
บทท่ี 3 

วิธีด ำเนินงำนวิจยั 
 

3.1 สำรทดสอบ 

  สารสกดัชาเขยีวในรูปแบบผงได้รบัความอนุเคราะห์จาก ศ. ดร. นันทวนั บุณยะประภศัร  

ภาควชิาเภสชัวนิิจฉัย คณะเภสชัศาสตร ์ มหาวทิยาลยัมหดิล โดยในผงชาเขยีว 100  มลิลกิรมัจะมี

สารคาเทชนิอยู ่12.94 มลิลกิรมั ซึง่มอีงคป์ระกอบของสาร 4  ชนิด คอื 

1. คาเทชนิ (catechin, C)   5.16153  มลิลกิรมั 
2. อพิคิาเทชนิ (epicatechins,EC)  3.65128  มลิลกิรมั 
3. อพิคิาเทชนิแกลเลต (epicatechin gallate, ECG)  2.31287 มลิลกิรมั 
4. อพิแิกลโลคาเทชนิแกลเลต (epigallocatechin gallate, EGCG) 1.81673 มลิลกิรมั 

3.2  อปุกรณ์และเคร่ืองมือในกำรวิเครำะห์ 
3.2.1 ตูเ้ขีย่เชือ้ (DWYER instruments INC, U.S.A) 
3.2.2 ตูบ้่มเพาะเชือ้ (WTB Binder, Germany) 
3.2.3 ไมโครปิเปต (Thermo Scientific, Finland) 
3.2.4 เครือ่งตบีดตวัอยา่ง (Interscience, France) 
3.2.5 ตูอ้บเครือ่งแกว้ (Hot air oven: Memmert, Belgium) 
3.2.6 เครือ่งชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 2 ต าแหน่ง (Fx-2000i, Japan) 
3.2.7 เครือ่งผสมสารละลายในหลอดทดลอง (Vortex ganie 2G-560E, USA) 
3.2.8 ไมโครเวฟ (Turbora, Korea) 
3.2.9 หมอ้นึ่งฆ่าเชือ้ (Hirayama, Japan) 
3.2.10 ตูแ้ช่แขง็ -20 ºC (SANDEN, Thailand) 
3.2.11 เครือ่งชัง่ไฟฟ้า (3 ต าแหน่ง) (Sarorius, Basic, Japan) 
3.2.12 เครือ่งสเปกโตรโฟโตมเิตอร ์(Shimadzu model UV – 1601, Japan) 
3.2.13 เครือ่งโฮโมจไีนซเ์ซอร ์(Homogenizer) (Ultra tarrax, Germany) 
3.2.14 เครือ่งป ัน่เหวีย่งตะกอน (Hettich Zentrifugen EBA 20, Germany) 
3.2.15 เครือ่งวเิคราะหโ์ปรตนี (Gerhardt model Vapodest 30, Germany) 
3.2.16 อ่างควบคุมอุณหภูม ิ(Water Bath, Memmert, Germany) 
3.2.17 เครือ่งวดัค่า water activity (Novasina, Switzerland) 
3.2.18 เครือ่งวดัค่าความชืน้ (Moisture analyzer, Hobart, USA.) 
3.2.19 เครือ่งแกว้พรอ้มอุปกรณ์ต่างๆ 
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3.3 อปุกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใช้ในกำรผลิตหมหูวำน        

3.3.1 เครือ่งบดเนื้อรบูดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 2 mm. (Blender) (Moulinex, Germany) 

3.3.2 เครือ่งผสม (Dito Sama K-55, Germany) 

3.3.3 เครือ่งอบลมรอ้น (Patch OV 663, Thailand) 

3.3.4 เตาอบแก๊ส (Thailand) 

3.3.5 เครือ่งบรรจสุุญญากาศ (Vacuum) (Ramon, Germany) 

3.3.6 ถุงสุญญากาศชนิด (K – Nylon/LLDPE)      -   

3.3.7 เครือ่งชัง่ (Metter Toledo PL 1502-S, Germany) 

