
บทที ่3 

วิธีด ำเนินงำนวิจัย 
 

3.1 น  ำมันหอมระหย 
       น ้ำมันหอมระเหยโหระพำ (Ocimum basilicum) และกระเพรำ (Ocimum sanctum) ได้รับควำม
อนุเครำะห์จำก รองศำสตรำจำรย์ ดร.จ้ำรูญ เล้ำสินวัฒนำ ภำควิชำเทคโนโลยีกำรผลิตพืช สำขำวิชำ
พืชสวน คณะเทคโนโลยีกำรเกษตร สถำบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้ำเจ้ำคุณทหำรลำดกระบัง    
 
3.2 จุลินทรียท่ี์ใช้ในงำนทดลอง 
        จุลินทรีย์ที่ใช้ในกำรทดสอบดังแสดงในตำรำงที่ 1   
 
ตำรำงท่ี 1   สำยพันธุ์จุลินทรีย์ทดสอบและสภำวะกำรเจริญเติบโต 
 

เชื อทดสอบ อำหำร อุณหภูมิ(๐C) 
เชื อจุลินทรีย์กลุ่มแบคทีเรียแลคตกิ   
Lactobacillus plantarum ATCC 14917T MRS 30 
Lactobacillus sakei subsp. sakei JCM 1157T   MRS 30 
Lactobacillus sakei TISTR 890  MRS 37 
Leuconostoc  mesenteroides subsp.mesenteroides JCM 6124T MRS 30 
Leuconostoc  mesenteroides subsp.mesenteroides TISTR 942 MRS 30 
Enterococcus faecalis TISTR 888 MRS 37 
Streptococcus sp. TISTR 1030 MRS 30 
เชื อจุลินทรีย์ก่อโรค   
Salmonella Typhimurium TISTR 292 TSB-YE 37 
Escherichia coli TISTR 780 TSB-YE 37 
Staphylococcus aureus TISTR 118 TSB-YE 37 
Enterococcus faecalis JCM 5803T MRS 37 
Other Gram-negative bacteria   
Pseudomonas fluorescens JCM 5963T TSB-YE 26 
Pseudomonas fluorescens TISTR 358 TSB-YE 26 
Aeromonas hydrophila TISTR 1321 NB 30 
Listeria innocua  ATCC 33090T TSB-YE 37 
Brochotrix campestris NBRC 11547T TSB-YE 26 
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ATCC   =   American Type Culture Collection , Rockville, MD 
JCM     =  Japanese Culture of Microorganism ,Wako, Japan 
NBRC   =   National Institute of Technology and Evaluation (NITE) Biological Resource Center 
TISTR   =  Thailand Institute of Scientific and Technological Research 
 
3.3 ตัวอย่ำงเนื อทดลอง 

ใช้เนื อสันนอกสุกร (Longissimus dorsi) จำกบริษัทเฟรชมีท โพรเซสซิ่ง จ้ำกัด จังหวัด
นครปฐม น้ำมำบดละเอียดด้วยเคร่ืองบดเนื อ 
 
3.4  อำหำรเลี ยงเชื อ 

1.  MRS broth (Merck, Germany) 
        2.  Agar (Criterion, U.S.A.)                      

3.  Tryptic soy broth (Merck, Germany)  
4.  Yeast extract (BIO BASIC INC, Canada) 
5.   Nutrient broth (Merck, Germany) 
6.  Peptone (Merck, Germany) 
7.  Plate Count Agar (Merck, Germany) 
8.  Malt extract (Merck, Germany) 

