
บทที ่3 

วธิีด ำเนินงำนวจิัย 

 

กำรศึกษำคร้ังนีแ้บ่งออกเป็น 2 ส่วน ดังนี้ 

ส่วนที ่1 การยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียบ์นเน้ืออกไก่โดยการลา้งดว้ยน ้าประปา น ้าโอโซน และสารละลาย

คลอรีนท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 

แบ่งออกเป็น 2 การทดลอง 

การทดลองท่ี 1 ศึกษาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารละลายคลอรีนในรูปแคลเซียมไฮโปคลอ

ไรท ์ในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียบ์นเน้ืออกไก่ 

การทดลองท่ี 2 ศึกษาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของน ้าโอโซน ในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียบ์นเน้ือ

อกไก่ 

ส่วนที ่2 การลา้งเน้ือน่องไก่ดว้ยน ้าประปา สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท ์น ้าโอโซน และสารละลาย

กรดแลกติกต่อเช้ือจุลินทรียก่์อโรค 

แบ่งออกเป็น 2 การทดลอง ไดแ้ก่ 

การทดลองท่ี 1 การลา้งเน้ือน่องไก่ดว้ยน ้าประปา สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท ์น ้าโอโซน 

และสารละลายกรดแลกติกต่อเช้ือจุลินทรียแ์ละคุณภาพเน้ือน่องไก่ 

การทดลองท่ี 2 การยบัย ั้งเช้ือ S. aureus และ E. coli บนเน้ือไก่โดยการลา้งดว้ยน ้ าประปา 

สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท ์น ้าโอโซน และสารละลายกรดแลกติก 

 

อุปกรณ์และวธีิกำร 

1. ตวัอยา่งเน้ือไก่ 

เ น้ือหน้าอกไก่และน่องไก่ท่ี ซ้ือจากตลาดสดในกรุงเทพมหานคร น าเน้ือไก่บรรจุ
ถุงพลาสติกท่ีสะอาดและแช่น ้าแขง็ระหวา่งน ามายงัหอ้งปฎิบติัการ 

2. เช้ือมาตรฐาน S. aureus  และ E. coli ไดจ้ากห้องปฎิบติัการจุลินทรียเ์น้ือสัตว ์สาขา

เทคโนโลยกีารผลิตสัตวแ์ละประมง คณะเทคโนโลยีการเกษตร สถาบนัเทคโนโลยีพระจอมเกลา้เจา้คุณ

ทหารลาดกระบงั กรุงเทพมหานคร 

3. อุปกรณ์ 

 - เคร่ืองท าโอโซน (ENALY model O3 generator) 
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 -  เคร่ืองมือวดัสีของเน้ือ (Hunter Lab รุ่น MiniScan, Japan) 

 - เคร่ืองวดัค่าแรงตดัผา่นเน้ือ (Instron model 3344) 

 - ตูอ้บลมร้อน (Hot air oven ; Memmert model CM 500, Germany) 

         - หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือ (Auto clave ; Hirayama, Japan) 

      - ตูเ้ข่ียเช้ือแบบ Laminar Flow (Dwyer model Mark II, USA) 

      - ตูบ้่มเพาะเช้ือ (WTB Binder model BD, Germany) 

       - อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath ; Memmert, Germany) 

      - เคร่ืองชัง่แบบดิจิตอลทศนิยม 2 ต าแหน่ง (Tanita model 1144, Tanita Corporation,  

 Japan) 

       - เคร่ืองชัง่แบบดิจิตอลทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Sartorius, Germany) 

            - เคร่ืองเขยา่สาร (Vortex ; Vision Scientific co., ltd. model KMC-1300V, Korea) 

 ไมโครปิเปต ขนาด 200-1000 ไมโครลิตร 

        - เคร่ืองแกว้พร้อมอุปกรณ์ต่างๆ ท่ีจ  าเป็น 

4. สารเคมี 

    -  Peptone (Merck, Germany) 

    - Plate Count Agar (Merck, Germany) 

      - Lauryl Sulfate Tryptose Broth (LST) (Biomark, India) 

    - Brillian Green Bile Broth (BGLB) (Biomark, India) 

       - Eschericia coli Broth (EC Broth) (Biomark, India) 

       -  Eosin Methylene Blue Agar (EMB Agar) (Biomark, India) 

      - Trytophan Broth (Merck, Germany) 

              - สารละลาย Kovac (Merck, Germany) 

                  - Methyl Red - Voges Proskauer Broth (MR-VP) (Merck, Germany) 

                 - -Napthol ความเขม้ขน้ 5 % (Merck, Germany) 

                - Potassiumhydroxide (KOH) ความเขม้ขน้ 40 % (Merck, Germany) 

