
สารเคมี

สารละลายเอทานอลความเข้มข้น 95% และ 99.5% (A.R. grade)
สารละลาย Folin-Ciocalteau reagent (Merck, Germany)
สารละลายโซเดียมคาร์บอเนตความเข้มข้น 20% (พ/v) (A.R. grade)
สารละลาย 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Fluka, Germany)
สารละลายกรดอะซิติกความเข้มข้น 2% (v/v) (A.R. grade)
สารละลายกรดไฮโดรคลอรกความเข้มข้น 4 M(A.R. grade)
สารละลาย Thi๐barbituric acid (TBA) 0.2883 กรัม (g) ใน glacial acetic acid 90 %
(A.R. grade)

วัตชุดิบ
ชาเขยวที่ใข้ในการทดลองเป็นซาเขยวญี่ป่น (Japanese green tea) ชนิด Sen cha 

(Shincha Ohashiri, KK Yamadaen, Japan) วิเคราะห์สารประกอบดีเนอลิก เช่น EGCG, EGC, 
EC, ECG, Catechin, Rutin, Quercetin, Gallic acid และ Kaempferol ของชาเขียวที่ใช้ใน 
การทดลองครังนี่โดยใข้ High Performance Liquid Chromatography (FiPLC) ผลการวิเคราะห์ 
แสดงในภาคผนวก ข.1

ไคโตชานที่มีค่า degree of deacetylation 95% นำหนักโมเลกุล 100,000 daltons 
(Seafresh Chitosan Co., Ltd.,Bangkok, Thailand)

จุสิบทรีย์ท่ีใรํf lนการทดลอง
S t a p h y lo c o c c u s  a u r e u s  TISTR 118
จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย
E s c h e r ic h ia  c o l i  TISTR 780

จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย
P s e u d o m o n a s  f l u o r e s c e n s  TISTR 358
จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย
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S alm onella  Enteritidis DMST 17368
จากคูนย์เก็บรักษาสายพันรุจุลินทรีย์ทางการแพทย์แห่งชาติ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 
กระทรวงสาธารณสุข

ข้ันตอนและวิธีการดำเนินงานวิจัย

3.1 การสีกษาภาวะท๋ึเหมาะสมในการเตรียมสารสกัดชาเขียว

3.1.1 การสิกษาผลของอุณหภูมและเวลาท๋ึใช้ในการเตรียมสารสกัดชาเขียวต่อ 
ปริมาณสารประกอบทีเนอลกท้ังหมด
การสีกษาหาภาวะที่เหมาะสมสำหรับเตรียมสารสกัดซาเขยว โดยแปรระดับของ 

อุณหภูมิ เป็น 50, 60 และ 70 C และระยะเวลาเป็น 10, 20 และ 30 นาที เตรียมโดยนำชาเขียว 
(C am e llia  sinensis) มาป ่น'ให ้เป ็นผงแล ้วช ั่งขาเข ียวชั่งด ้วยเค'รึ๋องช ั่ง(E5500-S, Sartorius, 
Sartorius Mechatronics, Gottingen, Germany) ปรัมาณ 2 g ใส'ลงในขวดรูปชมพู่ เติมนำร้อน 
ปริมาตร 100 มิลลิลํตร (ml) ตามอุณหภูมิและเวลาที่กำหนด แล้วนำไปเขย่าใน water bath 
shaker (รพ23, Julabo.JULABO Labortechnik GmbH, Seelbach, Germany) โ ด ย ใ ช ้ 
ความเร็วในการเขย่า 130 rpm กรองผงซาออกด้วยผ้าขาวบาง และนำสารสกัดไปป่นเหวี่ยงโดยใช้ 
เครีองปันเห'วียง (Kubota 5310, Kubota corporation, Osaka, Japan) ด้วยความเร็ว 4000 rpm 
เป็นเวลา 10 นาที เพื่อแยกตะกอนชาออก กรองสารสกัดอีกครั้งโดยใช้กระดาษกรองWhatman 
No. 1 ได้สารสกัดชาเขียว

