ึงกลางของแท่งหมูยอ

ภาพผนวกที่ ข-4 การตรึงหัววัดอุณหภูมิด้วยเชือก เพื่อป้องกันการหลุดเลื่อนในระหว่างการทดลอง
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ภาพผนวกท่ี ข-5 การวางโครงโลหะท่ีบรรจุแท่งหมูยอในหม้อต้มไฟฟ้า

ภ าพ ผน วกท ี่ ข -6 ก ารวางห ัวว ัด อ ณ ห ภ ม ิใน น ำร ้อ น ภ ายใน ห ม ้อ ต ้ม ไฟ ฟ ้า
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ภาพผนวกท่ี ข-7

ภาพผนวกท่ี ข-ร การวางหัววัดอุณหภูมิในอ่างนำเย็น



ภาคผนวก ค

แผนภูมิแสดงการศึกษา

ภ าพ ผน วก ท ี่ ค -! แ ผ น ภ ูม ิแ ส ด งก ารศ ึก ษ าส ภ าวะ เบ ือ งต ้น ข อ งก ระ บ วน ก ารฆ ่า เช ื้อ ใน ห ม ูยอ
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ภาพผนวกที่ ค-2 แผนภูมิแสดงการศึกษาระยะเวลาที่ใช้ในการต้มหมูยอ
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ภาพผนวกที่ ค-3 แผนภูมิแสดงการศึกษาผลของโซเดียมเบนโซเอตต่อคุณลักษณะของหมูยอ และอายุ 
การเก็บรักษา ที่อุณหภูมิ 32 และ 4 องศาเซลเซียส



ภาคผนวก ง

การประรมินด้านประสาทสัมผัส

การประเมินทางด้านประสาทสัมผัส ในด้านสี เนือสัมผัสและรส หลังจากอธิบาย 
หลักการให้คะแนน และข้อตกลงต่างๆแล้ว ใช้ผู้ทดสอบ จำนวน 20 คน ซ่ึงไม'ได้ผ่านการ‘ฝึกฝน

ตัวอย่างท่ีเสิร์ฟให้กับผู้ทดสอบมีการกำหนดเป็นตัวเลข 3 ตัว ซ่ึงได้จากการสุ่มตัว 
เลข โดยผู้ทดสอบไม,ทราบข้อมูลเก่ียวกับตัวอย่าง

การเตรียมตัวอย่าง ใช้ตัวอย่างหมูยอซึ่งได้จากการสุ่มจากแต่ละกลุ่ม รวม 5 กลุ่ม 
คือหมูยอที่เติมโซเดียมเบนโซเอลในปริมาณ 0 500 1,000 1,500 และ 2,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัม นำ 
มานึ่งในนำเดือดเป็นเวลา 10 นาที แล้วห่ันเป็นชินหนาประมาณ 0.5 ซม. เสิร์ฟในจานพลาสติกสี 
ขาว เสิร์ฟครังละ 5 ตัวอย่างๆละ 2 ชิน โดยบ้วนปากก่อนและหลังจากชิมตัวอย่างทุกครัง ทำการ 
ทดสอบในช่วงเวลา 9 .00- 11.00 น.

การประเมินหางประสาทสัมผัสของหมูยอ โดยการให้คะแนนในด้านสี เนือ 
สัมผัส และรส ซึ่งตัดแปลงการให้คะแนนจากมาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรมหมูยอ (สำนักงาน 
มาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม. 2539)

โดยแบ่งลักษณะและแปลงเป็นคะแนนดังนี
ส ี

สีครีมอ่อน สม่ําเสมอ ตามธรรมชาติของหมูยอ 4
สีอ่อนหรือเข้มกว่าธรรมชาติของหมูยอ แต่ค่อนข้างสม่ําเสมอ 3
สีผิดปกติหรือผิดธรรมชาติของหมูยอ เช่นสีคลา หรือเข้มจนเกินไป 2
สีน่ารังเกียจเช่น สีเขียวคลำหรือผิดปกติเน่ืองจากจุลินทรีย์ 1