3.4 อำหำรเล้ียงเช้ือ  

3.4.1 Agar (Criterion, U.S.A) 
3.4.2 Peptone (Merck, Germany) 
3.4.3 Plate Count Agar (Merck, Germany) 
3.4.4 Malt extract (Merck, Germany) 

3.5 สำรเคมี 

3.5.1 Dipotassium hydrogen orthophosphate (K2HPO4) 

3.5.2 Potassium dihydrogen orthopsphate (KH2PO4) 

3.5.3 2 - Thiobarbituric acid 

3.5.4 90% Acetic acid  

3.5.5 anti-foaming agent ไดแ้ก่ 1 – Octanal 99 % (Panreac, Spain) 

3.5.6 2- Thiobarbituric acid (TBA) (Sigma, Germany) 

 3.5.7 1,1,3,3 – Tetraethoxypropane (Sigma, Germany) 

 3.5.8 Butylated Hydroxytoluene (BHT) (Fluka, Japan) 

      3.5.9 Hydrochloric acid (Merck, Germany) 

 3.5.10 Ethanol 95 เปอรเ์ซน็ต ์

 3.5.11 โซเดยีมคลอไรด ์(Ajax Finechem, Australia) 
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3.6 กำรท ำผลิตภณัฑห์มหูวำน  (ภาคผนวก ค) 

    3.6.1 วตัถุดบิทีใ่ชใ้นการผลติหมหูวาน  (1 กลุ่มตวัอยา่ง 7.5 kg)     

เนื้อหม ู(สะโพก)   4.8    kg              

มนัหม ู(น าหนงัออกแลว้)  1.2    kg      

ผงเพรก (ไนไตรท)   0.058 kg     

เกลอืแกง (ปรงุทพิย)์   0.075 kg     

ซอสปรงุรส (ตราเดก็สมบรณ์ู)  0.069 kg     

ซอีีว๊ขาว (งว่นเชยีง)   0.023 kg    

น ้าตาลทรายแดง (วงัขนาย)  1.33   kg    

ผงชรูส     0.023 kg     

  สารสกดัสารเขยีวทีค่วามเขม้ขน้รอ้ยละ  0.1 และ 0.2     

BHT ทีค่วามเขม้ขน้รอ้ยละ   0.1      

   3.6.2 ขัน้ตอนการผลติหมหูวาน        

 1) การเตรยีมหมหูวานจะใชเ้นื้อหมบูรเิวณสะโพกตดัแต่งส่วนของไขมนัดา้นนอกแลว้ 

น ามาหัน่และบดผ่านแว่นทีม่รีตูะแกรงขนาด 2 มลิลเิมตร ส่วนมนัแขง็น ามาหัน่และบดผ่านแว่นทีม่รีู

ตะแกรงขนาดเดยีวกนั          

 2) น าเนื้อสะโพกหมบูดและมนัแขง็บดมาผสมใหเ้ขา้กนั 

        3) นวดเนื้อสะโพกกบัมนัหมเูตมิเกลอืและผงเพรกนวดจนเหนียว 

  4) เตมิเครือ่งปรงุส่วนทีเ่หลอืแลว้นวดต่อ        

 5) แบ่งส่วนผสมออกเป็น 4 กลุ่ม        

   กลุ่มที ่1 กลุ่มควบคุม  

        กลุ่มที ่2 กลุ่มทีเ่สรมิสารสกดัชาเขยีว รอ้ยละ  0.1  

(100 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมัเนื้อและไขมนั) 

         กลุ่มที ่3 กลุ่มทีเ่สรมิสารสกดัชาเขยีว รอ้ยละ  0.2  

        (200 มลิลกิรมักรมัต่อกโิลกรมัเนื้อและไขมนั)  

        กลุ่มที ่4 กลุ่มทีเ่สรมิบเีอชท ีรอ้ยละ 0.1 (100 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมัเนื้อและไขมนั) 

 6) หมกัไว ้30 นาท ีทีอุ่ณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส      



17 

 