  9.  Methyl Red Voges Proskawer Broth (MR-VP) (Merck, Germany) 
 10. Simmon’s Citrate Agar (Merck, Germany) 
 
3.5  อุปกรณ์และเครื่องมือ 
        1.  ตู้เขี่ยเชื อ Laminar Flow (Dwyer model Mark II, USA) 
        2.  ตู้บ่มเพำะเชื อ (WTB Binder model BD, Germany) 
        3.  หม้อน่ึงฆ่ำเชื อ (Auto clave, Hirayama,  Japan) 
        4.  ตู้อบลมร้อน (Hot air oven, Memmert model CM 500, Germany) 
        5.  เคร่ืองชั่งชนิดหยำบ (Tanita model 1144, Tanita Corporation, Japan) 
        6.  เคร่ืองผสมสำรละลำยในหลอดทดลอง (Vortex Mixer KMC-1300V, Korea) 
       7.  ไมโครปิเปต ขนำด 20, 200 และ 1000 ไมโครลิตร (Eppendrof, USA) 
       8.  ไมโครเวฟ (Turbora model TRX 249m, Korea) 
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       9.  อ่ำงน ้ำร้อนควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath, Memmert, Germany) 
        10.  เคร่ืองมือวัดค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำงในเนื อ (Mettler Toledo model SG-2, Switzerland) 
        11.  เคร่ืองมือวัดสีของเนื อ (Hunter, Japan)   
        12.  กระดำษกรอง ขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำง 6 มิลลิเมตร 
        13.  ภำชนะบรรจุพลำสติก ขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำง 10 เซนติเมตร สูง 4 เซนติเมตร 
       14.  เคร่ืองแก้วพร้อมอุปกรณ์อ่ืน ๆ ที่จ้ำเป็น 
       15.  เคร่ืองบดเนื อ 
 
3.6   สถำนท่ีท ำกำรทดลอง 

ห้องปฏิบัติกำรจุลินทรีย์เนื อสัตว์ สำขำวิชำเทคโนโลยีกำรผลิตสัตว์และประมง คณะ
เทคโนโลยีกำรเกษตร สถำบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้ำเจ้ำคุณทหำรลำดกระบัง 
 
3.7   ระยะเวลำท่ีท ำกำรทดลอง 
 ตุลำคม 2552 – กันยำยน 2553 
 
3.8   วิธีกำรทดลอง 

กำรศึกษำแบ่งออกเป็น 2 ส่วน คือ กำรทดสอบในหลอดทดลอง (In vitro) และ กำร
ทดสอบในเนื อสันนอกสุกรบด (In vivo) 
ส่วนที่ 1  ศึกษำผลของน ้ำมันหอมระเหยจำกโหระพำและกระเพรำ ในกำรยับยั งกำรเจริญของ 
จุลินทรีย์ต่ำงๆ  ท้ำกำรศึกษำ 3 กำรทดลอง ได้แก่ 

กำรทดลองท่ี 1 ศึกษำผลของน ้ำมันหอมระเหยจำกโหระพำและกระเพรำ ในกำรยับยั งกำร
เจริญของเชื อจุลินทรีย์ (In vitro)  โดยวิธีแพร่ผ่ำนแผ่นกระดำษกรอง (Disc diffusion method)  

     เทอำหำรเลี ยงเชื อ MRS, TSB-YE หรือ NB ที่มีวุ้น (agar) 1.5 เปอร์เซ็นต์ ปริมำตร 15  
มิลลิลิตร ลงในจำนเพำะเชื อแล้วทิ งไว้ให้วุ้นแข็งตัว เป็นอำหำรเลี ยงเชื อส่วนที่ 1    จำกนั นถ่ำยเชื อ
ทดสอบ (ตำรำงที่ 1) ปริมำตร 20 ไมโครลิตร ลงในอำหำรเลี ยงเชื อมีวุ้น 1 เปอร์เซ็นต์ ที่เหมำะสม
ของเชื อจุลินทรีย์แต่ละชนิด (ตำรำงที่ 1) ปริมำตร 5 มิลลิลิตร ที่หลอมตัวและมีอุณหภูมิประมำณ 
45 องศำเซลเซียส เป็นอำหำรเลี ยงเชื อส่วนที่ 2  แล้วเททับลงในอำหำรเลี ยงเชื อส่วนที่ 1 ปล่อยทิ ง
ไว้ประมำณ 30 นำที เพื่อให้อำหำรแข็งตัว ใช้ปำกคีบแผ่นกระดำษกรอง (เส้นผ่ำนศูนย์กลำง 6 
มิลลิเมตร) วำงบนอำหำรเลี ยงเชื อส่วนที่ 2 จำกนั นหยดน ้ำมันหอมระเหยโหระพำและกระเพรำ 
ปริมำตร 10, 15, 20 และ 25 ไมโครลิตร พร้อมวำงแผน่กระดำษกรองที่หยดน ้ำกลั่น (ชุดควบคุม) 
รอจนกระทั่งน ้ำมันหอมระเหยที่หยดลงบนผิวหน้ำของอำหำรเลี ยงเชื อแห้ง น้ำจำนเพำะเชื อไปบ่ม
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ที่อุณหภูมิต่ำงๆ ตำมควำมเหมำะสมของเชื อทดสอบ (ตำรำงที่ 1) เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง กำรอ่ำนผล
ให้ดูจำกบริเวณใส (clear zone) ที่เกิดขึ นจำกผลกำรถูกยับยั งกำรเจริญของแบคทีเรียแปลผลโดยใช้
เวอร์เนียวัดขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำงบริเวณวงใส (Inhibition zone)   และรำยงำนผลเป็นค่ำเฉลี่ยของ
โซนใสมีหน่วยเป็นมิลลิเมตร (ภำพที่ 4) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพท่ี 4     วิธีกำรศึกษำผลของน ้ำมันหอมระเหยในกำรยับยั งกำรเจริญของเชื อจุลินทรีย์โดยวิธี 