เนือสัมผัส
ละเอียดเป็นเนื้อเดียวกันดี เนียน ยืดหยุ่นดี เกือบไม่มีฟองอากาศท่ีเห็นได้ชัดเลย 5
ละเอียดเป็นเนือเดียวกันค่อนข้างดี เนียน ยืดหยุ่นดี อาจมีฟองอากาศท่ีเห็น 4
ได้ชัดบ้างเล็กน้อย
ละเอียดเป็นเนื้อเดียวกันดีพอใช้ นุ่มเกินไปหรือค่อนข้างกระด้าง มีฟองอากาศบ้าง 3 
กระด้าง มีฟองอากาศบ้าง 2
กระด้าง หรือมีนำมันแยกตัวออกมา มีฟองอากาศมาก 1
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ปกติ 5
เฝ่อน ฝาด หเอขมเล็กน้อย 4
ค่อนข้างเ‘ฝ่อน ฝาด หรือขม 3
เ‘ฝ่อน ฝาด หรือขมมาก 2

เ‘ฝ่อน ฝาด หรือขมมากท่ีสุด 1
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ช ื่อ -ส ก ุล _

แบบประเมินการยอมรับทางประสาทสัมผัส

ว ัน ท ี่

ก ร ุณ า ใส ่เค ร ื่อ ง ห ม า ย  ■ / ล ง ใ น ช ่อ ง ท ี่ท ่า น เห ็น ว ่า ต ร ง ก ับ ล ัก ษ ณ ะ น ัน ม า ก ท ี่ส ุด  โด ย ให ็ต รง ก ับ ห ม า ย  

เล ข ร ห ัส ข อ ง ต ัว อ ย ่า ง ท ี่อ ย ู่ด ้า น บ น

รห ัส ต ัว อ ย ่า ง
ล ัก ษ ณ ะ ท า ง ป ร ะ ส า ท ส ัม ผ ัส

ด้านสื
■ สีครีมอ่อนสม่ําเสมอตามธรรมชาติของหมูยอ
■ สีอ่อนหรือสีเข้มกว่าธรรมชาติของหมูยอ แต่ค่อนข้างสม่ําเสมอ
■ สีผิดปกติ หรือผิดธรรมชาติของหมูยอ เช่นสีคล้ํา หรือสีเข้มเกินไป
■ สีน่ารังเกียจ เช่นสีเขียวคล้ํา 
ด้านเนื้อสัมผัส
■ ละเอียดเป็นเนือเดียวกันดี เนียน ยืดหยุ่นดี เกือบไม่มีฟองอากาศที่ 

ชัดเจน
* ละเอียดเป็นเนือเดียวกันค่อนข้างดี เนียน ยืดหยุ่นดี อาจมีฟอง 

อากาศท่ีเห็นได้ชัดบ้างเล็กน้อย
■ ละเอียดเป็นเนื้อเดียวกันดีพอใช้ นุ่มเกินไป หรือค่อนข้างแข็ง 

กระด้าง มีฟองอากาศบ้าง
■ กระด้าง มีฟองอากาศบ้าง
■ กระด้าง หรือมีนำมันแยกตัวออกมา มีฟองอากาศมาก 
ด้านรส
■ ปกติ
■ เร่ืเอน ฝาด หรือขมเล็กน้อย
■ ค่อน'ข้างเช่ืเอน ฝาด หรือขม
• เ'ท่ีเอน ฝาด หรือขมมาก
■ เท่ีเอน ฝาด หรือขมมากท่ีสุด

ข ้อ เส น อ แ น ร

ขอขอบคุณท ุกท ่านท ี่ได ้สละทลา และให ้ความร ่วมม ือเต ็มท ี่ในการทดสอบครังน  ี

ข้อม ูลท ี่ได ้จากท ่านจะเป ็นประโยชน ์อย ่างย ิ่งต ่อการวิจ ัยครํ่งน ี้



ภาคผนวก จ

การวิเคราะห์ด้านเคมี

การหาปริมาณโซเดียมเบนโซเอฅ

โดยการวิเคราะห์ในรูปกรดเบนโซอิก ดัดแปลงจาก AOAC (1990); Kamlert(1992)

1. การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดเบนโซอิก
1.1 ชั่งโซเดียมเบนโซเอตซ่ึงมีความบริสุทธิ๋ร้อยละ 99.59 จำนวน 592.40 

มิลลิกรัม ละลายในนา ปรับปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร
1.2 ปิเปตสารละลายมาตรฐานกรดเบนโซอิกจากข้อ 1.1 มา 20 มิลลิลิตร 

ละลายในนำ ปรับปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร ซึ่งจะมีความเข้มข้นของกรดเบนโซอิกเท่ากับ 100 
มิลลิกรัม ต่อ 100 มิลลิลิตร