               - Simmon’s Citrate Agar (Merck, Germany) 

               - Chromocult (Merck, Germany) 

          - Agar (Criterion, USA) 
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- Baird Parker (BP; Merck, Germany)  

- Potassium Tellulite Trihydrate (Merck, Germany)   

- Tryptic soy broth (Merck, Germany) 
- สารละลาย Kovac (Merck, Germany) 
- กรดแลกติก (L (+) Lactic acid) ระดบัความเขม้ขน้ 80 % (PURAC 80, 80 %  

    PURAC Biochem, Gorinchem, Netherlands) 

 - Sodium hypochlorite 

    - แอลกอฮอล ์95 % 

 

วธีิกำรด ำเนินกำรวจัิย 

ส่วนที ่1 การยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียบ์นเน้ืออกไก่โดยการลา้งดว้ยน ้าประปา น ้าโอโซน และสารละลาย

คลอรีนท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 

แบ่งออกเป็น 2 กำรทดลอง 

กำรทดลองที ่ 1 การศึกษาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารละลายคลอรีนในรูปแคลเซียมไฮโปคลอไรท ์

ในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียบ์นเน้ืออกไก่ 

ตัวอย่ำงเนือ้อกไก่ 
 แบ่งเน้ืออกไก่ ออกเป็น 6 กลุ่ม ดงัน้ี 
 กลุ่มท่ี 1 : กลุ่มควบคุม (ไม่จุ่มในสารละลาย) 
 กลุ่มท่ี 2 : จุ่มในน ้าประปา 
 กลุ่มท่ี 3 : จุ่มในสารละลายคลอรีน 50 ppm 
 กลุ่มท่ี 4 : จุ่มในสารละลายคลอรีน 100 ppm 
 กลุ่มท่ี 5 : จุ่มในสารละลายคลอรีน 150 ppm 
 กลุ่มท่ี 6 : จุ่มในสารละลายคลอรีน 200 ppm 

สารละลายคลอรีนใชใ้นรูปผงปูนคลอรีนน ามาละลายน ้า : การเตรียมสารละลายคลอรีน 
ผงปูนคลอรีน ใส่น ้า  3 ลิตร ตั้งทิ้งไว ้ 30  นาที เอาน ้าส่วนท่ีใส่มาใช ้

1. ผงปูนคลอรีน  0.25  กรัม  น ้ากลัน่ 3 ลิตร  ความเขม้ขน้ 50 ppm 
2. ผงปูนคลอรีน  0.50  กรัม  น ้ากลัน่ 3 ลิตร  ความเขม้ขน้ 100 ppm 
3. ผงปูนคลอรีน  0.75 กรัม  น ้ากลัน่ 3 ลิตร  ความเขม้ขน้ 150 ppm 
4. ผงปูนคลอรีน  1.00  กรัม  น ้ากลัน่ 3 ลิตร  ความเขม้ขน้ 200 ppm 
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 วธีิกำรทดลอง 

น าตวัอยา่งเน้ืออกไก่จากตลาดสด แบ่งออกเป็น 6 กลุ่ม แลว้ตรวจหาจุลินทรียเ์ร่ิมตน้ โดยการ
สุ่มตวัอยา่งเน้ืออกไก่มาตวัอยา่งละ 25 กรัม ซ่ึงการสุ่มจะสุ่มทัว่ทั้งช้ินเน้ืออกไก่ จากนั้นน าเน้ืออกไก่มา
ลา้งดว้ยน ้ าท่ีแบ่งการทดลองออกเป็น 6 กลุ่มดงัน้ี กลุ่มแรกเป็นกลุ่มควบคุม (ไม่จุ่ม) กลุ่มท่ี 2 จุ่มดว้ย
น ้ าประปา กลุ่มท่ี 3 - 6 จุ่มดว้ยสารละลายคลอรีนความเขม้ขน้ 50, 100, 150 และ 200 ppm ตามล าดบั 
โดยการจุ่มตวัอยา่งเน้ืออกไก่ในน ้ าดงักล่าวขา้งตน้ เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน าข้ึนให้สะเด็ดน ้ า 10 นาที
แลว้สุ่มเน้ืออกไก่แต่ละกลุ่มมาตรวจเช้ือจุลินทรียห์ลงัการจุ่มดว้ยน ้ าดงักล่าวอีกคร้ัง ซ่ึงการสุ่มจะสุ่ม
บริเวณใกลเ้คียงกบับริเวณท่ีสุ่มก่อนน ามาลา้ง สุ่มมาตวัอยา่งละ 25 กรัม แลว้น าเน้ืออกไก่แต่ละกลุ่ม
บรรจุถาดโฟม ใชฟิ้มล์พลาสติกปิดทบัและเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 0 – 4 องศาเซลเซียส ท่ีระยะเวลา 3 วนั 
เพื่อเก็บตวัอย่างไวศึ้กษาดา้นจุลินทรียท์ั้งหมด (Total plate count) จุลินทรียท่ี์เจริญไดใ้นอุณหภูมิต ่า 
(Psychrotropic bacteria)โคลิฟอร์มทั้งหมด (Total coliform ) โคลิฟอร์มท่ีพบในมูล (Fecal coliform) 
และ อีโคไล (E. coli) ท าการทดลอง 3 ซ ้ า และศึกษาดา้นคุณภาพ ไดแ้ก่ การทดสอบความพึงพอใจดา้น
สี ดา้นกล่ิน ดา้นเน้ือสัมผสั และความชอบโดยรวม โดยใชผู้ป้ระเมินท่ีไม่ผา่นการฝึก 36 คน 
 