จากนั้นหาปริมาณสารประกอบทีเนอลิกทํ่งหมดด้วยวิธี Folin-Ciocalteau โดย 
ดัดแปลงจากวิธีของ Choi และคณะ (2006) โดยปีเปตสารสกัดซาเขียว ปริมาตร 0.1 ml ลงใน 
หลอดทดลอง เติมนำ 7 ml แล้วตามด้วย Folin-Ciocalteau reagent ปริมาตร 0.5 ml ดังทิงไว้ 
ที่อุณหภูมิห้อง 8 นาที เติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตความเข้มข้น 20% (w/v) ปริมาตร 1.5 ml 
เต ิมนากล ั่นปร ิมาตร 0.9 ml ผสมให ้เข ้าก ันด ้วยเครอง vortex (VX100, Labnet, Labnet 
International Inc., Woodbridge, USA) ลั่งทิงไว้ที่อุณหภูมิห้อง 2 ชั่วโมง (ห้ามดัมผัสแสง) วัดค่า 
ด ูด ก ล ืน แส งขอ งส ารส ะล าย ท ี่ค วาม ย าวค ล ื่น  765 ททท ด้วย UV-spectrophotometer 
(GENESYS 20, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) แ ล ะ ค ำ น ว ณ ป ร ิม า ณ  
สารประกอบท ีเนอล ิกพ ังหมด แส ด งห น ่วย เป ็น  mg gallic acid equivalent/g sample 
(mg GAE/g)
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ออกแบบการทดลองแบบ Symmetric Factorial Experiment with Completely 

Randomized Design (CRD) ขนาด 3x3  ทดลอง 2 ชำว ิเคราะห ์ความแปรปรวนทางสถติของ 
ข้อยูล และเปรยบเท ียบความแตกต่างระหว่างค ่าเฉล ี่ยโดยวิธ ี DNMRT ท ี่ระด ับความเช ือม ัน  95 % 
โดยใข้โปรแกรมสำเร็จรูป SPSS (version 17, USA)

3.1.2 การสืกษาผลของอัตราส่วนของชาเขียวต่อตัวทำละสาย
เตร ิยมสารสก ัดซาเข ียวท ี่ม ีความเข ้มข ้นของชาเข ียวท ี่ระด ับต ่างๆ โดยนำชาเข ียว 

มาป ่นให ้เป ็นผงแล ้วช ั่งชาเข ียวจำนวน 2, 5, 10 และ 20 g ใส ่ลงในขวดร ูปชมพ ู่ เต ิมนำร ้อน  

ป ร ิม าตร 100 ml โดยใช ้อ ุณ หภ ูม ิและเวลาตามภาวะท ี่เหมาะสม ท ี่ได ้จากการทดลองท ี่ 3.1.1 

จากน ี้นนำไปเขย ่าใน water bath shaker โดยใช ้ความเร ็วในการเขย ่า 130 rpm เป ็นเวลา 24 

ชั่วโมง กรองผงชาออกด ้วยผ ้าขาวบาง และนำสารสก ัดไปป ่นเหว ี่ยง โดยใช้เคชั่องป่นเหวี่ยง ด้วย 

ความเร ็ว 4000 rpm เป ็นเวลา 15 นาที เพ ื่อแยกตะกอนซา กรองสารสก ัดอ ีกครั้งโดยใช ้กระดาษ 

กรอง Whatman No. 1 นำสารสก ัดซาเข ียวท ี่ได ้ไปว ิเคราะห ์หาปรมาณ สารประกอบท ีเนอล ิก  

ทิ้งหมด, สมปต ิการต ้านอน ุม ูล DPPH และลมปติการย ับช ั่งการเจริญของแบคท ีเร ิยด ังต ่อไปน ี้

3.1.2.1 ปริมาณสารประกอบทีเนอลกท้ังหมด
การหาปริมาณสารประกอบทีเนอลิกช่ังหมด ทำโดยใช้วิธี 

Folin-Ciocalteau ซึ่งดัดแปลงจากวิธีของ Choi และคณะ (2006) ทำการทดลองเซ่นเดยวกับในข้อ
3.1.1