7) น ามาขึน้รปูบบีเป็นเสน้ตามทีต่้องการ แล้วน าไปตากแดด 2 ชัว่โมง (โดยกลบัดา้นทุกๆ 1 

ชัว่โมง) น าไปอบดว้ยเครื่องอบลมรอ้น 2 ชัว่โมง ท าการปรุงสุกดว้ยตู้อบแก๊สที ่อุณหภูม ิ 250 องศา

เซลเซยีส เป็นเวลา 10 -15 นาท ี

   

3.7 ขัน้ตอนกำรทดลอง  

     3.7.1   ศกึษาผลของสารสกดัชาเขยีวและระยะเวลาการเกบ็รกัษาต่อคุณภาพของหมหูวาน 

ทีบ่รรจถุุงสญูญากาศ  

     ท าหมูหวานตามวธิดีงักล่าว โดยม ี4 กลุ่ม คอื กลุ่มควบคุม กลุ่มทีเ่สรมิ BHT รอ้ยละ 0.1 

กลุ่มที่เสรมิสารสกดัชาเขยีวทีร่ะดบัความเขม้ขน้ รอ้ยละ  0.1 และ 0.2 จากนัน้บรรจุถุงพอลเิอทลินี 

(Polyethylene : PE) ในสภาพสญูญากาศ เกบ็ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง จากนัน้สุ่มตรวจที ่0, 2 และ 4 สปัดาห ์

มาวิเคราะห์จ านวนจุลินทรีย์ทัง้หมด  ราและยีสต์   ค่าการออกซิเดชัน่ของไขมนั โดยวิธ ี

Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS) ค่า water activity (Aw) เปอรเ์ซน็ต์ความชืน้ 

(%MC)   การประเมนิคุณภาพทางประสาทสมัผสั 

   3.7.2 ศกึษาผลของสารสกดัชาเขยีวและระยะเวลาการเกบ็รกัษาต่อคุณภาพของหมหูวานทีบ่รรจุถุง

แบบไมส่ญูญากาศ  

 ท าหมหูวานตามวธิดีงักล่าว โดยม ี4 กลุ่ม คอื กลุ่มควบคุม กลุ่มทีเ่สรมิบเีอชท ีรอ้ยละ 0.1 

กลุ่มที่เสรมิสารสกดัชาเขยีวทีร่ะดบัความเขม้ขน้ รอ้ยละ  0.1 และ 0.2 จากนัน้บรรจุถุงพอลเิอทลินี 

(Polyethylene : PE) แบบไม่สูญญากาศ เกบ็ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง จากนัน้สุ่มตรวจที ่0, 2 และ 4 สปัดาห ์

มาวิเคราะห์จ านวนจุลินทรีย์ทัง้หมด  ราและยีสต์   ค่าการออกซิเดชัน่ของไขมนั โดยวิธ ี

Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS)  ค่า water activity (Aw) เปอรเ์ซน็ต์ความชืน้ 

(%MC)   การประเมนิคุณภาพทางประสาทสมัผสั 

 

3.8  ขัน้ตอนกำรศึกษำและกำรเกบ็ข้อมูล 

3.8.1 จ านวนจลุนิทรยีท์ัง้หมด (Total plate count) (AOAC, 2006)  

   สุ่มตวัอยา่งเนื้อสนันอกสุกรบดทีบ่่มในระยะเวลาต่างๆ  25 กรมั ในสารละลาย 0.1%  

peptone ปรมิาตร 225 มลิลลิติร จะไดส้ารละลายทีม่คีวามเขม้ขน้ 1:10 ท าจนไดร้ะดบัความเจอืจางที่

เหมาะสมในแต่ละช่วงเวลาการบ่ม  จากนัน้ดดูสารละลายเจอืจางที ่3 ระดบัความเจอืจางสุดทา้ยความ

เจอืจางละ 1 มลิลลิติร และถ่ายลงในจานเพาะเชือ้ เทอาหาร Plate Count Agar ลงจานเพาะเชื้อ