กำรทดลองที ่ 2 การศึกษาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารละลายคลอรีนในรูปแคลเซียมไฮโปคลอไรท์

ในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียบ์นเน้ืออกไก่ 

1. ตัวอย่ำงทีใ่ช้ทดลอง 

ตวัอยา่งเน้ืออกไก่ซ้ือจากตลาดสด ในกรุงเทพมหานคร  น าเน้ืออกไก่จากตลาดมาห้องปฏิบติัการทนัที 
ใชเ้วลาประมาณ 20 นาที แบ่งการทดลองออกเป็น 6 กลุ่ม ดงัน้ี 

กลุ่มท่ี 1 : กลุ่มควบคุม (ไม่ไดจุ่้มในสารละลาย) 

กลุ่มท่ี 2 : จุ่มน ้าประปา 

กลุ่มท่ี 3 : จุ่มน ้าโอโซน 5 ppm 

กลุ่มท่ี 4 : จุ่มน ้าโอโซน 10 ppm 

การใชน้ ้าโอโซน : การเตรียมโอโซน 
น ้ากลัน่ 5    ลิตร   เป็นระยะเวลา 3 นาที ความเขม้ขน้ 5    ppm 
น ้ากลัน่ 2.5 ลิตร   เป็นระยะเวลา 3 นาที ความเขม้ขน้ 10  ppm 

โดยมีการวิเคราะห์ดูปริมาณการลดเช้ือจุลินทรียเ์พื่อหาจ านวนจุลินทรียท์ั้งหมด (Total plate count), 
Psychrotropic bacteria , Total coliforms, fecal coliforms  และเช้ือ  E. coli 
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ขั้นตอนกำรทดลอง 

กำรยบัยั้งเช้ือจุลนิทรีย์บนเนือ้อกไก่โดยกำรจุ่มด้วยน ำ้ประปำ น ำ้โอโซน 

แบ่งเน้ือไก่ออกเป็น 4 กลุ่ม ตรวจหาเช้ือจุลินทรียเ์ร่ิมตน้ จากนั้นน าเน้ือไก่จุ่มดว้ยน ้ าซ่ึงแบ่งเป็น
การทดลองเป็น 4 กลุ่ม ดงัน้ีคือ กลุ่มท่ี 1 กลุ่มควบคุม (ไม่จุ่ม) กลุ่มท่ี 2 จุ่มดว้ยน ้ าประปา กลุ่มท่ี 3 จุ่ม
ดว้ยน ้ าโอโซนท่ี 5 ppm กลุ่มท่ี 4 จุ่มดว้ยน ้ าโอโซนท่ี 10 ppm  โดยจุ่มเน้ือไก่ในน ้ าดงักล่าวให้ท่วมช้ิน
เน้ือ 5 นาที ลา้งเช่นเดียวกนั 2 คร้ัง จากนั้น น าข้ึนจากน ้ าผึ่งให้สะเด็ดน ้ า 10 นาที น าเน้ือไก่แต่ละกลุ่ม
แบ่งบรรจุถาดโฟม 2 ถาด ถาดละประมาณ 100 กรัม ใชแ้ผน่พลาสติกปิดทบัและเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส ท่ีระยะเวลา 0 และ 3 วนั เพื่อเก็บตวัอยา่งไวศึ้กษาดา้นจุลินทรียท์ั้งหมด จุลินทรียท่ี์เจริญ
ไดใ้นอุณหภูมิต ่า โคลิฟอร์มทั้งหมด โคลิฟอร์มท่ีพบในมูล และ E. coli  และ ดา้นคุณภาพเน้ือ ไดแ้ก่ 
การทดสอบความพึงพอใจดา้นสีโดยใชค้นประเมินท่ีไม่ผา่นการฝึก 36 คน  

 

ส่วนที ่2 การลา้งเน้ือน่องไก่ดว้ยน ้าประปา สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท ์น ้าโอโซน และสารละลาย