3.1.2.2 สมบ้ติการต้านอนุมูล DPPFI
การวัดลมปติการต้านอนุมูลอิสระ ใช้วิธี DPPH radical scavenging 

ซึ่งดัดแปลงจากวิธีของ Brand-Williams, Cuvelier และ Berset (1995) โดย ปีเปตสารสกัดจากข้อ
3.1.1 ปริมาตร 3 ml ลงในหลอดทดลองจากนี้นปีเปตสารละลาย 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 
(DPPFI) ในเอทานอล 99.5% (v/v) ความเข้มข้น 0.5 mM ปริมาตร 3 ml ผสมให้เข้ากันด้วยเครอง 
vortex และชั่งทิงไว้ที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที (ห้ามดัมผัลแสง) วัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
517 กกา ด้วยเครอง UV-spectrophotometer ใช้นำกดันเป็น blank แล้วคำนวณ DPPH radical 
scavenging activity (%) จากลมการที 1

= Absorbance of control - Absorbance of sample X 100 (1 )
Absorbance of control



24

3.1.2.3 สมบํ^การยับย้ังการเจริญของแบคทีเรีย
การสืกษาผลของการแปรปริมาณความเข้มข้นของซาเขียวที่ระดับต่างๆ 

ในการย ับย ั้งการเจร ิญ ของแบ คท ีเร ียด ้วยว ิธ ี agar diffusion โดยด ัดแปลงจากว ิธ ีของ 
Pranoto, Rakshit และ Salokhe (2005) ในการทดลองใข ้จ ุลนทร ีย ์ชน ํดแกรมบวก ได ้แก่ 
ร. a u r e u s  TISTR 118 และจุลินทรีย์ชนิดแกรมลบได้แก่ E .  c o l i  TISTR 780, P. f l u o r e s c e n s  

TISTR 358 และ ร. Enteritidis DMST 17368 เตรียมอาหารเลี้ยงเซื๋อมาตรฐาน Nutrient agar 
(HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Bombay, India) ที่มีปริมาณจุสินทรีย์ 106-107 CFU/ml ซ่ึง 
เตรียมโดยเลี้ยงเลี้อจุสินทรียํในอาหารเลี้ยงเชึ๋อมาตรฐาน Nutrient broth (HiMedia Laboratories 
Pvt. Ltd., Bombay, India) และปมที่อุณหภูม 37 °c เพี่อให้มีปริมาณจุสินทรีย์อยู่ในช่วง 107 
CFU/ml โดยวัดค่าการดูดกลืนแลงของสารละลายที่ความยาวคลื่น 600 กกา ให้ได้ค่าการดูดกลืน 
แสงเป็น 0.40 แล้วใช้ปริมาตร 0.1 ml spread plate ให้ทั่วผวหน้าอาหารเลี้ยงเชึ๋อมาตรฐานที 
เตรียมไว้ปีเปตสารสกัดชาเขียวที่มีความเข้มข้นของซาเขียว 2, 5, 10 และ20 % (พ/v) ปริมาตร
0.1 ml ลงบนกระดาษกรองปลอดเซึ๋อ (paper discs) เล้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร (mm) แล้ว 
วางลงบนอาหารเลี้ยงเซึ๋อมาตรฐานที่มีจุสินทรีย์ตามที่กำหนดแล้ว นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 °c เป็น 
เวลา 24 ช่ัวโมง ยกเว้น P .  f l u o r e s c e n s  ใช้อุณหภูมิ 30 °c เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจสอบบริเวณ 
ยับยังการเจริญของจุสินทรีย์ (inhibiton zone) โดยวัดผ่านเล้นผ่านศูนย์กลางของ paper discs 
และตรวจบริเวณผิวสํมผัส (contact surface) ใช้สำหรับทดสอบบริเวณที่สารสกัดดัมผัสโดยตรง 
กับ1จุสินทรีย์

3.1.3 การออกแบบการทดลองและการวิเคราะห์สถิติ
การทดลองที 3.1.2 ออกแบบการทดลองแบบ Completely Randomized Design 

(CRD) ทดลอง 3 ชำ วิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติของข้อมูล และเปรยบเทียบความแตกต่าง 
ระหว่างค่าเฉล่ียโดยวิธี DNMRT ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 % โดยใช้โปรแกรมสำเร็จรูป SPSS 
(version 17, USA)

