
บทที่ 3 

การวิจัยและการดําเนินงาน 
 

3.1  อุปกรณ 
 

     3.1.1  ตัวอยางเนื้อสุกรและแหนม 
เนื้อสุกรและแหนมซื้อจากตลาดหัวตะเข ตลาดหนานคิมอุตสาหกรรมลาดกระบัง ตลาด

พระโขนง ตลาดลานบุญ ตลาดมีนบุรี  รานขายของชํา และซุปเปอรมารเก็ตในกรุงเทพมหานคร 
ชนิดละ 30 ตัวอยาง ระหวางเดือน ส.ค. - ต.ค. พ.ศ. 2548 
  

       3.1.2  เชื้อจุลินทรีย 
            จุลินทรียที่ใชในการทดลองนี้ ไดแก Staphylococcus aureus SAP 17971/05 และ 
Salmonella Rissen SAP 08946/02  ที่แยกไดจากแหนม   Salmonella Typhimurium SAP 08957/02 
แยกไดจากเนือ้สุกรสด   Listeria monocytogenes  DMST 11256,   Yersinia enterocolitica  DMST 
9380, Escherichia coli DMST 4212, Vibrio parahaemolyticus DMST 21243 และ Pseudomonas 
fluorescens DMST 20076  ไดมาจากศูนยเก็บรักษาและรวบรวมสายพันธุจุลินทรียทางการแพทย 
สถาบันวิจัยวทิยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย 
     

       3.1.3  อาหารเลี้ยงเชื้อ สารละลายที่ใชทําเจือจาง และสารเคมี 
 อาหารเลี้ยงเชือ้ที่ใช ไดแก  Tryptic Soy Broth/ Tryptic  Soy Agar (TSB/ TSA, พีเอช 7.3 ± 

0.2, Difco), Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD, พีเอช 7.4 ± 0.2, Difco), Cooked meat 
medium (CM, Mast Diagnostic), Brain Heart Infusion (BHI, พีเอช 7.4 ± 0.2, Difco), Lauryl 
Tryptose Broth (LST, พีเอช 6.8 ± 0.2, Difco), Braid-Parker Agar base (BP, Scharlau), EC 
Medium (EC, พีเอช 6.9 ± 0.2, Difco), Rappaport-Vassiliadis R10 Broth (RV, พีเอช 5.1 ± 0.2, 
Difco), Rappaport-Vassiliadis medium (MSRV, Difco), Tetrathionate broth base (TT, พีเอช 6.4 ± 
0.2, Scharlau), Triple Sugar Iron Agar (TSI, พีเอช 7.4 ± 0.2, Difco), MIL medium (LIM, Difco), 
fluid thioglycolate medium (Merck), Eosin-methylene blue agar (EMB agar, Scharlau), Plate 
Count Agar (PCA), acidified Potato Dextrose Agar (acidified PDA, พีเอช 4.5), MR-VP broth, 
Koser,s citrate broth, Tryptone broth, Modified BHI-EY medium agar (modified BHI, พีเอช 7.6), 
Lactose Broth (LB, พีเอช 6.9 ± 0.2), Brilliant Green Lactose Bile Broth (BGLB)  Mueller Hinton 
broth (MHB, พีเอช 7.3 ± 0.1, Difco) และ Iron milk medium (modified) 
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สารละลายที่ใชทําเจือจางและสารเคมี ไดแก สารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ 0.1 
สารละลายโพแทสเซียมซอรเบต สารละลายโซเดียมอะซิเตต สารละลายโซเดียมแลคเตต  เอทานอล
ความเขมขนรอยละ 95  คริสตัลไวโอเลต แกรมไอโอดนี ซาฟรานินโอ  กรดไฮโดรคลอริกความ
เขมขน 0.1 นอรมัล สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 นอรมัล  

สารเคมีที่ใชในการทดสอบเชื้อ ไดแก สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด ความเขมขน
รอยละ 40   สารละลายแอลฟาแนฟทอล  ครีเอทีน (creatine)  น้ําเลือดกระตาย (rabbit plasma), 
Kovacs, reagent, Voges-Proskauer (VP) reagents และเมทิลเรด (Methyl red)  
 

