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บทคัดยอ 
  

 จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณภาพของหมึกกลวย (Photololigo duvaucelii) 
และหมึกกระดอง (Sepia aculeata) ที่เก็บรักษาในน้ําแข็งเปนเวลา 16 วัน พบวา ปริมาณดางทีร่ะเหย
ไดทั้งหมด แอมโมเนีย และปริมาณน้ําที่ออกจากกลามเนื้อเพิ่มขึ้นตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 
(p<0.05) ปริมาณไตรเมทิลเอมีนของหมึกกลวยและหมึกกระดองเพิ่มขึ้นหลังจากวันที่ 10 และวันที่ 
8 ของการเก็บรักษาในน้ําแข็ง ตามลําดับ ปริมาณจุลินทรียทั้งหมดและจุลินทรียที่ชอบอุณหภูมิต่ํา
เพิ่มขึ้น อยางไรก็ตามเมื่อส้ินสุดการเก็บรักษามีปริมาณจุลินทรียต่ํากวา 106 cfu ตอกรัมตัวอยาง     
คาความสวาง (L*) ของหมึกทั้งสองชนิดลดลง (p<0.05) คาสีแดง (a*) มีคาเพิ่มขึ้น (p<0.05) โดย
หมึกกลวยมีคาสูงกวาหมึกกระดอง แสดงใหเห็นวามีการยอมติดสีแดงเพิ่มขึ้นบนเนื้อหมึกกลวย   
คาสีเหลือง (b*) ของหมึกกลวยลดลง สวนหมึกกระดองมีการเปลี่ยนแปลงเพิ่มขึ้นเล็กนอย (p<0.05) 
นอกจากนี้การเก็บรักษาในน้ําแข็งมีผลทําใหคาแรงเฉือนของหมึกทั้งสองชนิดแบบสดและแบบตม
มีคาลดลง (p<0.05) เนื่องจากเกิดการยอยสลายของโปรตีนไมโอซินเสนหนัก ดังแสดงจาก sodium 
dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) และปริมาณเพปไทดที่ละลายได
ในกรดไตรคลอโรอะซิติกที่เพิ่มขึ้น (p<0.05) รวมทั้งการเปลี่ยนแปลงโครงสรางทางจุลภาคแสดง
ใหเห็นการคลายตัวและเกิดชองวางของเสนใยกลามเนื้อ รวมทั้งไมปรากฏโครงขายเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน 
คะแนนจากการทดสอบทางประสาทสัมผัสโดยวิธี quality index method (QIM) มีคาเพิ่มขึ้น ขณะที่
คุณภาพโดยรวมมีคะแนนลดลง (p<0.05) โดยพบวาหมึกทั้งสองชนิดมีอายุการเก็บรักษา 6 วัน การ
เปลี่ยนแปลงของปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อ มีความสัมพันธกับการทดสอบทางประสาท
สัมผัสมากที่สุด (p<0.05) และสามารถเปนดัชนีความสดของหมึกกลวยและหมึกกระดองที่เก็บ