3.2 การสืกษาผลของการเติมสารสกัดจากชาเขียวต่อสมบ้ติของทเล์มไคโตชาน
เตรียมสารละลายไคโตซานความเข้มข้น 2% (w/v) โดยช่ังไคโตชาน (Seafresh Chitosan 

Co., Ltd..Bangkok, Thailand) ทีมีค่า degree of deacetylation 95% นำหนักโมเลกุล 100,000 
daltons ปริมาณ 4 g แล้วเติมนากล่ัน 50 ml ย้ังทีงไว้ 15 นาที เติมสารละลาย acetic acid 
ความเข้มข้น 2 % (v/v) 100 ml คนด้วยเครองกวนแม่เหล็กไฟท้เา (Steromag, Steroglass, 
Steroglass s.r.l., Perugia, Italy) 15 นาที นำไปเขย่าใน water bath shaker ทีอุณหภูมิ 60 °c
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เป็นเวลา24 ช่ัวโมง จากนั้นเติมกลีเชอรอล 1.2 g เติมสารสกัดที่มิความเข้มข้น 2, 5, 10และ20% 
(พ /V ) ลงในสารละลาย?เล์มโดยเติมเป็นปร้มาตร 25% (v/v) ของสารละลาย?เล่ม ทำให้เป็นเนั้อ 
เด ีย ว ก ัน ด ้ว ย เค ร อ ง  homogenizer (D-79282, Ystral GmbH, Ballrechten-Dottingen, 
Germany) ด้วย หัวเบอร์ 18/G ใช้ความเร็ว 19000 rpm เป็นเวลา 1.5นาทํ ไล่ฟองอากาศด้วย 
เค่ร่ํอง Sonicator (136H, Ultrasonik™, Fisher Scientific, Waltham, USA) เป็นเวลา 15 นาที เท 
สารละลาย'ทเล่มประมาณ 95 ±1 g ใสพมพัเซรามิกขนาด 12 X  28 cm เก็บ?เล่มในตู้ควบคุม 
อุณหภูมิและความชนล่มพัทธ์ (RH) (Patron, GH-10, Taipei, Taiwan) ที่อุณหภูมิ 27 °c และ RH 
50±5% วัดคุณลมปติของ?เล่มดังต่อไปนั้

3.2.1 สมป้ตทางกายภาพ

3.2.1.1 ความหนา
วัดความหนาของแผ่น?เล่มท่ีดัดให้มิขนาด 3x15 cm ด้วยเครํ่อง 

micrometer (Dial Thinckness Gauge 7301, Mitutoyo Co.,Ltd., Kanagawa, Japan) วัด 6 จุด 
ต่อ 1 แผ่น เป็นจำนวน 4 แผ่นแล้วนำมาคิดเป็นค่าเฉลี่ยเท่ากับ 1 ชำ ทดลอง 3 ชำ

3.2.1.2 ค่าทางสิ (L a* b*)
ว ัดค ่าทางล ีโดยใช ้ระบบ CIELAB ได ้แก ่ค ่า L* value (lightness) 

a* value (redness) และ b* value (yellowness) โด ย ด ัด ? เล ่ม เป ็น แ ผ ่น ล ี่เห ล ี่ย ม ข น าด  
15 X 2.5 cm วัดลี?เล่มโดยใช้เค่รึ๋อง chroma meter (Minolta CR-300 Series, Minolta, Osaka, 
Japan) วัด 6 จุดต่อ 1 แผ่น เป ็นจำนวน 4 แผ่น แล ้วนำมาค ิดค ่าเฉล ี่ย เท ่าก ับ  1 ชำ 
ทดลอง 3 ชำ

3.2.1.3 ค่าการรมผ่านของไอน้ํา (Water vapor permeability, WVP)
วัด WVP (g.mm/Pa.day.m2) โดยดัดแปลงจากวิธี ASTM (1980) 