     แพร่ผ่ำนกระดำษกรอง 

คีบกระดำษ
กรองวำงบน
อำหำรเลี ยงเชื อ
แล้วหยดน ้ำมัน
หอมระเหย 10, 
15, 20 และ 25 
ไมโครลิตร 

 

อำหำรเลี ยงเชื อ 
 (1.5%agar) 15 มิลลิลิตร 

เทลงในจำนเพำะเชื อ 

ตั งทิ งไว้ให้แข็ง 

อำหำรเลี ยงเชื อส่วนที่ 1 

เขย่ำอำหำรส่วนที่ 2 ให้
กระจำยทั่วจำนเพำะเชื อ 

ตั งทิ งไว้ให้แข็ง 
 

ตั งทิ งไว้ 30 นำที เพื่อให้สำรแพร่ใน 
อำหำรเลี ยงเชื อ 

บ่มนำน 24 ช่ัวโมง 

ใส่เชื อทดสอบ 20 ไมโครลิตร 

อำหำรเลี ยงเชื อ (1%agar)  
5 มิลลิลิตรหลอมที่ 45 oC 

 

เขย่ำให้เข้ำกันจะได้อำหำร
เลี ยงเชื อส่วนที่ 2 

เทบนอำหำรเลี ยงเชื อส่วนที่ 1 
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กำรทดลองท่ี 2 ศึกษำควำมเข้มข้นต่้ำสุดของน ้ำมันหอมระเหยโหระพำและกระเพรำ ต่อ