1.3 ปิเปตสารละลายมาตรฐาน ข้อ 1.2 ปริมาตร 0, 1, 2, และ 3 มิลลิลิตร 
ลงในหลอดกล่ัน เติม MgS04. 7H,0 จำนวน 10 กรัม และ 2 N กรด ซัลฟูริก (sulfuric acid) จำนวน 10
มิลลิลิตร

1.4 ติดดังระบบการกลั่น และกลั่นลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 
มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยนำกลั่น แล้วกรองผ่านเซลลูโลสอะชิเตต 
(cellulose acetate) ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ซึ่งสารละลายจะมีความเข้มข้นของกรดเบนโซอิกเท่ากับ 0 
10 20 และ 30 ไมโครกรัม

1.5 นำสารละลายมาตรฐานแต่ละความเข้มข้นไปผ่านเครื่องโครมาโท 
กราฟชนิดของเหลวประสิทธิภาพสูง

1.6 นำค่า peak height ของโครมาโทแกรมที่ได้จากเครื่องโครมาโฑ
กราฟชนิดของเหลวประสิทธิภาพสูง มาทำกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน

2 . การเตรียมตัวอย่าง
2.1 ช่ังหมูยอบดละเอียด 5 กรัม ใส่ลงในหลอดกล่ัน เติม MgSOj. 7H,0

จำนวน 10 กรัมและ 2 N กรดซัลฟูริกจำนวน 10มิลลิลิตร
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2.2 ติดต้ังระบบการกลั่น และกลั่นจนกระทั่งได้ distillate ประมาณ 190 
มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 200 มิลลิลิตร ด้วยนำกล่ัน แล้วกรองผ่านเซลลูโลสอะซิเตตขนาด 
0.45 ไมโครเมตร

2.3 นำสารละลายไปผ่านเครื่องโครมาโทกราฟชนิดของเหลวประสิทธิ
ภาพสูง

2.4 นำโครมาโทแกรมที่ได้จากเครื่องโครมาโทรกราฟชนิดของเหลว
ประสิทธิภาพสูง ไปคำนวณกรดเบนโซอิก โดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน

3. สภาวะการสราง 1ครมาโทแกรม (Chromatographic conditions)

Column : (J.- Bondapak c 18 3.9x300 มิลลิลิตร

Mobile phase : 0.01 M. ammonium acetate/acetic acid buffer

solution (pH 4.5-4.6) : methanol = 60:40 

Flow-rate : 1.2 มิลลิลิตร/นาที

Detector : 235 นาโนเมตร

Injection volume : 20 ไมโครลิตร

Pressure : 1700 psi

4. การคำนวณ
4.1 คำนวณ ความเข้มข้นกรดเบนโซอิกจากกราฟมาตรฐานของสาร 

ละลายมาตรฐาน จากสมการเส้นตรงจากกราฟมาตรฐาน y = ax + b ดังน้ัน

X = y -  b 

a
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X : ความเข้มข้นของกรดเบนโซอิกจากกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)

y : peak height ของโครมาโทแกรมของตัวอย่าง 
a : slope 
b : intercept

4.2 คำนวณปริมาณกรดเบนโซอิกในตัวอย่าง

ปริมาณกรดเบนโซอิกในตัวอย่าง (มิลลิกรัม/กิโลกรัม) = X X B
พ

X : ความเข้มข้นของกรดเบนโซอิก จากกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) (ค่าท่ีได้จากการคำนวณในข้อ 4.1)

B : ปริมาตรสุดท้ายของสารละลายกรดเบนโซอิกซึ่งได้จากการกลั่นตัวอย่าง (มิลลิลิตร) 
พ  : นำหนักตัวอย่าง (กรัม)

การหาค ่าความเป ็นกรด-ด ่าง (G ill and Holley, 2000)

ช่ังตัวอย่างหมูยอท่ีบดแล้วจำนวน 10 กรัม เติมน้ิากล่ัน 25 มิลลิลิตร คนให้เข้ากัน แล้ว 
นำไปวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง ด้วยเคร่ือง SCHOTT GERÀTE CG 804



ภาคผนวก ฉ

การวิเคราะห์ด ้านจุลชีววิทยา

1. การวิเคราะห์จำนวนจุลินทรีย์ทังหมดในหมูยอ (Elliott และคณะ,1982)