ทำโดยช่ัง silica gel ปร็มาณ 20 g ใส,ลงขวดแก้วท่ีมิฃนาดเล้นผ่านศูนย์กลาง 3 cm และมิ 
ปรมาตร 50 ml ดัด?เล่มให้มิขนาด 6 X 6 cm หุ้ม?เล่มบ่รเวณปากขวดแล้วขึง?เล่มให้ตึงด้วย 
พารา?เล่ม ช่ังนาหนักขวดท่ีติด?เล์มแล้ว ก่อนนำไปเก็บไว้ในเดชิเคเตอร์ท่ีมิความช่ืนล่มพัทธ์ 
RH 100% ท่ี 30 °c ช่ังจนกระท่ังน้ัาหนักคงท่ี จากน้ันคำนวณหาค่า WVP โดยใช้สมการท่ี (2)

WVP = ( w x )  (2)
A - 1 • (P2 -  P 1)



พ คือนาหนักทีล์มที่เพิ่มชื่น (g), X คือ ความหนาของทีเล์มทีใช้ในการทดลอง (mm), A คือ 
พึ๋นที่หน้าตัดของแผ่นYเล์ม (m2), t คือระยะเวลาทีใช้ในการทดลอง (ซัวโมง), P2-  P1 คือผลต่าง 
ของค่าความตันไอนาภายนอกและภายในของขวดแก้ว (Pa)

3.2.2 สมปติทางเคมี
วัดคุณลมปติทางเคมีของทีเล์มไคโตชานโดยวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบ

1 Iทีเนอลิกทังหมดและสมปติการต้านอนุมูล DPPH ตังน

3.2.2.1 ปริมาณสารประกอบทีเนอลิกย้ังหมด
วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบทีเนอลิกยั้งหมดจากทีเล์ม โดยใช้วิธ ี 

Folm-Ciocalteau ซ ึ่งต ัดแปลงจากวิธ ีของ Choi และคณะ (2006) โดยทดลองเช ่นเด ียวกับ 
ในข้อ 3.1.1

3.2.2.2 สมบ้ติการต้านอนุมูล DPPH
การคืกษาปฎิกริยาการจ้บอนุมูล DPPH จากสารละลายทีเล์ม ใช้วิธี 

DPPH radical scavenging โดยตัดแปลงจากวิธีของ Brand-Williams, Cuvelier และ Berset 
(1995) โดยทดลองเช่นเดียวกับในข้อ 3.1.2.2

3.2.3 สมปติการยับย้ังการเจริญของแบคทีเรีย
การค ืกษาลมปติการย ับย ั้งการเจริญของจุล ินท ัรย ์ 4 ชนิด คือ ร. a u r e u s ,  

ร .  Enteritidis, E . c o l i  และ P . f l u o r e s c e n s V f à s  agar diffusion ตัดแปลงจากวิธีของ Hamilton- 
Miller (1995) โดยตัดทีเล์มไคโตชานที่เติมและไม่เติมสารสกัดชาเขียวขนาดเต้นผ่านศูนย์กลาง 
6 mm แทนการใช้ paper discs โดยทดลองเช่นเดียวกับในข้อ 3.1.2.3

3.2.4 การออกแบบการทดลองและการวิเคราะห์สถิติ
ออกแบบการทดลองแบบ CRD ทดลอง 3 ชำ วิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติ 

ของข้อมูล และเปรยบเทียบความแตกต่างระหว่างค่าเฉลี่ยโดยวิธี DNMRT ที่ระตับความเชื่อมั่น 
95 % โดยใช้โปรแกรมสำเร็จรูป SPSS (version 17, USA)
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3.3. การสิกษาการใช้ฟิล์มไคโตชานท่ีเติมสารสกัดชาเขียวในการยีดอายุผสิตภัณฑ์ 
ไส้กรอกหมู