กำรยับยั งกำรเจริญของจุลินทรีย์ (minimal inhibition concentration ; MIC) ด้วยวิธี micro-dilution 
broth susceptibility assay (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 1999) 
      น้ำน ้ำมันหอมระเหยโหระพำและกระเพรำ ปริมำตรที่เหมำะสมที่ได้จำกกำรทดลองที่ 
1 มำท้ำให้เจือจำงลงครั งละ 2 เท่ำ (two-fold serial dilution) อย่ำงต่อเนื่องกันด้วย 0.5% tween 80 
ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อ มี   8  ระดับควำมเข้มข้น ได้แก่  5,000, 2,500, 1,250, 625, 312.5, 156.25, 78.12 
และ 39.06 ppm.  โดยขั นแรกน้ำน ้ำมันหอมระเหยที่ได้ปิเปตลงใส่ในหลอด eppendoff หลอดละ   
20 ไมโครลิตร  จำกนั นปิเปตอำหำรเลี ยงเชื อเหลวที่เหมำะสมของเชื อจุลินทรีย์แต่ละชนิด จำก
ตำรำงที่ 1 ปริมำตร 160 ไมโครลิตร และจุลินทรีย์ทดสอบ (ตำรำงที่ 1)ปริมำตร 20 ไมโครลิตร ลง
ไปในหลอดเดียวกันกับน ้ำมันหอมระเหย โดยในแต่ละชุดควำมเข้มข้นจะมี growth control และ 
negative control กล่ำวคือ  growth control ประกอบด้วยอำหำรเลี ยงเชื อปริมำตร 160 ไมโครลิตร 
และจุลินทรีย์ทดสอบปริมำตร 20 ไมโครลิตร ส่วน negative control ประกอบด้วย 0.5% tween 80 
ปริมำตร 20 ไมโครลิตร   อำหำรเลี ยงเชื อปริมำตร 160 ไมโครลิตร และจุลินทรีย์ทดสอบปริมำตร 
20 ไมโครลิตร จำกนั นน้ำไปบ่มที่อุณหภูมิเหมำะสมส้ำหรับเชื อแต่ละชนิด (ตำรำงที่ 1) เป็นเวลำ 
24 ชั่วโมง แล้วสังเกตหลอดที่มีตะกอน (pellet) สีขำวที่ก้นหลอด รำยงำนผลเป็น (+) ส่วนหลอดที่
ไม่มีจุลินทรีย์ทดสอบขึ นหรือหลอดที่ไม่มีตะกอน (pellet) รำยงำนผลเป็น (-)  ซึ่งควำมเข้มข้น
สุดท้ำยที่ไม่มีตะกอนหมำยถึงควำมเข้มข้นที่ต่้ำสุดของน ้ำมันหอมระเหยที่สำมำรถยับยั งกำรเจริญ
ของจุลินทรีย์ (MIC) 

กำรทดลองท่ี 3 ศึกษำควำมเข้มข้นต่้ำสุดของน ้ำมันหอมระเหยโหระพำและกระเพรำ ต่อ
กำรท้ำลำยจุลินทรีย์ (minimal bactericidal concentration ; MBC) ด้วยวิธี micro-dilution broth 
susceptibility assay (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 1999) 
      จำกกำรทดสอบหำค่ำ MIC ในกำรทดลองที่ 2  ให้น้ำหลอดที่ไม่เกิดตะกอนสีขำวทุก 
หลอดมำ streak ในอำหำรเลี ยงเชื อและอุณหภูมิเหมำะสมส้ำหรับเชื อแต่ละชนิด (ตำรำงที่ 1)  เป็น
เวลำ  24 ชั่วโมง   รำยงำนผลเป็น (+)  กรณีที่เชื อจุลินทรีย์เจริญได้บนอำหำรเลี ยงเชื อ ส่วน
เชื อจุลินทรีย์ไม่เจริญบนอำหำรเลี ยงเชื อ รำยงำนผลเป็น (–) ซึ่งควำมเข้มข้นสุดท้ำยที่เชื อจุลินทรีย์
ไม่เจริญบนอำหำรเลี ยงเชื อ หมำยถึง ควำมเข้มข้นต่้ำสุดของน ้ำมันหอมระเหยที่สำมำรถท้ำลำย
จุลินทรีย์ทดสอบได้ (MBC) 
 
ส่วนท่ี 2 ศึกษำควำมสำมำรถของน ้ำมันหอมระเหยโหระพำและกระเพรำที่มีผลต่อกำรยับยั งกำร
เจริญเติบโตของจุลินทรีย์และคุณภำพด้ำนกำยภำพของเนื อสันนอกสุกรบด ท้ำกำรศึกษำ 2 กำร
ทดลอง ได้แก่ 
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กำรทดลองท่ี 1 ศึกษำผลของน ้ำมันหอมระเหยโหระพำที่มีผลต่อกำรยับยั งกำรเจริญของ
จุลินทรีย์และคุณภำพทำงกำยภำพของเนื อสันนอกสุกรบด  