ใช้เทคนิคปราศจากเชือ (aseptic technique) ในการปฏิบัติงานทุกขันตอน 
อาหารเลียงเชือ นำยาบัพเฟอร์ เคร่ืองแก้ว และเคร่ืองใช้ทุกชนิดท่ีสัมผัสกับตัวอย่าง ต้องผ่านการอบ 
หรือนึ่งฆ่าเชือก่อน

1.1 การเจือจางตัวอย่าง

Vเชอ
1.1.1 ช่ังตัวอย่างอาหาร 25 กรัม ใส่ลงในถุงพลาสติกที่ปราศจาก

1.1.2 เท phosphate buffer solution จำนวน 225 มลลิลตรลงในตัว 
อย่าง แล้วนำไปตีให้เข้ากันด้วยเครื่อง Stomacher (ตัวอย่างจะถูกเจือจางเป็นอัตราส่วน 1 ต่อ 10)

1.1.3 ปิเปตตัวอย่างอาหารจาก1ข้อ 1.1.2 จำนวน 1 มิลลิลิตร ใส่ใน 
หลอด Phosphate buffer solution จำนวน 9 มิลลิลิตร (ตัวอย่างจะถูกเจือจางเป็นอัตราส่วน 1 ต่อ 100)

1.1.4 เจือจางตัวอย่างอาหารลงไปครั้งละ 10 เท่าในลักษณะ
เดียวกันนี้ จนได้ความเจือจางท่ีต้องการ

plate
1.2 การตรวจวิเคราะห์จำนวนแบคทีเรียทั้งหมดในตัวอย่างโดยวิธี Pour

1.2.1 ปิเปตตัวอย่างที่ถูกเจือจางเป็นความเจือจางต่างๆ ปริมาตร 1
มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเชื้อความเจือจางละ 2 จาน

V V 1
1.2.2 เทอาหารเลียงเช่ัอ Plate Count Agar ที่มีอุณหภูมิประมาณ 

45-50 องศาเซลเซียส ลงในจานเพาะเชือจานละประมาณ 15-20 มิลลิลิตรผสมให้เข้ากันตังทิงไว้ให้แข็ง
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1.2.3 กลับจานเพาะเชือแล้วนำไปบ่มเพาะที่อุณหภูมิ 35-37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 48+3 ช่ัวโมง

1.2.4 นับโคโลนีในจานเพาะเชื้อโดยเลือกจากจานที่มีโคโลนี
ประมาณ 30-300โคโลนี

1.2.5 ถ้าในจานเพาะเชือมี spreader มากกว่าร้อยละ 25 จะรายงาน 
ว่ามี spreader และถ้าจำเป็นต้องนับให้นับโคโลนีที่มี spreader เป็น 1 โคโลนีและนำรวมกับโคโลนีปกติ 
แล้วนำไปคำนวณ

1.2.6 หาค่าเฉลี่ยของจำนวนโคโลนีที่นับได้ คูณด้วย dilution 
factor แล้วรายงานผล โดยจะรายงานเป็นจำนวนโคโลน/กรัม หรือ colony forming unit (CFU) / g ของ 
ตัวอย่าง

2. การวิเคราะห Staphylococcus aureus (FDA, 1984)

2.1 ใช้ปิเปตดูดสารละลายของหมูยอท่ีมีความเจือจาง 1 ต่อ 10 จากข้อ
1.1.1 จำนวน 1 มิลลิลิตร ใส่หลอดอาหารท่ีมี 10 มิลลิลิตรของอาหารเลียงเชือ 10% sodium chloride 
+ 1% sodium pyruvate+ Tryptic Soy Broth

2.2 บ่มที่อุณหภูมิ 35- 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48± 3 ช่ัวโมง

2.3 ถ่ายเชือโดยใช้ห่วงเขี่ยเชือ (loop)u ตะเชือลงบนอาหารเลียงเชือ 
Mannitol salt agar egg yolk (MS-EY)

2.4 บ่มที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง

2.5 สังเกตโคโลนีที่มีสีเหลืองล้อมรอบด้วยโซนสีขาวขุ่นซึ่งเป็นลักษณะ
เฉพาะของ ร. aureus
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3. การวิเคราะห์ Salmonella (AOAC, 1996) ข้อ 17.9.01 ถึงข้อ 17.9.03 และข้อ
17.9.07