นำฟิล์มไคโตชานที่เติมสารสกัดซาเขยวที่ได้จากภาวะที่เหมาะสมไนการทดลองที่ 3.1 
และ 3.2 เก็บฟิล์มในตู้ RH ท่ี 27 °c ท่ีมี RH 50 ± 5% นาน 24 ชั่วโมง แล้วตัดฟิล์มเป็น 
ลี่เหลี่ยมผนผ้าขนาด 11.5x8.5 cm จากนํนนำมาห่อไล้กรอกคอกเทลหมู (บรัษ ัทซึฟ ิเอฟ 
ผลิตภัณฑ์อาหารจำกัด, ประเทศไทย) และใช้เอ็นมัดปรเวณหัวและท้ายของไล้กรอกให้แน่นโดย 
ทดลองไนตู้ ปลอดเชึ๋อ (laminar flow) ที่ผ่านการฆ่าเชึ่อด้วยแสง ultraviolet (UV) เป็นเวลา 1 
ช่ัวโมง บรรจุผลิตภัณฑ์ ลงในถุง nylon LLDPLE-laminated Nylon ที่มีความหนา = 0.0838 mm, 
อตราการซึมผ่านของ ไอนา (water vapor transmission rate 1 WVTR)= 57g.m"2day1 อัตราการ 
ซึมผ่านของก๊าซออกซิเจน (oxygen transmission rate, OTR) = 25 cc. m‘2day1 ปีดผนึกด้วย 
ความร้อนโดยใช้ heat sealer และเก็บรักษาที่อุณหภูมํ 4 °c วํเคราะห์คุณภาพด้านต่างๆ ทุกๆ 
4 วัน ตลอดอายุการเก็บรักษาโดยแกะฟิล์มออกจากผลิตภัณฑ์ไล้กรอกในตู้ปลอดเชึ่อก่อนการ 
วิเคราะห์คุณภาพทางด้านต่างๆ ท้ังนี้อุปกรณ์ต่างๆ ที่เกี่ยวข้องกับการห่อผลิตภัณฑ์ไล้กรอกได้ผ่าน 
การฆ่าเซ่ึอด้วย UV เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ก่อนทุกคร้ัง (Taniwaki และคณะ, 2001)

3.3.1. การเปล๋ึยนแปลงคุณภาพทางกายภาพของผสิตภัณฑ์ไส้กรอกหมู

3.3.1.1 ค่าทางสิ
วัดค่าทางสืด้วยเครอง chroma meter ระบบ CIELAB และปันทึกค่า L* 

value (lightness) a* value (redness) และ b* value (yellowness) โดยวัดผลิตภัณฑ์ไล้กรอก 
6 จุดต่อ 1 ชน เป็นจำนวน 3 ซิน แล้วนำมาคิดเป็นค่าเฉล่ียต่อ 1 ชำ ทดลอง 3 ชำ

3.3.1.2 ลักษณะเนอสัมผัส
วัดค่าแรงตัดขาด (cutting force) โดยใช้เค่รอง Texture Analyzer 

(Lloyd Food Texture Analyzer, model TA 500, England) โดยนำไล้กรอก วางตามแนวนอน 
ท้ังโปรแกรมการวัดตังต่อไปน้ี(รายงานผลเป็นค่า gram force)
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Test mode and option
Warner-Bratzler Blade(HDP/BS 
Force in Compression 
Return to start

Parameter
Pre-Test Speed 2.0 mm/s
Test Speed 2.0 mm/s
Post-Test Speed 10.0 mm/s
Distance 30 mm

Trigger
Type Auto
Force 20 g

Data Acquistion Rate 200 pps

3.3.2 การเปล่ียนแปลงคุณภาพทางเคมีของผลิตภัณฑ์ไส้กรอกหมู

3.3.2.1 ค่า pH
วัดค่า pH. ตามวัธีของ Summo, Caponio และ Pasqualone (2006) 

โดยปันตัวอย่างได้กรอก 10 g ด้วยเค่รอง stomacher (Seward stomacher รุ่น 400, England) 
ในนำกล้นด้วยอํตราส,วน 1/10 (sample/water) นำไปวัดค่า pH ด้วยเค่รอง pH meter (Inolab รุ่น 
TetraCon 325, StirrOx G, TA1970xi, Weilheim, Germany)