ปรมิาตรจานละ 15 – 20  มลิลลิติร ทีร่ะดบัความเจอืจางละ 2 ซ ้า รอจนอาหารแขง็แลว้คว ่าจานเพาะ
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เชื้อ  น าจานเพาะเชือ้ทัง้หมดไปบ่มที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  นับจ านวน

เชื้อจุลนิทรยี์ทัง้หมด รายงานผลจ านวนจุลินทรยี์เฉพาะจานเพาะเชื้อที่มจี านวนระหว่าง 30 -300 

โคโลนี หน่วยเป็น log cfu/g   (AOAC, 2006) 

3.8.2 ราและยสีต ์ (Yeast & Mold) (AOAC, 2006) 

        สุ่มตัวอย่างเนื้อสันนอกสุกรบดที่บ่มในระยะเวลาต่างๆ  25 กรมั ในสารละลาย 0.1% 

peptone ปรมิาตร 225 มลิลลิติร จะไดส้ารละลายทีม่คีวามเขม้ขน้ 1:10 ท าจนไดร้ะดบัความเจอืจางที่

เหมาะสมในแต่ละช่วงเวลาการบ่ม  จากนัน้ดูดสารละลายเจอืจาง 1 มลิลลิติร และถ่ายลงในจานเพาะ

เชือ้ เทอาหาร Malt Agar ลงจานเพาะเชือ้ปรมิาตรจานละ 15 – 20 มลิลลิติรทีร่ะดบัความเจอืจางละ 

2 ซ ้า รอจนอาหารแขง็แล้วคว ่าจานเพาะเชื้อ  น าจานเพาะเชื้อทัง้หมดไปบ่มที่อุณหภูม ิ 20 องศา

เซลเซยีส เป็นเวลา 5 วนั  น ามานับจ านวนเชือ้จุลนิทรยีท์ัง้หมด  และรายงานผลเฉพาะจานเพาะเชือ้

ทีม่จี านวนระหว่าง 30-300 โคโลนี หน่วยเป็น log cfu/g (AOAC, 2006) 

3.8.3 การหาคา่การออกซเิดชัน่ของไขมนั โดยวธิ ีโดยวธิ ีThiobarbituric Acid Reactive  

Substances (TBARS)  ดดัแปลงจากวธิขีอง Castellini, C. et al. (2002) 

  1) น าตวัอยา่งมาบดใหล้ะเอยีดแลว้ชัง่ตวัอยา่งละ 10.0 กรมัใส่บกีเกอร ์       

  2) เตมิ 50 mM  Potassium phosphate 9 มลิลลิติร 0.2%  Butylated   

hydroxytoluene(BHT)   1 มลิลลิติร และน ้ากลัน่ 40 มลิลลิติรลงในตวัอย่างเน้ือบด จากนัน้น ามาป ัน่

ดว้ยเครื่อง homogenizer ทีค่วามเรว็ 13,000 รอบต่อนาท ีเป็นระยะเวลา 1 นาท ีใส่ลงในหลอดย่อย

โปรตนี  

  3) ก่อนกลัน่จะเตมิ 4 N Hydrochloric acid (4 N HCl) 1.25 มลิลลิติร    

  4) เตมิ anti-foaming agent ประมาณ  5 - 6 หยด    

  5) น าหลอดยอ่ยโปรตนีต่อเขา้กบัชุดเครื่องกลัน่ จากนัน้กลัน่จนไดข้องเหลวใน flask 

ประมาณ 50 มลิลลิติร และปิดดว้ยอะลมูเินียมฟอยด ์       

  6) น าสารละลายที่กลัน่ได้มาปรมิาณ 5 มลิลิลิตรใส่ในหลอดทดลองขนาด 25 

มลิลลิติร แลว้เตมิ 0.069 M 2-Thiobarbituric acid (TBA) 5 มลิลลิติร ปิดฝาแลว้ผสมใหเ้ขา้กนั