3.1 ชั่งอาหารจำนวน 25 กรัม ลงในขวดท่ีปราศจากเชือ เท Tryptic soy 
broth จำนวน 225 มิลลิลิตรลงในขวดตัวอย่างอาหาร

3.2 บ่มท่ีอุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง

3.3 ปิเปตตัวอย่างอาหารจากข้อ 3.2 ใส่หลอดอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี 9 
มิลลิลิตรของ Tetrathionate broth (TTB) และ Selenite cystine broth (SB) ตามลำดับ จำนวนหลอดละ 1 
มิลลิลิตร

3.4 บ่มที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง

3.5 ถ่ายเชือจากหลอดอาหารเลียงเชื้อ Tetrathionate broth และ Selenite 
cystine broth หลอดละ 2-3 ห่วงเขี่ยเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ 2 ชนิดคือ Bismuth sulfite agar (BS) และ 
Xylose lysine decarboxylase agar (XLD)

3.6 บ่มที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 18-24 ช่ัวโมง

3.7 สังเกตโคโลนี ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของ Salmonella จากอาหาร 
เลียงเชือ Bismuth sulfite agar โคโลนีจะมีสีนำตาล หรือ ดำเงาวาว ส่วนในอาหารเลียงเชือ Xylose 
lysine decarboxylase agar โคโลนีจะใส และอาจมีการสร้าง ferrous sulfate บนกงกลางโคโลนี และ 
อาหารเลียงเชือเป็นสีแดงคงเดิม

4. การวิเคราะห Clostridium perfringens (FDA, 1992)

4.1 ใช้ปิเปตดูดสารละลายของหมูยอที่มีความเจือจาง 1 ต่อ 10 จากข้อ
1.1.1 จำนวน 1 มิลลิลิตร ใส่หลอดอาหารท่ีมี 10 มิลลิลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ cooked meat medium 
จำนวน 2 หลอด

4.2 บ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ± 2 ช่ัวโมง
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4.3 ถ่ายเชือจากแต่ละหลอดๆ ละ 2-3 ห่วงเข่ียเชือลงในอาหารเลียงเชือ 
Clostridium welchii egg yolk agar(CW-EY)

4.4 บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสโดยใช้ลู้บ่มเพาะเชื้อไร้ออกซิเจน
เปีนเวลา 24 ± 2 ช่ัวโมง

4.5 สังเกตโคโลนีที่มีสีเหลืองล้อมรอบด้วยโซนสีขาวขุ่นซึ่งเป็นลักษณะ
เฉพาะของ c . perfringens

5. Coliform bacteria และ E. coli (AOAC, 1996) ขอ 17.2.02

5.1 ใช้ปิเปตดูดสารละลายของหมูยอที่ม ีความเจือจาง 1 ต่อ 10 
1 ต่อ 100 และ 1 ต่อ 1,000 อย่างละ 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดอาหารเลียงเชือท่ีมี 10 มิลลิลิตรของ 
Lauryl sulphate tryptose broth (LST) ทีมหลอดดักกาซ (durham’s tube) วางควำอยู่ โดยใส่ระดับความ 
เจือจางละ 3 หลอด

5.2 บ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ± 2 ช่ัวโมง สังเกต 
หลอดที่ขุ่นและเกิดก๊าซในหลอดดักก๊าซ แสดงว่าให้ผลบวก

5.3 บ่มหลอดท่ีไม่ให้ผลบวกต่อไปอีกเป็นเวลา 24 ± 2 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียส และอ่านผลเช่นเดียวกันอีกคร้ังหน่ึง

5.4 นำไปอ่านค่าจากตารางเอ็มพีเอ็น (MPN Table) จะได้ค่า MPN ต่อตัว
อย่าง 1 กรัม

ส ่วน ป ระกอบ และว ิธ ีเต ร ียม อาห ารเล ี้ย งเช ื้อ

1. Plate count agar (Difco) 23.5 กรัม ประกอบดํวย

Peptone 5.0 กรัม
Yeast extract 2.5 กรัม
D(+) Glucose 1.0 กรัม
Agar 15.0 กรัม
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เตรียมโดยช่ัง Plate count agar 11.75 กรัม ละลาย,ใน■ นากล่ัน 500 มิลลิลิตร ต้มให้ 
ละลายหมด เทใส่ภาชนะที่เหมาะสม ฆ่าเช้ือในหม้อนึ่งความดัน อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนด์/ ตารางนิว เบนเวลา 15 นาที