กรดแลกติกต่อเช้ือจุลินทรียก่์อโรคและคุณภาพเน้ือน่องไก่ 

แบ่งออกเป็น 2 การทดลอง ไดแ้ก่ 

กำรทดลองที ่ 1 การลา้งเน้ือน่องไก่ดว้ยน ้าประปา สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท ์ น ้าโอโซน และ

สารละลายกรดแลกติกต่อเช้ือจุลินทรียแ์ละคุณภาพเน้ือน่องไก่ 

วธีิกำรทดลอง 
1. ตวัอยา่งเน้ือน่องไก่ 
 ตวัอยา่งเน้ือน่องไก่ติดหนงัจากตลาดสดหวัตะเข ้ เขตลาดกระบงั กรุงเทพมหานครฯ ในช่วงเชา้
เวลา 6.00 น. น าเน้ือน่องไก่จากตลาดมาหอ้งปฏิบติัการทนัที ใชเ้วลาประมาณ 20 นาที แบ่งการทดลอง
ออกเป็น 5 กลุ่ม ดงัน้ี 
 กลุ่มท่ี 1 : กลุ่มควบคุม (ไม่ไดจุ่้มสารละลาย) 
 กลุ่มท่ี 2 : จุ่มน ้าประปา 
 กลุ่มท่ี 3 : จุ่มน ้าโอโซน ความเขม้ขน้ 100 ppm 
 กลุ่มท่ี 4 : จุ่มสารละลายกรดแลกติก ความเขม้ขน้ 2% 
 กลุ่มท่ี 5 : จุ่มสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท ์ความเขม้ขน้ 200 ppm 
การเตรียมน ้า 
     1.1 การเตรียมน ้าโอโซน 100 ppm : น ้ากลัน่ 2.5 ลิตร เป็นระยะเวลา 30 นาที 

100 ppm/2.5 L  =  30 นาที 
1 ppm    =  0.3 นาที 
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    1.2 การเตรียมสารละลายกรดแลกติก ความเขม้ขน้ 2%  : น ้ากลัน่ 2,437.5 มิลลิลิตร เติม 
สารละลายกรดแลกติก 62.5 มิลลิลิตร (สารละลายกรดแลกติก ความเขม้ขน้ 80% ของบริษทั MERCK) 
  จากความเขม้ขน้ 80% C1V1 = C2V2 
      80 (V1) = 2x2,500 
    V1  = (2x2,500)/80 
     V1  = 62.5 ml/2,500ml 
     1.3 การเตรียมสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท ์ความเขม้ขน้ 200 ppm : น ้ากลัน่ 2,493  
มิลลิลิตร เติมคลอรีน 7.14 มิลลิลิตร (สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท ์ความเขม้ขน้ 70,000 ppm ของ
บริษทั Carlo erba) 
  จากความเขม้ขน้ 70,000 ppm C1V1 = C2V2 

      70,000 (V1) = 200x2,500 
         V1  = (200x2,500)/70,000 
         V1  = 7.14 ml/2,500 ml 
 

2. การยบัย ั้งปริมาณจุลินทรียใ์นเน้ือน่องไก่โดยใชน้ ้าประปา สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท 
ความเขม้ขน้ 200 ppm น ้าโอโซน  ความเขม้ขน้ 100 ppm   และสารละลายกรดแลกติก 2% 

แบ่งน่องไก่ออกเป็น 5 กลุ่ม ตรวจหาเช้ือจุลินทรียเ์ร่ิมตน้ จากนั้นน าน่องไก่จุ่มดว้ยน ้าซ่ึงแบ่งกา 
ทดลองเป็น 5 กลุ่ม ดงัน้ี กลุ่มท่ี 1 กลุ่มควบคุม (ไม่จุ่มสารละลาย) กลุ่มท่ี 2 จุ่มดว้ยน ้าประปา กลุ่มท่ี 3 
จุ่มดว้ยสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท ์ ความเขม้ขน้ 200 ppm กลุ่มท่ี 4 จุ่มดว้ยน ้ าโอโซน  ความ
เขม้ขน้ 100 ppm กลุ่มท่ี 5 จุ่มดว้ยสารละลายกรดแลกติก ความเขม้ขน้ 2%โดยจุ่มน่องไก่ในน ้าดงักล่าว
ใหท้่วมช้ืนเน้ือ 5 นาที จากนั้น น าข้ึนจากน ้าผึ่งใหส้ะเด็ดน ้า 5 นาที น าเน้ือไก่แต่ละกลุ่มแบ่งบรรจุถาด
โฟม 3 ถาด ถาดละ 6 น่อง ใชแ้ผน่พลาสติกปิดทบัและเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ท่ีระยะเวลา 
0 วนั 3 วนัและ 5 วนัเพื่อเก็บตวัอยา่งไวศึ้กษาดา้นจุลินทรียท์ั้งหมด จุลินทรียท่ี์เจริญไดใ้นอุณหภูมิต ่า โค
ลิฟอร์มทั้งหมด และ E. coli และดา้นคุณภาพเน้ือ ไดแ้ก่ ทดสอบความพึงพอใจดา้นสี กล่ิน และ
ความชอบโดยรวม โดยใชค้นประเมินจ านวน 50 คนข้ึนไป 