รักษาในน้ําแข็ง (α=0.01) 
 จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของหมึกกลวยและหมึกกระดองในระหวางการ 
เก็บรักษาโดยวิธีแชเยือกแข็งที่ อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 6 เดือน พบวา 
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คา  thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) ของหมึกทั้งสองชนิดมีคาเพิ่มขึ้น เมื่อ
ระยะเวลาการเก็บรักษานานขึ้น (p<0.05) โดยวิธีการแชเยือกแข็งแบบลมเย็นมีการเปลี่ยนแปลงสูง
กวาแบบแผนสัมผัส (p<0.05) ระหวางการเก็บรักษา คาการละลายโปรตีนของหมึกกระดองไม
แตกตางกัน (p>0.05) ขณะที่คาการละลายโปรตีนในสารละลายโพแทสเซียมคลอไรด (KCl) เขมขน 
0.6 โมลารของหมึกกลวยมีคาลดลงสอดคลองกับการเพิ่มขึ้นของคาฟอรมัลดีไฮด (p<0.05) แสดง
ใหเห็นวาเมื่อเก็บรักษาหมึกกลวยระยะเวลานานขึ้นมีผลทําใหโปรตีนเสียสภาพมากขึ้น ตลอดจน
เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางทางจุลภาคโดยเสนใยกลามเนื้อของหมึกทั้งสองชนิดเริ่มคลายเกรียว
และเกิดชองวางระหวางเสนใยกลามเนื้อหลังจาก 2 เดือนของการเก็บรักษา คาปริมาณน้ําอิสระ 
ปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อและการสูญเสียน้ําหนักหลังจากทําใหสุกเพิ่มสูงขึ้น (p<0.05) 
คาแรงเฉือนของหมึกทั้งสองชนิดหลังจากการเก็บรักษามีคาเพิ่มขึ้น (p<0.05) คา L* ของหมึกทั้ง
สองชนิดลดลง (p<0.05) ขณะที่คา a* และ b* มีคาเพิ่มขึ้น (p<0.05) โดยไมขึ้นกับวิธีการแชเยือก
แข็ง คะแนนจากการทดสอบทางประสาทสัมผัสโดยวิธี QIM มีคาเพิ่มขึ้น ขณะที่คุณภาพโดยรวมมี
คะแนนลดลงตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา (p<0.05) โดยหมึกทั้งสองชนิดมีคะแนนระดับไม
ยอมรับหลังเก็บรักษา 3 เดือน อยางไรก็ตามตัวอยางที่เก็บเปนระยะเวลา 6 เดือนมีคะแนนไมถึง
ระดับปฏิเสธ การเปลี่ยนแปลงของคาฟอรมัลดีไฮดมีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธสูงสุดกับการ
ทดสอบโดยการใหคะแนน QIM และคุณภาพโดยรวม (p<0.05) ดังนั้น คาดังกลาวจึงเปนดัชนีที่
เหมาะสมสําหรับเปนดัชนีคุณภาพของหมึกทั้งสองชนิดในระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 

องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 6 เดือน (α=0.01) 
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ABSTRACT 
 
 Changes in the quality of squid (Photololigo duvaucelii) and cuttlefish (Sepia 
aculeata) during iced storage of 16 days were studied. Total volatile basic nitrogen (TVBN), 
ammonia and expressible drip were increased as storage time increased (p<0.05). Trimethylamine 
(TMA) was markedly increased after 10 and 8 days of storage in squid and cuttlefish, 
respectively. Both of total viable counts (TVC) and psychrophilic bacteria count increased as the 
storage time increased. However, those of both species were below 106 cfu/g of muscle after 16 
days of storage. The lightness (L*) values of both species were decreased during storage 
(p<0.05). However, the redness (a*) values of both species were increased during storage 
(p<0.05), and that of squid was higher than that of cuttlefish. Increase in redness suggested 
staining of pigments on the mantle. The yellowness (b*) values of squid was decreased, which 
that of cuttlefish was slightly increased (p<0.05). In addition, shear force of raw and cooked 
samples decreased as storage time increases (p<0.05). This was due to degradation of myosin 
heavy chain as shown by sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
and an increase in trichloroacetic acid (TCA)-soluble peptide content (p<0.05). Muscle 
deterioration was also revealed by scanning electron microscope (SEM), where the initial 
compact structure was loosened and the connective tissue disappeared during storage. Sensory 
evaluation revealed that quality index method (QIM) score increased, while overall quality 
decreased throughout the storage (p<0.05). According to overall quality score, shelf-life of both 
species were estimated to be 6 days. The changes in expressible drip were highly correlated with 
the sensory evaluation (p<0.05), that could be appropriate indicator of freshness of squid and 