2. Mannitol salt agar (Difco) 111 กรัม ประกอบด้วย

Proteose peptone 10.0 กรัม
Beef extract 1.0 กรัม
D-mannitol 10.0 กรัม
Sodium chloride 75.0 กรัม
Agar 15.0 กรัม
Phenol red 0.025 กรัม

เตรียมโดยช่ัง Mannitol salt agar 44.4 กรัม ละลายในนำกลั่น 400 มิลลิลิตร ต้มให้ 
ละลายหมด เทใส่ภาชนะที่เหมาะสม ฆ่าเช้ือในหม้อน่ึงความดัน อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนด์/ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที ท้ิงให้อุ่น กรณีเตรียมเป็น Mannitol salt agar-egg yolk จะทำการ 
เติมไข่แดงดิบที่ปราศจากเชือ เขย่าให้เข้ากัน แล้วเทใส่จานเพาะเชือ

3. Tryptic soy broth (BD) 30 กรัม ประกอบด้วย

Pancreatic digest of casein 17.0 กรัม
Enzymatic digest of soybean meal 3.0 กรัม
Dextrose 2.5 กรัม
Sodium chloride 5.0 กรัม
Dipotassium phosphate 2.5 กรัม

เตรียมโดยชัง Tryptic soy broth 30 กรัม sodium chloride 100 กรัม และ sodium 
pyruvate 10 กรัม ละลายในนำกลั่น 1,000 มิลลิลิตร แบ่งใส่หลอดแก้ว หลอดละ 10 มิลลิลิตรฆ่าเชือใน 
หม้อน่ึงความดัน อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิว เป็นเวลา 15 นาที
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4. Xylose lysine decarboxylase agar (Difco) 56.9 กรัม ประ กอบด้วย

Yeast extract 3.0 กรัม
L-lysine 5.0 กรัม
Xylose 3.75 กรัม
Lactose 7.5 กรัม
Saccharose 7.5 กรัน
Sodium deoxychlolate 2.5 กรัม
Ferric ammonium citrate 0.8 กรัม
Sodium thiosulfate 6.8 กรัม
Sodium chloride 5.0 กรัม
Agar 15.0 กรัม
Phenol red 0.08 กรัม

เตรียมโดยชัง Xylose lysine decarboxylase agar 22.8 กรัม ละลายในนำกลัน 400 
มิลลิลิตร ต้มให้ละลายหมด เทใส่ภาชนะท่ีเหมาะสม ฆ่าเชือในหม้อนึ่งความดัน อุณหภูมิ 121 องศา 
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิว เป็นเวลา 15 นาที ทิงไว้จนอุ่น เทใส่จานเพาะเชือจานละ 
ประมาณ 15 มิลลิลิตร

5. Bismuth sulfite agar (Difco) 52.3 กรัม ประกอบด้วย

Meat extract 5.0 กรัม
Peptone from meat 10.0 กรัม
Dextrose 5.0 กรัม
Disodium phosphate 4.0 กรัม
Ferrous sulfate 0.3 กรัม
Brilliant green 0.025 กรัม
Bismuth sulfite indicator 8.0 กรัม
Agar 20.0 กรัม

เตรียมโดยช่ัง Bisthmuth sulfite agar 52.3 กรัม ละลายในนำกล่ัน 1,000 มิลลิลิตร ต้ม 
ให้ละลายหมด ทิงไว้จนอุ่น เทใส่จานเพาะเชือจานละประมาณ 15 มิลลิลิตร



6. Tetrathinate broth (Difco) 46 กรัม ประกอบด้วย

Proteose peptone 2.5 กรัม
Pancreatic digest of casein 2.5 กรัม
Oxgall 1.0 กรัม
Sodium thiosulfate 30.0 กรัม
Calcium carbonate 10.0 กรัม

เตรียม 1ดยชง Tetrathinate broth 4.6 กรัม ละลายในนึ่ากลั่น 100 มิลลิลิตร ต้มให้เดือด
ทิงให้อุ่น แล้วเติมไอโอดีน 2 มิลลิลิตร แบ่งใส่หลอดแก้ว

7. Selenite cystine broth (Difco) 23 กรัม ประกอบด้วย

Peptone from casein 5.0 กรัม
L(-) cystine 0.01 กรัม
Lactose 4.0 กรัม
Phosphate buffer 10.0 กรัม
Sodium hydrogen selenite 4.0 กรัม