 

กำรทดลองที่ 2 การยบัย ั้งเช้ือ E. coli และ S. aureus บนเน้ือไก่โดยการลา้งดว้ยน ้ าประปา สารละลาย

โซเดียมไฮโปคลอไรท ์น ้าโอโซน และสารละลายกรดแลกติก 

น าเช้ือ E. coli และ S.  aureus บริสุทธ์ิมาเล้ียงในอาหาร Tryptic soy broth  เป็นเวลาขา้มคืน  

น ามาเจือจางดว้ยสารละลายเปปโตน 0.1% ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแลว้ เพื่อให้ไดป้ริมาณเช้ือประมาณ 107 

cfu/ml จากนั้นน าเน้ือไก่จุ่มในเช้ือบริสุทธ์ิ ให้เน้ือสัมผสักบัเช้ือทั้งสองดา้นโดยการพลิกช้ินเน้ือกลบัไป
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มา (Podolak et al., 1996) ทิ้งให้สะเด็ดน ้ าบนตะแกรงท่ีผา่นการฆ่าเช้ือเป็นเวลา 10 นาที ตรวจหาเช้ือ

เร่ิมตน้ภายหลงัการจุ่มเน้ือในเช้ือบริสุทธ์ิ จากนั้น แบ่งเน้ือไก่เป็น 5 กลุ่ม กลุ่มแรกเป็นกลุ่มควบคุมคือ

ไม่ผ่านการล้าง กลุ่มท่ี 2-5 คือการล้างด้วยน ้ าประปา (วดัปริมาณคลอรีนท่ีหลงเหลือ) น ้ าโอโซน 

สารละลายกรดแลกติกและสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ โดยจุ่มเน้ือไก่ในน ้ าดงักล่าวให้ท่วมช้ิน

เน้ือทิ้งไว ้5 นาที  ลา้งเช่นเดียวกนั  2  คร้ัง จากนั้น น าข้ึนจากน ้ าผึ่งให้สะเด็ดน ้ า 10 นาที น าเน้ือไก่แต่ละ

กลุ่มแบ่งบรรจุถาดโฟม 3  ถาด ถาดละ 100  กรัม  ใชฟิ้ล์มพลาสติกปิดทบัและเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ  4 

องศาเซลเซียส ท่ีระยะเวลา 0, 3 และ 5 วนั  เพื่อเก็บตวัอยา่งไวศึ้กษาดา้นจุลินทรีย ์

 

ข้ันตอนกำรศึกษำและกำรเกบ็ข้อมูล 

1.  การศึกษาจ านวนจุลินทรียท์ั้งหมด (total bacterial count) 

            สุ่มตวัอยา่งช้ินเน้ือท่ีบ่มในระยะเวลาต่างๆ ตวัอยา่งละ 25 กรัม   ผสมดว้ยสารละลาย peptone  

ปริมาตร 225 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลาย peptone ท่ีมีความเขม้ขน้ 1 : 10 ท าจนไดร้ะดบัความเจือจางท่ี

เหมาะสมในแต่ละช่วงเวลาการบ่มเน้ือ  จากนั้นดูดสารละลาย peptone ท่ี 3 ระดบัความเจือจางสุดทา้ย

ความเจือจางละ 1 มิลลิลิตร และถ่ายลงในจานเพาะเช้ือ เทอาหาร plate count agar ลงจานเพาะเช้ือ

ปริมาตรจานละ 15–20 มิลลิลิตร ท่ีระดบัความเจือจางละ 2 ซ ้ า  รอจนอาหารแขง็ แลว้คว  ่าจานเพาะเช้ือ 

น าจานเพาะเช้ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  น ามานบัจ านวนเช้ือจุลินทรีย์

ทั้งหมด  และรายงานผลเฉพาะจานเพาะเช้ือท่ีมีจ  านวนระหวา่ง 30-300 โคโลนี (AOAC,  2006) 

2.  การศึกษาจ านวนแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิต ่า (psychotropic bacteria) 

    สุ่มตวัอยา่งช้ินเน้ือท่ีบ่มในระยะเวลาต่างๆ ตวัอยา่งละ 25 กรัม  ผสมดว้ยสารละลายเปปโตน  