cuttlefish stored in ice (α=0.01). 
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 Quality changes of squid and cuttlefish frozen under air-blast freezing and 
contact plate freezing during storage at -18°C were investigated for 6 months. Thiobarbituric acid 
reactive substances (TBARS) of squid and cuttlefish were increased throughout storage (p<0.05). 
During frozen storage, no significant differences of protein solubility of cuttlefish was observed 
(p<0.05). However, protein solubility in 0.6 M KCl of squid decreased in association with the 
increased formaldehyde (FA) content, indicating protein denaturation during extended storage 
(p<0.05). Microstructure showed that the muscle fibers of both species were loosened and the 
gaps were formed between muscle bundles after frozen storage for 2 months. Regardless of 
freezing method, free drip, expressible drip and cooking loss increased continuously with the 
increasing time of frozen storage (p<0.05). In addition, the increase in shear force of both samples 
was observed during storage (p<0.05). L* values decreased, whereas a* and b* values decreased 
with the extended frozen storage (p<0.05). Sensory evaluation revealed that QIM score increased, 
while overall quality decreased throughout the storage. The overall quality score of both species 
was unacceptable after 3 months. The changes in FA were highly correlated with QIM and overall 
quality score (p<0.05), that could be appropriate indicators of quality of squid and cuttlefish 

during storage at -18°C for 6 months (α=0.01). 
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บทที่ 1 

    บทนํา 

บทนําตนเรื่อง 

การสงออกหมึกของประเทศไทยเปนสวนสําคัญในการสรางรายไดกับประเทศ 
โดยมีการสงออกไปญี่ปุนเปนอันดับ 1 ในชวงป 2552 มีปริมาณ 18,361.81 ตัน มูลคา 2,692.48 พัน
บาท  ตลาดสงออกที่สําคัญ คือ อิตาลี ญี่ปุน สหรัฐอเมริกา จีนและสเปน (อําพร เลาวพงษ, 2552) 
ความสดของหมึกมีความสําคัญมากตอคุณภาพและการกําหนดมูลคาของผลิตภัณฑ โดยเฉพาะ
ผลิตภัณฑที่ตองการความสดสูง เชน ซาซิมิแชเยือกแข็ง ซ่ึงเปนผลิตภัณฑของญี่ปุนที่ผูบริโภคนําไป
บริโภคสด อุตสาหกรรมการแปรรูปหมึกมักประสบปญหาการเปลี่ยนแปลงคุณภาพของหมึกที่
รวดเร็วระหวางการเก็บรักษา โดยหมึกจะเปลี่ยนจากสีเขมเปนสีจางภายใน 1 ช่ัวโมงหลังจากการ
ตาย และในหมึกกระดองมักเกิดปฏิกิริยาของไขมันกับออกซิเจน ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงสีของ
เนื้อหมึกกระดองเปนสีเหลือง เนื่องจากปฏิกิริยาการเกิดสีน้ําตาลโดยไมอาศัยเอนไซม ระหวาง
ไขมันที่เกิดการออกซิเดชั่นกับหมูเอมีนในองคประกอบของฟอสโฟลิปด หรือหมูเอมีนของโปรตีน 
(Thanonkaew et al., 2008) รวมทั้งการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนเนื่องจากกิจกรรมของเอนไซม     
โปรติเนส ทําใหไมเปนที่ตองการของผูบริโภค ปจจุบันการตรวจสอบคุณภาพของหมึกที่นําไปใช
เปนวัตถุดิบในการแปรรูปในโรงงานอุตสาหกรรมยังไมมีวิธีการที่สะดวกและถูกตองแมนยําแต
อาศัยความชํานาญเฉพาะบุคคล ทําใหผลการตรวจสอบคุณภาพของหมึกไมแนนอน 