3.3.2.2 ค่า TBA
ติดตามการเกิดปฏกิรยาออกชํเดซ้นของผสิตภัณฑ์ได้กรอก โดยวเคราะห์ 

ค่า TBA ลื่งดัดแปลงจากวัธีฃอง Pikul, Leszezynski and Kummerow (1989) โดยนำได้กรอก 
10 g ป่นรวมดับนำกลั่น 50 ml ถ่ายใส'ขวดกล่ัน เติมนากลั่น 47.5 ml และ HCI ความเข้มข้น 4 M
2.5 ml (เพื่อปรับ pH ให้เป็น 1.5) กลั่นดัวอย่างแล้วนำสารละลายที่กลั่นใด้ 5 ml เติมด้วย TBA 
reagent 5 ml แล้วผสมให้เข้าดันด้วยเค่รึ๋อง vortex ต้มในนำเดอดนาน 35 นาที และทำให้เย็น 
ทันที วัดค่าการดูดกลืนแลงที่ความยาวคลื่น 538 ทกา ด้วยเค่รํ่อง UV-spectrophotometer ใช้นำ 
กลั่นแทนสารละลายตัวอย่างเป็น blank คำนวณค่า TBA value จากสมการที่ 3



TBA value (mg malonaldehyde/Kg sample) = 7.8* D (3)
โดย D = ค่า Absorbance ของตัวอย่าง

3.3.3. การเปล่ียนแปลงคุณภาพทางจุลินทรีย์ของผลิตภัณฑ์ไส้กรอกหมู
วิเคราะห์หาปริมาณแบคทีเรียท้ังหมด ยีสต์ รา และแบคทีเรียแลกตึก โดยตัดแปลง 

จาก วิธีของ Bingol และ Bostan (2007) ลำหรับแบคทีเรียท้ังหมด ใช้อาหารเล่ียงเช๋ึอ Plate count 
agar(PCA) (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Bombay, India) ยีสต์ ราใช้อาหารเล่ียงเซ๋ึอ 
Potato dextrose agar (PDA) (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Bombay, India) ท่ีผ่านการ 
ปรับ pH ด้วยกรดทาร์ทารีก (tartaric acid) 10% และแบคทีเรียแลกตึกใช้อาหารเล่ียงเซ่ึอ 
Lactobacillus MRS Agar (MRS) (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Bombay, India) ช่ัง 
ตัวอย่าง 10 g ลงในสารละลาย peptone 0.1 % ปรมาตร 90 ml นำถุงตัวอย่างเข้าเค่ร๋ึองคื 
ตัวอย่าง stomacher (Seward stomacher รุ่น 400, England) จากนันปีเปตสารละลายตัวอย่างที 
เจีอจาง ปริมาตร0.1 ml ลงบนอาหารเล่ียงเช๋ึอ PCA และ PDA โดยใช้วิธี spread plate และ 
ปริมาตร 1 ml ลำหรับ MRS โดยใช้วิธี pour plate จากน้ันนำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °c เป็นเวลา 24 
ช่ัวโมง ลำหรับ PCA ส'วน PDA บ่มท่ีอุณหภูมิ 25-30 °c เป็นเวลา 48-72 ช่ัวโมง และแบคทีเรีย 
แลกตึก บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °c เป็นเวลา 48-72 ช่ัวโมง ภายใต้ภาวะไร้ออกซิเจนใน anaerobic jar 
ตรวจนํบ่จำนวนจุสินทรีย์ท้ังหมด ยีสต์ ราและ แบคทีเรียแลกตึก ทุกๆ  4 วันตลอดอายุการเก็บ 
รักษา โดยนบ'จำนวน,โคโลนํระหว่าง 20-200 โคโลนี รายงานผลเป็นโคโลนีต่อกรัมตัวอย่าง 
(CFU/g)

3.3.4. การเปล่ียนแปลงคุณภาพทางประสาทสัมผัสของผลิตภัณฑ์ไส้กรอกหมู
ทดสอบคุณภาพทางประสาทสัมผัสของผลิตภัณฑ์ไส้กรอกหมู ใช้วิธีทดสอบเซิง 