เตรียมโดยช่ัง Selenite cystine broth 2.3 กรัม ละลายในนำกล่ัน 100 มิลลิลิตร ต้มให้
เดือด แบ่งใส่หลอดแก้วหลอดละ 9 มิลลิลิตร

ร. Cooked meat medium (Difco) 481 กรัม ประกอบด้วย

Beef heart 454.0 กรัม
Proteose peptone 20.0 กรัม
Dextrose 2.0 กรัม
Sodium chloride 5.0 กรัม

เตรยมโดยชัง Cooked meat medium 1.25 กรัม ใส่ในหลอดแก้วฝาเกลียว เติมนำกล่ัน
10 มิลลิลิตรแล้วปิดฝา ฆ่าเชือในหม้อน่ึงความดัน อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์/ 
ตารางนิว เป็นเวลา 15 นาที
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9. Clostridium welchii agar ประกอบด้วย

Brain heart infusion 14.8 กรัม
Lactose 4.0 กรัม
Agar 6.8 กรัม
Phenol red (0.5%) 4.0 มลลลตร

ละลายส่วนผสมทุกอย่างในนำ ปริมาตร 400 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง ให้ 
ได้ 7.6 นำไปต้มจนเดือด ทิงให้เย็นจนมีอุณหภูมิประมาณ 44-45 องศาเซลเซียส เติมไข่แดง 1 ฟอง และ 
Neomycin thiosulfate trihydrate จำนวน 0.25 กรัม เขย่าให้เข้ากันแล้ว เทลงในจานเพาะเชือ

10. Lauryl sulfate tryptose broth (Difco) 35.6 กรัม ประกอบด้วย

Tryptose peptone 20.0 กรัม
Lactose 5.0 กรัม
Dipotassium phosphate 2.75 กรัม
Monopotassium phosphate 2.75 กรัม
Sodium chloride 5.0 กรัม
Sodium lauryl sulfate 0.1 กรัม

เตรียม 1ดยชัง Lauryl sulfate tryptose broth 35.6 กรัม ละลายในนำกลัน 1,000 
มิลลิลิตร แบ่งใส่ในหลอดแก้ว หลอดละ 10 มิลลิลิตร และใส่หลอดดักก๊าซ ในลักษณะควํ่าหลอด แล้ว 
ปิดฝา ฆ่าเชือในหม้อนึ่งความดัน อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิว เป็นเวลา
15 นาที



110

ตารางเอ็มพีเอ็น (MPN Tabic)

ค่า MPN ต่อตัวอย่าง 1 กรัม สำหรับชุดอาหารเลียงเชือเหลว 3 หลอด ท่ีมีความเจือจางของ 
อาหารตัวอย่างเป็น 0.1 0.010.001 กรัม (AOAC, 1996)

Positive Tubes Positive Tubes
-------------------------  MPN ------------ -------------
0.1 0.01 0.001 0.1 0.01 0.001

0
0
0
0
1
1
1
1
2
2

0
1
2
3
0
1
2

3
0
1

<3
3
6
9
3

6.1

9.2 
12

6.2

9.3
0 2
0 2
0 3
0 3
0 3
0 3
1 0

1 0

1 0
1 0
1 1

1

2 12 2 0 0
3 16 2 0 1
0 9.4 2 0 2
1 13 2 0 3
2 16 2 1 0
3 19 2 1 1
0 3.6 2 1 2
1 7.2 2 1 3
2 11 2 2 0
3 15 2 2 1
0 7.3 2 2 2
1 11 2 2 3

Positive Tubes
MPN ----------------------------------  MPN

0.1 0.01 0.001

15 2 3 0 29
19 2 3 1 36
11 2 3 2 44
15 2 3 3 53
20 3 0 0 23
24 3 0 1 39
16 3 0 2 64
20 3 0 3 95
24 3 1 0 43
29 3 1 1 75
9.1 3 1 2 120
14 3 1 3 160
20 3 2 0 93
26 3 2 1 150
15 3 2 2 210
20 3 2 3 290
27 3 3 0 240
34 3 3 1 460
21 3 3 2 1100
28 3 3 'ๆว >1100
35
421



ภาคผนวก ช

การวิเคราะห์ทางสถิติ

ตารางผนวกที่ ช-! การวิเคราะห์ทางสถิติด้านสีโดยใช้ Kniskal Wallis H test

ปริมาณโซเดียม 
เบนโซเอต 
(มก/กก)