กำรทดลองท่ี 2 ศึกษำผลของน ้ำมันหอมระเหยกระเพรำที่มีผลต่อกำรยับยั งกำรเจริญของ
จุลินทรีย์และคุณภำพทำงกำยภำพของเนื อสันนอกสุกรบด  
      น้ำเนื อสุกรสันนอกบดละเอียด น ้ำหนักประมำณ 100 กรัม บรรจุกล่องพลำสติก 
แบ่งเป็น 2 กลุ่ม  คือ กลุ่มแรกเป็นกลุ่มควบคุม กลุ่มที่สองน้ำน ้ำมันหอมระเหยโหระพำและกระ
เพรำ หยดลงบนกระดำษกรองที่ติดไว้บริเวณฝำกล่องโดยใช้ปริมำณที่เหมำะสมในกำรทดลองที่ 1 
โดยแบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ ใช้กระดำษกรอง 1 แผ่น หยด 20  ไมโครลิตร และ ใช้กระดำษกรอง 2 
แผ่น หยดแผ่นละ 10 ไมโครลิตร เพื่อกระจำยกำรระเหยให้ทั่วทั งกล่อง และเก็บที่อุณหภูมิ 0-4 
องศำเซลเซียส ท้ำกำรสุ่มตัวอย่ำงที่ระยะเวลำ 0, 1, 3 และ 5 วัน  สุ่มตรวจจ้ำนวนเชื อจุลินทรีย์
ทั งหมด (AOAC, 2006) จ้ำนวนจุลินทรีย์ที่สำมำรถเจริญได้ในอุณหภูมิต่้ำ   จ้ำนวนเชื อรำและยีสต์  
จ้ำนวนโคลิฟอร์ม (Coliform) และ อีโคไล (E. coli) คุณภำพทำงด้ำนกำยภำพของเนื อสุกรบด
ได้แก่ ค่ำควำมเป็นกรดด่ำง ค่ำสีของเนื อ  และเปอร์เซ็นต์กำรสูญเสียน ้ำระหว่ำงกำรเก็บรักษำ   
 
3.9  ขั นตอนกำรศึกษำและกำรเก็บข้อมูล         
       3.9.1 กำรศึกษำทำงด้ำนจุลินทรีย์ 
  1. กำรศึกษำจ้ำนวนจุลินทรีย์ทั งหมด (Total plate count) 