ปริมาตร 225 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลาย peptone ท่ีมีความเขม้ขน้ 1 : 10 ท าจนไดร้ะดบัความเจือจางท่ี

เหมาะสมในแต่ละช่วงเวลาการบ่มเน้ือ  จากนั้นดูดสารละลาย peptone ท่ี 3 ระดบัความเจือจางสุดทา้ย

ความเจือจางละ 1 มิลลิลิตร และถ่ายลงในจานเพาะเช้ือ เทอาหาร plate count agar ลงจานเพาะเช้ือ

ปริมาตรจานละ 15–20 มิลลิลิตร ท่ีระดบัความเจือจางละ 2 ซ ้ า  รอจนอาหารแขง็แลว้คว  ่าจานเพาะเช้ือ  

น าจานเพาะเช้ือทั้งหมดไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 7 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วนั  น ามานบัจ านวนโคโลนี

ทั้งหมด  และรายงานผลเฉพาะจานเพาะเช้ือท่ีมีจ  านวนระหวา่ง 30-300 โคโลนี (Diliello, 1982) 

3. การศึกษา Total Coliform Bacteria, Fecal Coliforms Bacteria และ E. coli โดยวธีิ Most   

Probable Number (MPN) อา้งอิงวธีิ AOAC (2006) 
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3.1  การศึกษาโคลิฟอร์มทั้งหมด (Total coliform bacteria)  

น าสารละลาย Peptone ท่ีใชศึ้กษาจ านวนจุลินทรียท์ั้งหมด  ท่ีความเขม้ขน้ 1:10, 1:100 

และ     1: 1000 โดยดูดสารละลาย Peptone ความเขม้ขน้ละ 1 มิลลิลิตรถ่ายลงในหลอดทดลองซ่ึงภายใน 

มีหลอดดกัก๊าซและบรรจุอาหาร LST ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ท าความเขม้ขน้ละ 3 หลอด  จากนั้นน าไป 

บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48  ชัว่โมง ท าการตรวจผล  หลอดของตวัอยา่งใดมีก๊าซเกิด 

ข้ึนภายในหลอดดกัก๊าซ บนัทึกผลเป็น + แลว้ท าการถ่ายเช้ือลงในหลอดทดลองท่ี ภายในมีหลอดดกั 

ก๊าซซ่ึงมีอาหาร BGLB ปริมาตร 9 มิลลิลิตร  ท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ท าการ 

ตรวจผล  หลอดของตวัอยา่งใดมีก๊าซเกิดข้ึนภายในหลอดดกัก๊าซ บนัทึกผลเป็น +  และรายงานผลเป็น 

จ านวนท่ีตรวจพบไดม้ากท่ีสุด (Most probable numbers,  MPN) (AOAC.  2006)                     

3.2  การศึกษาโคลิฟอร์มในมูล (Fecal coliform bacteria) 

         ถ่ายเช้ือจากหลอดท่ีมีก๊าซเกิดข้ึนภายในหลอดดกัก๊าซของหลอดท่ีบรรจุอาหาร LST  ลง 

ในหลอดทดลองภายในมีหลอดดกัก๊าซซ่ึงมีอาหาร EC Broth ปริมาตร 9 มิลลิลิตร  ท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 

45.5 C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ท าการตรวจผล  หลอดของตวัอยา่งใดมีก๊าซเกิดข้ึนภายในหลอดดกัก๊าซ 

บนัทึกผลเป็น + และรายงานผลเป็น MPN (AOAC.  2006) 

3.3 การศึกษาอีโคไล (E. coli)  

           น าหลอดท่ีมีอาหาร EC Broth ซ่ึงมีก๊าซเกิดข้ึนไปท าการ streak plate ลงในจานเพาะเช้ือท่ีมี 

อาหาร EMB Agar แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ท าการตรวจผล จาน

เพาะเช้ือท่ีมีเช้ือ E. coli อยูจ่ะมีสีม่วง-ด า  เกิดข้ึนบนัทึกผลเป็น +  และรายงานผลเป็น MPN (AOAC.  