จากการศึกษาขอมูลการวิจัยเบื้องตนเกี่ยวกับการตรวจคุณภาพหมึก พบวามี
การศึกษาดัชนีความสดของหมึกในตางประเทศ ไดแก หมึกกระดอง (Sepia pharaonis) หมึกสาย 
(Octopus vulgaris) และหมึกกลวย (Loligo plei) ของประเทศสเปน โดยการใชดัชนีความสดที่มีผูศึกษา
มาแลวจํากัดสําหรับในการตรวจสอบคุณภาพหมึกเฉพาะบางสายพันธุเทานั้น (Vaz-Pires and 
Seixas, 2006) สําหรับประเทศไทยยังไมมีการศึกษาขอมูลดังกลาว ดังนั้นเปาหมายของการศึกษาใน
คร้ังนี้เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณภาพหรือความสดของหมึกทั้งที่เก็บรักษาตามแบบที่โรงงาน
อุตสาหกรรมปฏิบัติ ไดแก การเก็บรักษาในน้ําแข็ง และแบบแชเยือกแข็ง ในดานเคมี ดานจุลินทรีย 
และทางกายภาพ เพื่อหาความสัมพันธของปจจัยคุณภาพที่มีความใกลเคียงกับการเปลี่ยนแปลง
คุณภาพทางประสาทสัมผัส ซ่ึงถือวาเปนวิธีที่สําคัญที่สุดในการประเมินความสดของผลิตภัณฑ
ประมง (Vaz-Pires and Seixas, 2006) เพื่อสามารถตรวจสอบคุณภาพหรือความสดของหมึกได
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โดยสะดวก รวดเร็ว และถูกตองแมนยํา ใหไดวัตถุดิบที่มีคุณภาพในการนําไปแปรรูปเพื่อเพิ่ม
ศักยภาพในการสงออกของอุตสาหกรรมอาหารทะเลของไทยตอไป 

การตรวจเอกสาร  

 1. ลักษณะทางกายภาพและชีวภาพของหมึก 

หมึกเปนสัตวทะเลที่ไมมีกระดูกสันหลังจัดอยูในไฟลัม mollusca คลาส 
Cephalopods และซับคลาส Coleodides มีทั้งหมด 3 ชนิด คือ หมึกกลวย หมึกกระดองและหมึกสาย 
โครงสรางพื้นฐานภายนอกของหมึกกลวย โดยทั่วไปมีองคประกอบสวนใหญ คือ ลําตัว (mantle) มี
รูปรางเปนรูปกรวย และบริเวณสวนทายมีครีบ (fin) ผิวหนังบริเวณหลังมีเม็ดสี (chromatophores) 
มากกวาสวนทอง หมึกกลวยมีหนวดทั้งหมด 5 คู โดยบนหนวดจะมีปุมที่เรียกวา sucker หนวด
บริเวณหลังมี 1 คู คือ หนวดคูที่ 1 ดานซายและขวา (left arm I and right arm I) ถัดมาเปนหนวดที่
อยูสวนทองเรียงตามลําดับ คือ หนวดคูที่ 2 (left-right arm II) คูที่ 3 (arm III) หนวดที่ยาวที่สุด
เรียกวา tentacle และหนวดคูที่ 4 (arm IV) บริเวณใตหนวดคูที่ 4 จะมีชองวางที่เรียกวา funnel 
(Figure 1) (Hanabe et al., 1989) สายพันธุหมึกกลวยที่พบในประเทศไทย ไดแก L. chinensis และ 
L. duvauceli (กรมประมง, 2552) โดยสายพันธุ Photololigo duvauceli (หมึกกลวยอินเดียหรือ 
Indian squid) เปนหมึกที่พบมากและใชเปนวัตถุดิบสวนใหญในโรงงานอุตสาหกรรม ลักษณะ
โดยทั่วไป คือ รูปรางยาวเรียว ลํา ตัวกลม ครีบเปนสามเหลี่ยมอยูดานทาย ลําตัวมีกระดองใส
เหมือนแผนพลาสติก วงแหวนของปุมดูดอันใหญบนมือ มีฟนรูปกรวยแหลม ยาวอยูรอบวง 14-17 
ซ่ีไมมีฟนเล็กสลับวงแหวนของปุมดูดบนแขนคูที่ 3 เปนฟนตัดซี่ใหญ (Figure 3 (right)) (สถาบัน
อาหาร, 2543; กรมประมง, 2550) โครงสรางพื้นฐานภายนอกของหมึกกระดอง โดยทั่วไป คือ 
หนวดสั้นทั้งหมด 8 เสน และมีหนวดยาวที่สุดเรียกวา tentacle ซ่ึงหมึกกระดองจะใช tentacle ใน
การจับเหยื่อ ลําตัวจะปอมส้ันกวาหมึกกลวย (Figure 2) (Ross, 2005) สายพันธุหมึกกระดองที่พบ
ในประเทศไทย ไดแก Sepioteuthis lessoniana, Sepia brevimana, S. recurvirosta, S. pharaonis, 
Sepiella inermis และ Sepia aculeata (กรมประมง, 2552) โดยหมึกกระดอง Sepia aculeate 
(Needle cuttlefish) เปนหมึกที่พบมากและใชเปนวัตถุดิบสวนใหญในโรงงานอุตสาหกรรม 
ลักษณะโดยทั่วไป คือ มีรูปรางเรียวยาว ปุมดูดมีขนาดเล็กเกือบเทาๆ กันใน เพศผูมี 10 – 12 ปุม 
ตามแนวขวาง เพศเมียมี 13 – 14 ปุม กระดองแข็งรูปไข ไมมีรองตรงกลาง ขอบในทางสวนทายของ
กระดอง เปนรูปแคบโคงนูน เพศผูแขนสําหรับผสมพันธุคูที่ 4 ขางซาย ปุมดูดแถวที่ 4 – 10 นับจาก
โคนแขน ขึ้นมามีขนาดเล็ก ดานบนใกลๆ ขอบแขนเปนหลุมกลม สีดานหลังของลําตัวมีสีเทาดํา 
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เพศผูมีลายเปนทางสีจางพาดขวางลําตัว ความยาวตัวสูงสุด 23 เซนติเมตร (Figure 3 (left)) พบ
แพรกระจายในอาวไทย มหาสมุทรอินเดีย และแปซิฟกตั้งแตตอนใตของอินเดียถึงทะเลจีนใต และ
ทะเลจีนตะวันออก ตลอดเหนือถึงใตของญี่ปุน (สถานีประมงทะเลจังหวัดสตูล, 2553)  