จำนวน ค่าเฉล่ียลำดับท่ี 
(Mean rank) 

ของคะแนนด้าน 
สี

Chi square df p-value

0 20 59.40 6.267 4 0.180
500 20 45.00

1,000 20 56.08
1,500 20 44.08
2,000 20 47.95

รวมทังหมด 100

จากตารางผนวกที่ ช-1 จะเห็นได้ว่าค่าเฉลี่ยลำดับที่ของคะแนนด้านสีของหมูยอที่เติมโซเดียม 
เบนโซเอตปริมาณ 0 500 1,000 1,500 และ 2,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัม มีค่าเท่ากับ 59.40 45.00 56.08
44.08 และ 47.95 ตามลำดับ โดยค่า p-value = 0.180 ซึ่งมีค่ามากกว่า 0.05 แสดงว่าหมูยอท่ีเติมโซเดียม 
เบนโซเอตปริมาณแตกต่างกันไม่มีความแตกต่างกันในด้านสี
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ตารางผนวกท่ี ช-2 การวิเคราะห์ทางสถิติด้านเนือสัมผัสโดยใช้ Kruskal Wallis H test

ปริมาณโซเดียม 
เบนโซเอต 
(มก/กก)

จำนวน ค่าเฉล่ียลำดับท่ี 
(Mean rank) 

ของคะแนนด้าน 
ณือสัมผัส

Chi-square df p-value

0 20 48.53 3.048 4 0.550
500 20 54.13

1,000 20 42.28
1,500 20 52.60
2,000 20 54.97

รวมท้ังหมด 100

จากตารางผนวกที่ ช-2 จะเห็นได้ว่าค่าเฉลี่ยลำดับที่ของคะแนนด้านณือสัมผัสของหมูยอที่เติม 
โซเดียมเบนโซเอตปริมาณ 0 500 1,000 1.500 และ 2,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัม มีค่าเท่ากับ 48.53 54.13
42.28 52.60 และ 54.97 ตามลำดับ โดยค่า p-value = 0.550 ซ่ึงมีค่ามากกว่า 0.05 แสดงว่าหมูยอท่ีเติม 
โซเดียมเบนโซเอตปริมาณแตกต่างกันไม่มีความแตกต่างกันในด้านเนือสัมผัส

ตารางผนวกที่ ช-3 การวิเคราะห์ทางสถิติด้านรสโดยใช้ Kruskal Wallis H test

ปริมาณโซเดียม 
เบนโซเอต 
(มก/กก)

จำนวน ค่าเฉล่ียลำดับท่ี 
(Mean rank) 

ของคะแนนด้าน 
รส

Chi-square df p-value

0 20 51.30 1.397 4 0.845
500 20 51.30

1,000 20 46.40
1,500 20 54.65
2,000 20 48.85

รวมทังหมด 100
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จากตารางผนวกท่ี ช-3 จะเห็นได้ว่าค่าเฉลี่ยลำดับที่ของคะแนนด้านรสของหมูยอที่เติมโซเดียม 
เบนโซเอตปริมาณ 0 500 1,000 1,500 และ 2,000 มก/กก มีค่าเท่ากับ 51.30 51.30 46.40 54.65 และ 
48.85 ตามลำดับ โดยค่า p-value = 0.845 ซึ่งมีค่ามากกว่า 0.05 แสดงว่าหมูยอท่ีเติมโซเดียมเบนโซเอต 
ปริมาณแตกต่างกันไม่มีความแตกต่างกันในด้านรส
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์

นางสาว อัญชนา ดุจจานุทัศน์ เกิดวันท่ี 5 พฤศจิกายน พ.ศ. 2514 ท่ีเชียงใหม่ สำเร็จการศึกษา 
ปริญญาตรีเภสัชศาสตรบัณฑิต จากคณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่นในปีการศึกษา 2537 และ 
เข้าศึกษาต่อในหลักสูตรเภสัชศาสตร์มหาบัณฑิต สาขาวิชาอาหารเคมีและโภชนศาสตร์ทางการแพทย์ 
คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เม่ือ พ.ศ. 2544 ปิจจุบันรับราชการที่กลุ่มงานคุ้มครองผู้ 
บริโภคและเภสัชสาธารณสุข สำนักงานสาธารณสุขจังหวัดเชียงใหม่
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