       สุ่มตัวอย่ำงเนื อสันนอกสุกรบดที่บ่มในระยะเวลำต่ำงๆ  25 กรัม ในสำรละลำย 
0.85% NaCl ปริมำตร 225 มิลลิลิตร จะได้สำรละลำยทีม่ีควำมเข้มข้น 1:10 ท้ำจนได้ระดับควำม
เจือจำงที่เหมำะสมในแต่ละช่วงเวลำกำรบ่ม  จำกนั นดูดสำรละลำยเจือจำงที่ 3 ระดับควำมเจือจำง
สุดท้ำยควำมเจือจำงละ 1 มิลลิลิตร และถ่ำยลงในจำนเพำะเชื อ เทอำหำร Plate Count Agar ลงจำน
เพำะเชื อปริมำตรจำนละ 15 – 20  มิลลิลิตร ที่ระดับควำมเจือจำงละ 2 ซ ้ำ รอจนอำหำรแข็งแล้วคว่้ำ
จำนเพำะเชื อ  น้ำจำนเพำะเชื อทั งหมดไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 48 ชั่วโมง  นับ
จ้ำนวนเชื อจุลินทรีย์ทั งหมด รำยงำนผลจ้ำนวนจุลินทรีย์เฉพำะจำนเพำะเชื อที่มีจ้ำนวนระหว่ำง 30-
300 โคโลนี หน่วยเป็น log cfu/g   (AOAC, 2006) 
           2. กำรศึกษำจ้ำนวนจุลินทรีย์ที่สำมำรถเจริญได้ในอุณหภูมิต่้ำ (Psychrotrophic bacteria) 
               สุ่มตัวอย่ำงเนื อสันนอกสุกรบดที่บ่มในระยะเวลำต่ำงๆ  25 กรัม ในสำรละลำย 0.85% 
NaCl ปริมำตร 225 มิลลิลิตร จะได้สำรละลำยที่มีควำมเข้มข้น 1:10 ท้ำจนได้ระดับควำมเจือจำงที่
เหมำะสมในแต่ละช่วงเวลำกำรบ่ม  จำกนั นดูดสำรละลำยเจือจำง 1 มิลลิลิตร และถ่ำยลงในจำน
เพำะเชื อ เทอำหำร Plate Count Agar ลงจำนเพำะเชื อปริมำตรจำนละ 15 – 20 มิลลิลิตรที่ระดับ
ควำมเจือจำงละ 2 ซ ้ำ รอจนอำหำรแข็งแล้วคว่้ำจำนเพำะเชื อ  น้ำจำนเพำะเชื อทั งหมดไปบ่มที่
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อุณหภูมิ 7 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 10 วัน  น้ำมำนับจ้ำนวนเชื อจุลินทรีย์ทั งหมด  และรำยงำนผล
เฉพำะจำนเพำะเชื อที่มีจ้ำนวนระหว่ำง 30-300 โคโลนี หน่วยเป็น log cfu/g (Diliello. 1982) 
            3. กำรศึกษำรำและยีสต์  (Yeast & Mold) 
     สุ่มตัวอย่ำงเนื อสันนอกสุกรบดที่บ่มในระยะเวลำต่ำงๆ  25 กรัม ในสำรละลำย 0.85% 
NaCl ปริมำตร 225 มิลลิลิตร จะได้สำรละลำยที่มีควำมเข้มข้น 1:10 ท้ำจนได้ระดับควำมเจือจำงที่
เหมำะสมในแต่ละช่วงเวลำกำรบ่ม  จำกนั นดูดสำรละลำยเจือจำง 1 มิลลิลิตร และถ่ำยลงในจำน
เพำะเชื อ เทอำหำร Malt Agar ลงจำนเพำะเชื อปริมำตรจำนละ 15 – 20 มิลลิลิตรที่ระดับควำมเจือ
จำงละ 2 ซ ้ำ รอจนอำหำรแข็งแล้วคว่้ำจำนเพำะเชื อ  น้ำจำนเพำะเชื อทั งหมดไปบ่มที่อุณหภูมิ 20 
องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 5 วัน  น้ำมำนับจ้ำนวนเชื อจุลินทรีย์ทั งหมด  และรำยงำนผลเฉพำะจำน
เพำะเชื อที่มีจ้ำนวนระหว่ำง 30-300 โคโลนี หน่วยเป็น log cfu/g (AOAC, 2006) 
             4. กำรศึกษำโคลิฟอร์ม (Coliform bacteria) และ Escherichia coli โดยวิธี Most  
Probable Number (MPN) อ้ำงอิงวิธี AOAC (2006) 

     4.1 Presumptive Test  
           สุ่มตัวอย่ำงเนื อสันนอกสุกรบดที่บ่มในระยะเวลำต่ำงๆ  25 กรัม ในสำรละลำย 

0.85% NaCl ปริมำตร 225 มิลลิลิตร จะได้สำรละลำยที่มีควำมเข้มข้น 1:10 ท้ำจนได้ระดับควำม
เจือจำงที่เหมำะสมในแต่ละช่วงเวลำกำรบ่ม  จำกนั นดูดสำรละลำยเจือจำงที่ 3 ระดับควำมเจือจำง
สุดท้ำยควำมเจือจำงละ 1 มิลลิลิตรใส่ในหลอดอำหำรเลี ยงเชื อ LST  ที่มีหลอดดักแก๊สคว่้ำอยู่ 
ควำมเจือจำงละ 3 หลอด รวม 9 หลอด น้ำไปบ่มที่ 35+1 องศำเซลเซียส นำน 24-48 ชั่วโมง  

4.2  Confirmed Test  
ถ่ำยเชื อจำกหลอด LST ที่เกิดแก๊สลงในหลอด BGLB หลอดละ 1 loop น้ำไปบ่ม 

ที่ 35+1 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 48+2 ชั่วโมง เลือกหลอดที่เกิดแก๊สไปอ่ำนค่ำจำกตำรำง Most 
probable numbers (MPN) (ภำคผนวก) มีหน่วยเป็น MPN/g 