       3.1.4  เคร่ืองมือ 
เครื่องมือที่ใช  ไดแก  หมอนึ่งฆาเชื้อความดันสูง (Autoclave) บริษัท Tomy รุน SS-325  

เครื่องหมุนเหวี่ยง (Centrifuge) บริษัท Harmle รุน Z383K ตูถายเชื้อ (Laminar air flow) บริษัท 
Astec Microflow รุน ABS 1200  เครื่องตีปน (Stomacher)  เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) 
บริษัท Cyberscan รุน 2000  ตูบมเชื้อ (Incubator) บริษัท Memmert  เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง 
(iEMS Reader MF, Labsystems)  เครื่องวัดคา water activity (aw) Novasina thermoconstanter รุน 
TH 200 และอปุกรณอ่ืนๆที่จาํเปน 
 

3.2  วิธีการทดลอง 
 

3.2.1  การศึกษาคุณภาพทางจุลินทรียของเนื้อสุกรและแหนมที่จําหนายในกรุงเทพมหานคร       
         3.2.1.1  การเก็บตวัอยาง 

  เก็บตัวอยางเนื้อสุกรและแหนม ชนดิละ 30 ตัวอยาง ตวัอยางละ 200 กรัม จากตลาด ราน
ขายของชํา และซุปเปอรมาเก็ต ในกรุงเทพมหานคร แลวนํามาวิเคราะหคุณภาพทางจุลินทรียภายใน 
6 ช่ัวโมง                     
                  3.2.1.2  การวิเคราะหคณุภาพทางจุลินทรียในเนื้อสุกร   
                  ทําการตรวจวิเคราะหจุลินทรยี ที่กําหนดโดยมาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาติ 
มกอช.6000-2547 เกีย่วกบัมาตรฐานเนือ้สุกร โดยสํานักงานมาตรฐานสินคาเกษตรและอาหาร
แหงชาติ กระทรวงเกษตรและสหกรณ ไดแก จํานวนจุลินทรียทั้งหมด แบคทีเรียโคลิฟอรม 
Salmonella spp. และ Staphylococcus aureus โดยใชวิธีการตาม BAM (Bacteriological Analytical 
Manual) Online. 2002 

   3.2.1.3 การวิเคราะหคุณภาพทางจุลินทรียในแหนม 
                  วิเคราะหจุลินทรียที่กําหนดตามมาตรฐานผลิตภัณฑชุมชน มผช. 145/2546 เกี่ยวกบั
มาตรฐานของแหนม โดยสํานักงานมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม กระทรวงอุตสาหกรรม ไดแก 
จํานวนจุลินทรียทั้งหมด ยีสตและรา   Salmonella spp.,   Staphylococcus aureus,   Clostridium 
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perfringens  และ Escherichia coli โดยใชวิธีการตาม BAM (Bacteriological Analytical Manual) 
Online. 2002 

   3.2.1.4  การวัดคาพีเอชและคา water activity (aw) ของเนื้อสุกรและแหนม 
    วัดคาพีเอชของเนื้อสุกรและแหนมดวยเครื่องวัดพีเอช (pH meter)   สวนการวัดคา water  
activity (aw) ของเนื้อสุกรและแหนม ทําไดโดยตัดเนื้อสุกรและแหนมใหเปนชิ้นเล็กๆ ใสลงในตลับ
สําหรับวัดคา aw แลวนําไปวดัคา aw ดวยเครื่องวัด aw 
 