ดว้ยเครือ่งเขยา่ 

  7) น าไปตม้ในอ่างควบคุมอุณหภมูทิี ่95 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 35 นาท ีเขยา่ 

ทุกๆ 5 นาท ีเพื่อใหเ้กดิปฏกิริยิาอยา่งสมบรูณ์        

  8) เมือ่ครบตามระยะเวลาทีก่ าหนดแลว้ น าไปท าใหเ้ยน็ทนัทโีดยแช่ในน ้าแขง็ แลว้ 
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วางทิง้ไวท้ีอุ่ณหภมูหิอ้งประมาณ 5 นาท ีจากนัน้น าไปวดัค่าการดูดกลนืแสงที ่532 นาโนเมตรเทยีบ

กบั 100 mM 1,1,3,3- Tetraethoxypropane (TEP) (Stock MDA)   

 9) ค านวณค่า TBA Value แลว้น าไปเทยีบกบักราฟมาตรฐาน (ภาคผนวก ค) 

            

 TBA Value (mg MDA/ kg meat) = ( X × 10 × 72) / (Wt × 1000) 

      เมือ่ 72 = น ้าหนกัโมเลกุลของ MDA 

        X  = ค่าการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 532 นาโนเมตร 

        10 = dilution (สารละลาย MDA 50 มลิลลิติร แต่น ามาใช ้5 มลิลลิติร) 

         Wt = น ้าหนกัตวัอยา่ง  

 3.8.4  ค่า water activity (Aw) (ดดัแปลงมาจากวธิกีารของนภา โล่หท์อง. 2529) 

   น าตวัอย่างหมหูวานทีท่ าการวดัค่า water activity (Aw) ปรมิาณ 3 กรมั ตดัเป็นชิน้

เลก็ ๆ ใส่ลงในภาชนะส าหรบัใชว้เิคราะห ์ตวัอย่างละ 3 ซ ้า ท าการวดัดว้ยเครื่องวดัค่า water activity 

(Aw) แลว้บนัทกึผลทีไ่ด ้

3.8.5 ค่าเปอรเ์ซน็ตค์วามชืน้(%MC)  

 น าตวัอยา่งหมหูวาน 3 กรมั ตดัเป็นชิน้เลก็ ๆ ใส่ลงในภาชนะส าหรบัใชว้เิคราะห ์ 

ตวัอยา่งละ 3 ซ ้า ดว้ยเครือ่งวดั Moisture analyzer (Hobart, USA.) 

3.8.6  การศกึษาคุณภาพดา้นประสาทสมัผสัโดยใชแ้บบทดสอบ  

ท าการทดสอบความชอบทางดา้นส ี ดา้นกลิน่  ดา้นรสชาต ิดา้นความชอบโดยรวม 

ของผลติภณัฑโ์ดยใชแ้บบทดสอบ (ช่วงการใหค้ะแนนจาก 1 (ไมช่อบมาก)  ถงึ 5 (ชอบมาก)  

(ภาคผนวก ค) 

 

3.9 กำรวิเครำะหท์ำงสถิติ 

 วเิคราะหค์วามแตกต่างทางสถติขิองจ านวนจุลนิทรยีท์ัง้หมด  ราและยสีต์  ค่าการออกซิ

เดชัน่ของไขมนั (TBARS)  ค่า water activity (Aw) เปอรเ์ซน็ต์ความชืน้ (%MC)   และการประเมนิ

คุณภาพทางประสาทสมัผสั โดยวางแผนการทดลองแบบสุ่มอย่างสมบูรณ์ (Complete Randomized 

Design, CRD) ท าการทดลอง 3 ซ ้า แล้วน าผลการทดลองมาวเิคราะห์ทางสถติโิดยใช้โปรแกรม

คอมพวิเตอรส์ าเรจ็รปู และ เปรยีบเทยีบความแตกต่างของค่าเฉลีย่ดว้ยวธิ ีDuncan’s NewMultiple 

Range Test ทีร่ะดบัความเชื่อมัน่ 95 เปอรเ์ซนต ์

 