4.3  Confirmed Test for E.coli  
       ถ่ำยเชื อจำกหลอด LST ที่เกิดแก๊สในหลอดดักแก๊ส ลงใน EC broth ที่มีหลอดดัก 

แก๊สคว่้ำอยู่ หลอดละ 1 ลูป โดยถ่ำยหลอดต่อหลอด น้ำไปบ่มที่  45.5+0.2 องศำเซลเซียส 48+2 
ชั่วโมง  บันทึกผลหลอดที่เกิดแก๊สไปอ่ำนค่ำจำกตำรำง MPN (ภำคผนวก) มีหนว่ยเป็น MPN/g 

4.4  Completed Test for E.coli 
       ใช้ลูปถ่ำยเชื อจำก EC broth ที่เกิดแก๊สมำ streak บนผิวหน้ำอำหำร EMB agar 
น้ำไปบ่มที่ 35+1 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 18-24 ชั่วโมง  ลักษณะโคโลนีจะมีสีม่วงหรือด้ำ อำจมี
หรือไม่มีมันวำวคล้ำยโลหะ (Metallic Sheen) หรือโคโลนีดังกล่ำวมำ streak บน PCA slant 
จ้ำนวน 5 โคโลนี น้ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 35+1 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 18-24 ชั่วโมง เพื่อน้ำไป
ทดสอบคุณสมบัติทำงชีวเคมี ต่อไป 
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4.5 กำรทดสอบคุณสมบัติทำงชีวเคมี (IMViC test)  
                    4.5.1  กำรทดสอบ Indole โดยกำรถ่ำยเชื อจำกอำหำร Plate Count Agar slant ลงใน
อำหำรเลี ยงเชื อ Tryptophan Broth แล้วบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 24ชั่วโมง  
จำกนั นเติมสำรละลำย Kovac จ้ำนวน 0.2-0.3 มิลลิลิตร  ถ้ำให้ผล + จะปรำกฏสีแดงที่ส่วนบนของ 
Tryptophan Broth 
                    4.5.2 กำรทดสอบ Methyl Red และ Acetoin (MR-VP) โดยกำรถ่ำยเชื อจำกอำหำรใน 
Plate Count Agar slant ลงในอำหำรเลี ยงเชื อ MR-VP บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 48 
ชั่วโมง  แล้วแบ่งเป็น 2 ส่วนดังนี  

- ทดสอบ Methyl red reaction (MR) โดยเติมสำรละลำย Methyl red 5 หยด   
ลงในสำรละลำยเชื อ โดยผลบวกจะให้สีแดง  ผลลบจะให้สีเหลือง 

- ส้ำหรับ VP โดยถ่ำยเชื อจำก 1 มิลลิลิตร ใส่หลอดทดลองแล้วเติม 5% alcoholic 
- naphthol solution (w/v)  ปริมำตร 0.6 มิลลิลิตร และ 40% KOH  ปริมำตร 0.2 มิลลิลติร ผสมทิ ง
ไว้ 2  ชั่วโมง  ผลบวกจะให้สีชมพูแดง 
                    4.5.3 กำรทดสอบ citrate ท้ำกำรถ่ำยเชื อใส่อำหำร Simmon’s Citrate Agar บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 48 ชั่วโมง ผลบวกจะให้สีน ้ำเงิน 
 
ตำรำงท่ี 2  กำรทดสอบทำงชีวเคมีของเชื อ E. coli 
 

จุลินทรีย์ Indole MR VP Citrate 
Typical E.coli + + - - 
Atypicao E.coli - + - - 
Typical intermediate + + - + 
Atypical intermediate - + - + 
Typical Enterbacter aerogenes - - + + 
Atypical Enterbacter aerogenes + - + + 
 
  4.6 กำรรำยงำนผล นับจ้ำนวนหลอดที่พบเชื อ E.coli  (ตำรำงที่ 2)  ของแต่ละ
ควำมเจือจำง น้ำไปอ่ำนค่ำจำกตำรำง MPN (ภำคผนวก) 
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        3.9.2 กำรศึกษำคุณภำพทำงด้ำนกำยภำพของเนื อสุกร  
    1. วัดค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง 
        โดยใช้ probe แทงลงในเนื อบด ด้วยเคร่ืองมือวัดค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง  ในเนื อ 