         3.2.2  การศึกษาผลของสารละลายโซเดียมแลคเตต โซเดียมอะซิเตต และโพแทสเซียม 
ซอรเบตตอการยับยั้งการเจรญิของแบคทีเรียตางๆ โดยการหาคาความเขมขนต่ําสุด (Minimum 
Inhibitory Concentration; MIC) ดวยวิธี microtitre plate broth dilution 
                  3.2.2.1  การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย 
                ทําการถายเชื้อแบคทีเรียทั้งหมด 8 ชนิด ไดแก  Staphylococccus aureus, Salmonella 
Typhimurium, Salmonella Rissen, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Pseudomonas 
fluorescens, Vibrio parahaemolyticus และ Escherichia coli ที่เก็บไวที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
ลงในหลอดอาหาร TSA หลอดใหมแตละหลอด  นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง ยกเวน P. fluorescens นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส   จากนัน้ถายเชื้ออีก 2 คร้ัง 
นําไปบมในสภาวะเดิม  แลวเขี่ยเชื้อมาลากบนจานอาหาร TSA ดวยเทคนิคการแยกเชื้อบริสุทธิ์ 
นําไปบมที่สภาวะเดิม จากนั้นเขี่ยเชื้อที่เจริญบนผิวหนาอาหารจํานวน 3-5 โคโลนี ลงในอาหาร 
TSB ปริมาตร 10 มิลลิลิตร   นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง  ยกเวน P. 
fluorescens นาํไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แลวนําไปปนเหวีย่งที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
ดวยความเรว็ 3000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ลางเซลล 2 คร้ังดวยสารละลายเปปโตนความ
เขมขนรอยละ 0.1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และทําใหเซลลอยูในรูปสารแขวนลอยโดยเติมสารละลาย
เปปโตนความเขมขนรอยละ 0.1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตรลงไป จากนัน้นําสารแขวนลอยเซลลของ
แบคทีเรียแตละชนิดไปปรับความขุนใหเทากับความขุนของ McFarland Standard เบอร 2 จะไดเชื้อ
เร่ิมตนที่มีความเขมขนของเซลลประมาณ 107 เซลลตอมิลลิลิตร และตรวจนับจํานวนเซลลเร่ิมตน
ดวยเทคนิค spread plate บนอาหาร TSA นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24  
ช่ัวโมง  

3.2.2.2 การหาคา MIC ของสารละลายโซเดียมแลคเตต โซเดียมอะซิเตต และโพแทสเซียม 
ซอรเบตในสภาวะที่มีคาพเีอชตางๆ   
                การหาคา MIC ของสารละลายเกลือของกรดอินทรีย 3 ชนิด ไดแก โซเดียมแลคเตต 
โซเดียมอะซิเตต และโพแทสเซียมซอรเบต ในอาหาร MHB ที่มีคาพีเอชตางกัน 6 ระดับ คือ 4.5, 