2006) 

การศึกษาอีโคไลดว้ยการทดสอบ Indole, MR, VP, Citrate  (IMViC test) 

         ท าตามวิธีการของ AOAC (2006) โดยน าจานเพาะเช้ือท่ีมีเช้ือ E. coli มาเก็บโคโลนีเด่ียว

จ านวน  2 โคโลนี และถ่ายลงใน Plate Count Agar slant หลอดละ 1 โคโลนี น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  การทดสอบแบ่งออกเป็น 

3.3.1 การทดสอบ Indole โดยการถ่ายเช้ือจากอาหาร Plate Count Agar slant ลงในอาหาร 

เล้ียงเช้ือ Tryptophan Broth แลว้บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24ชัว่โมง  จากนั้นเติม

สารละลาย Kovac จ  านวน 0.2-0.3 มิลลิลิตร  ถา้ให้ผล + จะปรากฏสีแดงท่ีส่วนบนของ Tryptophan 

Broth 

3.3.2   การทดสอบ Methyl Red และ Acetoin (MR-VP) โดยการถ่ายเช้ือจากอาหารใน Plate 
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 Count Agar slant ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ MR-VP บ่มท่ีอุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  

แลว้แบ่งเป็น 2 ส่วนดงัน้ี 

                 - ส าหรับ MR ให้เติมสารละลาย Methyl Red  2-3 หยด ลงในสารละลายเช้ือประมาณ 2  

มิลลิลิตร ผล + จะเกิดสีแดง 

                 - ส าหรับ VP ใหถ่้ายเช้ือประมาณ 0.7 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองแลว้เติม 0.1 มิลลิลิตรของ 

5% -Napthol ลงในสารละลายแอลกอฮอล์ และ 40 % ของสารละลาย KOH ลงไป ผสมทิ้งไว ้2 

ชัว่โมง ผล + จะใหสี้ชมพแูดง 

3.3.3 การทดสอบ citrate ท าการถ่ายเช้ือใส่อาหาร Simmon’s Citrate Agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 37  

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ผล + จะใหสี้น ้าเงิน 

4. การศึกษาจ านวน Total Coliform Bacteria และ E. coli โดยใชอ้าหารเล้ียงเช้ือ Chromocult  

อา้งอิงวธีิ AOAC (2006) 

            สุ่มตวัอย่างช้ินเน้ือท่ีบ่มในระยะเวลาต่างๆ ตวัอย่างละ 25 กรัม   ผสมด้วยสารละลาย 0.1% 

peptone  ปริมาตร 225 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลาย peptone ท่ีมีความเขม้ขน้ 1 : 10 ท าจนไดร้ะดบัความ

เจือจางท่ีเหมาะสมในแต่ละช่วงเวลาการบ่มเน้ือ  จากนั้นดูดสารละลาย peptone ความเจือจางละ 0.1 

มิลลิลิตร ท่ีระดบัความเจือจางละ 2 ซ ้ า  ลงบนอาหาร Chromocult ท่ีเทไว ้ดว้ยวิธีการ spread plate 

technique  แลว้คว  ่าจานเพาะเช้ือ น าจานเพาะเช้ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  

โคโลนีท่ีมีสีชมพูแสดงว่าเป็น โคลิฟอร์มแบคทีเรีย ส่วนโคโลนีสีม่วงน ้ าเงินแสดงว่าเป็น E. coli  

จากนั้นเพื่อยืนยนัวา่เป็น E. coli ให้สุ่มโคโลนีสีม่วงน ้ าเงิน เข่ียลงในอาหารเล้ียงเช้ือ Tryptophan Broth 

บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24ชัว่โมง  จากนั้นเติมสารละลาย Kovac จ  านวน 0.2-0.3 

มิลลิลิตร  ถา้ใหผ้ล + จะปรากฏสีแดงท่ีส่วนบนของ Tryptophan Broth และนบัจ านวนโคโลนีท่ีเกิด 

5. การศึกษา S. aureus (ดดัแปลงจาก AOAC, 2000) 

สุ่มตัวอย่างช้ินเน้ือท่ีบ่มในระยะเวลาต่างๆ ตัวอย่างละ 25 กรัม   ผสมด้วยสารละลาย

0.1%peptone  ปริมาตร 225 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลาย peptone ท่ีมีความเขม้ขน้ 1 : 10 ท าจนไดร้ะดบั

ความเจือจางท่ีเหมาะสมในแต่ละช่วงเวลาการบ่มเน้ือ  จากนั้นดูดสารละลาย peptone ความเจือจางละ 

0.1 มิลลิลิตร ท่ีระดบัความเจือจางละ 2 ซ ้ า  ลงบนอาหาร Baird Parker Medium + Egg yolk  ท่ีเทไว ้ดว้ย

วิธีการ spread plate technique  แลว้คว  ่าจานเพาะเช้ือ น าจานเพาะเช้ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตรวจผลโดยดูโคโลนีท่ีมีสีด าและมีตะกอนขุ่นสีเหลือง (opaque zone) ไปท าการ

ทดสอบการสร้างเอนไซม ์coagulase โดยเล้ียงเช้ือในหลอดอาหาร BHI 0.3 มิลลิลิตร บ่มท่ี 35-37 องศา
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เซลเซียส นาน 18-24 ชัว่โมง จากนั้นหยด rabbit plasma 0.3 มิลลิลิตร ลงในหลอด BHI น าไปบ่ม 4-6 