(Mettler Toledo, model SG-2)  
    2. วัดค่ำสีของเนื อ   

ผสมเนื อบดให้เข้ำกัน จำกนั นท้ำกำรวัดสีด้วยเคร่ืองมือวัดสีของเนื อ (Hunter)   เก็บ 
ข้อมูล บันทึกค่ำ L*, a* และ b* 

    3. กำรหำเปอร์เซ็นต์กำรสูญเสียน ้ำหนักระหว่ำงกำรเก็บรักษำ (% drip loss) 
ชั่งน ้ำหนักตัวอย่ำงเนื อบดก่อนเก็บรักษำเป็นน ้ำหนักเร่ิมต้น (D1) บรรจุเนื อบดลงใน 

ภำชนะแล้วน้ำไปบ่มที่ 2-4 oC  นำน 24 ชั่วโมง  ชั่งน ้ำหนัก (D2) (Stolowski et al. 2006)    ค้ำนวณ 
หำเปอร์เซ็นต์กำรสูญเสียน ้ำหนักระหว่ำงกำรเก็บรักษำได้จำกสูตรต่อไปนี  

กำรวัดค่ำกำรสูญเสียน ้ำหนักระหว่ำงกำรเก็บรักษำ  = ((D1-D2) x100) /D1 
 
3.10   กำรวิเครำะห์ข้อมูลทำงสถิติ 
          กำรวิเครำะห์ข้อมูลทำงสถิติของกำรศึกษำควำมสำมำรถของน ้ำมันหอมระเหยโหระพำและ
กระเพรำที่มีผลต่อกำรยับยั งกำรเจริญเติบโตของจุลินทรีย์และคุณภำพด้ำนกำยภำพของเนื อ        
สันนอกสุกรบดโดยปริมำณจ้ำนวนจุลินทรีย์รวม  จ้ำนวนจุลินทรีย์ที่สำมำรถเจริญได้ในอุณหภูมิ
ต่้ำ จ้ำนวนรำและยีสต์  จ้ำนวนโคลิฟอร์ม และ E. coli น้ำมำแปลงในค่ำลอกำริธึม (y = log X)  ค่ำ
ควำมเป็นกรดด่ำง  ค่ำสีของเนื อ  และเปอร์เซ็นต์กำรสูญเสียน ้ำหนักระหว่ำงกำรเก็บรักษำ  น้ำ
ข้อมูลที่ได้วิเครำะห์ตำมแบบแผนกำรทดลองแบบ RCBD (Randomized Completely Block 
Design) วิเครำะห์ข้อมูลโดยใช้ Analysis of Variance (ANOVA) วิเครำะห์ค่ำควำมแตกต่ำงของ
ค่ำเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) โดยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์
ส้ำเร็จรูป ก้ำหนดให้ 

ปัจจัย A  คือ กลุ่มกำรทดสอบ ได้แก่ 1. กลุ่มควบคุม  2. กลุ่มที่บรรจุเนื อสันนอกสุกรบด 
ในกล่องพลำสติกแล้วหยดน ้ำมันหอมระเหยโหระพำและกระเพรำบนกระดำษกรอง1 แผ่น หยด 
20  ไมโครลิตร ติดไว้บริเวณฝำกล่อง   3. กลุ่มที่บรรจุเนื อสันนอกสุกรบดในกล่องพลำสติกแล้ว
หยดน ้ำมันหอมระเหยโหระพำและกระเพรำบนใช้กระดำษกรอง 2 แผ่น หยดแผ่นละ 10 
ไมโครลิตร  ติดไว้บริเวณฝำกล่อง  
 ปัจจัย B คือ  ระยะเวลำในกำรเก็บรักษำที่อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส  เป็นเวลำ Before , 
After , 1, 3 และ 5 วัน โดย Before  หมำยถึง ก่อนกำรติดแผ่นกระดำษกรองหยดน ้ำมันหอมระเหย
โหระพำบนฝำกล่องพลำสติก   After หมำยถึง หลังกำรติดแผ่นกระดำษกรองหยดน ้ำมันหอม
ระเหยโหระพำบนฝำกล่องพลำสติก 