5.0, 5.5, 6.0, 6.5 และ 7.0 ในการยับยั้งแบคทีเรียทั้งหมด 8 ชนิด โดยใชเทคนิคการเจือจางดวยวิธี
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ของ Nanasombat และ Lohasupthawee (2005) โดยปเปตอาหาร MHB ที่แตละคาพีเอชปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ลงในทุกหลุมของ microtiter plate (96 หลุม) จากนั้นปเปตสารละลายเกลือโซเดียม 
แลคเตต ความเขมขน 459 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในหลุมที่ 1 ของแตละ
แถว (แถว A-F) ที่ใสอาหาร MHB ไวแลว  ทําการเจือจาง 2 เทา (two-fold serial dilution) โดยผสม
ใหเขากนัแลวปเปตสารละลายในหลุมขึ้นมา 100 ไมโครลิตร นําไปใสลงในหลุมที่อยูถัดมาตาม
แนวนอน (หลุมที่ 2) แลวผสมใหเขากนักอนจะปเปตไปใสในหลุมตอไป ทําเชนเดียวกันนี้ไปจนถึง
หลุมสุดทาย (หลุมที่ 12) แลวจึงปเปตสารละลายในหลุมสุดทายทิ้งไป 100 ไมโครลิตร ซ่ึงจะทําให
ความเขมขนของสารละลายโซเดียมแลคเตตในแตละหลุมเจือจางลดลง 2 เทา ไปเรื่อยๆจนถึงหลุม
สุดทาย   จากนั้นปเปตสารแขวนลอยของแบคทีเรียแตละชนิด ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ใสลงในทุก
หลุมจะไดระดับความเขมขนของสารละลายโซเดียมแลคเตตเปน 191.25, 95.62, 47.83, 23.92, 
11.96, 5.98, 3.00, 1.50, 0.75, 0.38, 0.19 และ 0.09 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แลวนําไปวัดความขุนกอน
บมดวยเครื่อง microplate reader (iEMS Reader MF, Labsystems) ที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร 
แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง  เมื่อครบเวลานํามาวดัการเจริญของ
เชื้อโดยวดัจากคาความขุนในแตละหลุม        ซ่ึงความเขมขนนอยที่สุดที่ทําใหคาความขุนไมเปลี่ยน 
แปลง แสดงวาไมมีการเจรญิของเชื้อและนั่นคือคา MIC ของสารนั้น สวนการทดลองหาคา MIC 
ของสารละลายโซเดียมอะซิเตต และโพแทสเซียมซอรเบต กท็ําดวยวิธีการเดียวกันนี้แตใช
สารละลายโซเดียมอะซิเตตความเขมขนเริ่มตน 504 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงจะไดระดับความ
เขมขนของสารละลายโซเดียมอะซิเตตเปน 210, 105, 52.5, 26.25, 13.12, 5.57, 3.28, 1.64, 0.82, 
0.41, 0.20, และ 0.10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และใชสารละลายโพแทสเซียมซอรเบตความเขมขน
เร่ิมตน 615.30 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงจะไดระดับความเขมขนของสารละลายโพแทสเซียม 
ซอรเบตเปน 256.34, 128.17, 64.08, 32.04, 16.02, 8.01, 4.00, 2.00, 1.00, 0.50, 0.25 และ 0.12 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
  