ชัว่โมง อ่านผลโดยดูการแขง็ตวัของพลาสมาอนัเน่ืองมาจากเอนไซม ์coaglulase ท่ีเช้ือ  S. aureus ผลิต 

6. วดัค่าสีของเน้ือ 

วดัสีในพื้นท่ีดา้นนอกของเน้ือไก่ท่ีสัมผสักบัสารท่ีใชล้า้ง ก่อนท าการวดัสีดว้ยเคร่ืองมือวดั 

สีของเน้ือ (Hunter Lab รุ่น MiniScan EZ) เก็บขอ้มูลทุกระยะเวลาของการเก็บรักษาเน้ือ บนัทึกค่า L*, 

a* และ b* 

7. การหาเปอร์เซ็นตก์ารสูญเสียน ้าหนกัระหวา่งการเก็บรักษา (% drip loss) 

ชัง่น ้าหนกัตวัอยา่งเน้ือบดก่อนเก็บรักษาเป็นน ้าหนกัเร่ิมตน้(D1) บรรจุเน้ือบดลงในภาชนะแลว้
น าไปบ่มท่ี 2-4 oC  นาน 24 ชัว่โมง  ชัง่น ้าหนกั (D2) (Stolowski et al. 2006)    ค  านวณหาเปอร์เซ็นตก์าร
สูญเสียน ้าหนกัระหวา่งการเก็บรักษาไดจ้ากสูตรต่อไปน้ี 

การวดัค่าการสูญเสียน ้าหนกัระหวา่งการเก็บรักษา  = ((D1-D2) x100) /D1 
8. การหาความนุ่มของเน้ือโดยวธีิวดัค่าแรงตดัผา่นเน้ือ (Warner-Bratzler shear force; WBSF) 

โดยวธีิการของ Van Moeseke and De Smet (1999) 
8.1 ตดัช้ินเน้ือเป็นรูปส่ีเหล่ียมผนืผา้ขนาดประมาณ 2 ×  3 น้ิว หนา 1 น้ิว  
8.2  น ากอ้นเน้ือไปบรรจุในถุงสุญญากาศ แลว้น าไปตม้ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส  

จนกระทัง่อุณหภูมิใจกลางกอ้นเน้ือเป็น 71  องศาเซลเซียส 
8.3  น าเน้ือไปท าใหเ้ยน็ท่ีโดยให้น ้าไหลผา่นเป็นเวลาประมาณ 1 ชัว่โมง น าออกจากถุง  
8.4 น าเน้ือมาท าการตดัดว้ยมีดใหเ้ป็นรูปส่ีเหล่ียมผนืผา้ ขนาด กวา้ง ×  ยาว ×  หนา เท่ากบั  

1 × 3 × 1 cm (ตดัตามแนวยาวเส้นใยกลา้มเน้ือ) อยา่งนอ้ยตวัอยา่งละ 10 ช้ิน 
8.5 น าไปวดัค่าแรงตดัผา่นเน้ือดว้ยเคร่ือง Instron model 3344 หวัวดั Warner-Bratzler 

shear    และบนัทึกผลค่าแรงเฉือนสูงสุดในหน่วย N 
9. การทดสอบความพึงพอใจของผูบ้ริโภคดา้นสีและลกัษณะทัว่ไปของเน้ือไก่ 

            โดยท าการทดสอบความพึงพอใจทางด้านสี  ด้านกล่ิน   ด้านความชอบโดยรวม โดยใช้ผู ้

ทดสอบ ซ่ึงเป็นกลุ่มนกัศึกษา อาจารย ์และผูบ้ริโภคทัว่ไป มีช่วงการให้คะแนน จากช่วงคะแนน 1 (ไม่

ชอบมาก)  ถึง 5 (ชอบมาก)  ซ่ึงผูท้ดสอบสามารถวจิารณ์หรือเสนอแนะความคิดเห็นท่ีมีต่อผลิตภณัฑไ์ด ้ 

  กำรวเิครำะห์ทำงสถิติ 

การวเิคราะห์ความแตกต่างทางสถิติทางดา้นประสาทสัมผสัของเน้ือน่องไก่วางแผนการทดลอง
แบบสุ่มอยา่งสมบูรณ์ (Complete Randomized Design, CRD)  แลว้น าผลการทดลองมาวิเคราะห์ทาง
สถิติโดยใชโ้ปรแกรม SPSS ซ่ึงสามารถวิเคราะห์ขอ้มูลทางสถิตได ้และเปรียบเทียบความแตกต่างของ
ค่าเฉล่ียดว้ยวธีิ Duncan, s New Multiple Range Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ท่ี 95 เปอร์เซ็นต ์