พรรณา ใช้สเกลเส้นตรงระตับความเข้ม 0-10 (Descriptive analysis with scaling) ทดสอบโดย 
ใช้ผลิตภัณฑ์ไส้กรอก จำนวน 1 ชินต่อ 1 ตัวอย่าง ให้ผู้ทดสอบกึ่ง‘ฝึกฝนจำนวน 10 คน อายุเฉลี่ย 
20-30 ปี เพศชายและเพศหญิงของภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์ 
มหาวิทยาลัย พิจารณาจากลี, การเกิดเมือก, กล่ินผิดปรกตึ และการยอมรับโดยรวม โดยมาตรฐาน 
ระตับของสีทีใช้ อ้างองมาจาก The Munsell Book of Color (The Munsell Book of Color, 2.5R- 
10G, MunsellRcolor service, New York, USA)

จากการประชุมร่วมก้นของผู้ทดสอบ ในการเสือกระตับสืของไส้กรอกซึ่งสรุปและ 
ได้ข้อตกลงร่วมก้นคือ ไส้กรอกเรมต้น (วันท่ี 0) มืสืชมพู (Hue= 10 R และ Value/chroma= 6/6) 
ซึ่งจัดให้อยู่ในระดับคะแนนเท่าก้บ 5 จากนั้นความอ่อนและความเข้มของลี ในผลิตภัณฑ์ไส้กรอก
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จะเพ่ิมฃึนหรี'อลดลง ชื่นอยู่กับระยะเวลาการเก็บรักษาทีเปสียนแปลง (วันที 4, 8, 12, 16 และ 20) 
ส,วนการเกิดเมือกและกลิ่นผิดปรกตินั้น มืเกณฑ์ใ.นการ'พิจารณาคะแนนการเลิ่อมเสียของ'ได้กรอก 
ที่ถูกค้ดออก คือ การเกิดเมือกที่มืระดับคะแนน เท่ากับ 1 และกลิ่นผิดปรกติที่มื ระดับคะแนน 
เท่ากับ 5 นั้งนั้ได้ให้ผู้ทดลอบเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงของได้กรอกในด้านต่างๆ ตามระดับ 
คะแนน ดังนั้
ระดับสิของได้กรอก (ระดับคะแนน 0 หมายถึง สีผิดปรกติ)

(ระดับคะแนน 5 หมายถึง สีชมพู)
(ระดับคะแนน 10 หมายถึง สีชมพูเข้ม)

การเกิดเมือก (ระดับคะแนน 0 หมายถึง ไม่มืการเปลี่ยนแปลง)
(ระดับคะแนน 5 หมายถึง มีการเปลี่ยนแปลงเล็กน้อย)
(ระดับคะแนน 10 หมายถึง มีการเปลี่ยนแปลงมากที่สุด)

กล่ินผิดปรกติ (ระดับคะแนน 0 หมายถึง ไม่มืกล่ินผิดปรกติ)
(ระดับคะแนน 5 หมายถึง เรํ่มมีกล่ินผิดปรกติเล็กน้อย)
(ระดับคะแนน 10 หมายถึง มีกล่ินผิดปรกติมากที่สุด)

3.3.5 การออกแบบการทดลองและการวิเคราะห์สถิติ
การทดลองที่ 3.3.1-3.3.3 ออกแบบการทดลองแบบ Symmetric Factorial 

Experiment with Completelyly Randomized Design (CRD) ขนาด 3x6 ทดลอง 3 ชำวิเคราะห์ 
ความแปรปรวนทางสถิติของข้อมูล และเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างค่าเฉลี่ยโดยวิธี 
DNMRT ที่ระดับความเชื่อนั้น 95 % โดยใช้โปรแกรมสำเร็จรูป SPSS (version 17, USA)

การทดลองที่ 3.3.4 ออกแบบการทดลองแบบแฟคทอเรียล 4x3 ในแผน 
การทดลองแบบ Randomized Complete Block Design (4x3 Factorial in RCBD) ทดลอง 2 ชำ 
วิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติ เปรียบเทียบค่าเฉล่ียด้วยวิธี DNMRT ที่ระดับความเชื่อนั้น 95% 
โดยใช้โปรแกรมสำเร็จรูป SPSS (version 17, USA) ตัวอย่างแบบทดสอบทางประสาทดัมผ้สแสดง 
ในภาคผนวก ก
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