         3.2.3  การศึกษาผลของเกลือของกรดอินทรียรวมกับการแชแขง็และการทําใหละลาย  ตอการ

รอดชีวิตของ Salmonella Rissen  และ  Staphylococcus aureus ในเนื้อสุกร          
  3.2.3.1  การเตรียมเนื้อสุกร 
  นําเนื้อสุกร 1 กิโลกรัม มาลางใหสะอาด ใชมีดปลอดเชื้อหั่นเนื้อสุกรใหเปนชิน้เล็กลง 

แลวนําไปลวกในน้ํารอนที่อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 วนิาที (Nissen และคณะ. 2001) 
นํามาผึ่งใหแหงในตูปลอดเชือ้เปนเวลา 30 นาที 

  3.2.3.2  การเตรียมเชื้อ Salmonella Rissen  และ  Staphylococcus aureus 
                ทําการเตรียมเชื้อแบคทีเรียดวยวธีิการเชนเดยีวกับขอ 3.2.2.1   
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                  3.2.3.3  การยับยัง้การเจริญของ Salmonella Rissen  และ  Staphylococcus aureus โดย
ใชสารละลายเกลือของกรดอินทรียรวมกับการแชแข็งและการทําใหละลาย 
                  นําเนื้อสุกรที่เตรียมไวสวนหนึง่นํามาเติมสารแขวนลอยของเชื้อ S. Rissen และอีกสวน
หนึ่งนํามาเติมสารแขวนลอยของเชื้อ S. aureus เพื่อใหเชื้อมีความเขมขนของเซลลเร่ิมตนประมาณ 
107 เซลลตอกรัม ตามวิธีการของ Jung และ Beuchat (1999) จากนั้นทําการทดลองเพื่อเปรียบเทยีบ
การอยูรอดของเชื้อทั้งสองชนิดในเนื้อสุกรที่ผานการเติมเกลือของกรดอินทรียตางชนดิกันจํานวน 3 
ชนิด รวมทั้งในเนื้อสุกรที่ไมมีการเติมเกลอืชนิดใดๆ (ชุดควบคุม) และผานการแชแข็งและการทํา
ใหละลาย โดยในขัน้ตอนการทดลองไดแบงเนื้อสุกรที่เติมเชื้อแบคทีเรียแตละชนดิออกเปน 4 
สวนยอย นําแตละสวนมาเตมิสารละลายเกลือของกรดอินทรียชนิดตางๆ ซ่ึงมีความเขมขนเทากับคา
ความเขมขนต่าํสุด (MIC) ของเกลือชนิดนัน้ ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อชนิดทีเ่ติมลงไป  เมื่อ
พีเอชเทากับ 5.5 ที่ไดจากขอ 3.2.2.2  ดังนี ้สวนที่ 1) เติมสารละลายโซเดียมแลคเตต     สวนที่ 2) 
เติมสารละลายโซเดียมอะซิเตต     สวนที ่3) เติมสารละลายโพแทสเซียมซอรเบต และสวนที่ 4) ชุด
ควบคุม ไมมีการเติมสารละลายเกลือของกรดอินทรีย        แลวตรวจหาจาํนวนเซลลที่มีชีวิตของเชื้อ 
จุลินทรียกอโรคที่เติม (S. Rissen หรือ S. aureus) ในเนื้อสุกรทั้ง 4 สวน กอนนําไปแชแข็ง จากนัน้
นําเนื้อสุกรไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -23 ± 2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง แลวนาํออกมาทําให
ละลายอยางชาที่อุณหภูมิ 5 ± 2 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง และตรวจนบัจํานวนเซลล
ทั้งหมด (เซลลแข็งแรงและเซลลบาดเจ็บ) ของ S. Rissen  และ S. aureus ที่มีชีวิตดวยเทคนิค spread 
plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA และจํานวนเซลลแข็งแรงของ S. Rissen  บนอาหารเลี้ยงเชื้อ XLD  
และเซลลแข็งแรงของ S. aureus บนอาหารเลี้ยงเชื้อ BPA หลังผานการแชแข็งนาน 12, 24, 48 และ 
72 ช่ัวโมง ทําการทดลองทั้งหมด 3 ซํ้า คํานวณหาปริมาณเซลลที่รอดชีวิตทั้งหมด โดยปริมาณเซลล
ที่รอดชีวิตรอยละ 100 แทนจํานวนเซลลทั้งหมดในเนื้อสุกรกอนการเตมิเกลือของกรดอินทรีย การ
แชแข็ง และทาํใหละลาย รวมท้ังคํานวณหาปริมาณเซลลบาดเจ็บและเซลลตายของ S. Rissen  และ  
S. aureus  การคํานวณทําไดดังนี ้
 
  ปริมาณเซลลที่รอดชีวิตทั้งหมด (รอยละ) = จํานวนโคโลนีบน TSA หลังแชแข็ง   × 100 
                                                                                จํานวนโคโลนีบน TSA กอนแชแข็ง 
  ปริมาณเซลลบาดเจ็บ (รอยละ) = จํานวนโคโลนีบน TSA - จํานวนโคโลนีบน XLD  × 100 
                                                                                                          หรือ BPA 
                                                                                    จํานวนโคโลนีบน TSA 
  ปริมาณเซลลที่ตาย (รอยละ) = จํานวนโคโลนีบน TSA - จํานวนโคโลนีบน TSA 
                                                         (กอนแชแข็ง)                       (หลังแชแข็ง)           × 100                                          
                                                           จํานวนโคโลนีบน TSA กอนแชแข็ง 
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                3.2.3.4  การวิเคราะหผลการทดลองทางสถิติ 
                วางแผนการทดลองแบบ CRD และนําขอมูลที่ไดจากการทดลองทั้ง 3 ซํ้า มาวิเคราะหทาง
สถิติโดยใชโปรแกรม SPSS และปริมาณจลิุนทรีย (โคโลนีตอกรัม) นาํมาแปลงเปนคารอยละ กอน
นําไปวิเคราะหทางสถิติ และเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan Multiple Range Test  
 