 

Figure 1. Structure of squid 
ที่มา: Hanabe และคณะ (1989) 
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Figure 2. Structure of cuttlefish 
ที่มา: Wikipedia (2004) 
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Figure 3. Physiology of cuttlefish: Sepia aculeate (life) and squid: Photololigo duvauceli (right) 
ที่มา: กรมประมง (2552) 

เนื้อสวนลําตัวของหมึกประกอบดวยช้ันเนื้อเยื่อจํานวน 5 ช้ัน ช้ันกลางเปนชั้นที่มี
ความหนามากที่สุด (ประมาณรอยละ 98 ของความหนาทั้งหมด) โดยประกอบดวยแผนของเสนใย
กลามเนื้อหลายแผนเรียงซอนกัน เสนใยกลามเนื้อประกอบดวยไมโอไฟบริลจํานวนมาก บริเวณ
ตรงกลางของเสนใยกลามเนื้อ ประกอบดวย ซารโคพลาสซึม ไมโทคอนเดรีย และนิวคลีไอ ปกติ
เสนใยกลามเนื้อมีเสนผาศูนยกลางโดยเฉลี่ยประมาณ 3.5 ไมครอน ช้ันของเสนใยกลามเนื้ออยู
ระหวางชั้นของเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน 2 ช้ัน คือ outer tunic และ inner tunic สวนของ outer tunic 
ประกอบดวยเสนใยของคอลลาเจนจะอยูติดกับ outer lining ซ่ึงมีเนื้อเยื่อเกี่ยวพันเปนองคประกอบ
และอยูติดกับผิวหนัง สําหรับ inner tunic ซ่ึงมีการจับตัวของเสนใยหลวมๆ จะถูกปกคลุมดวย 
visceral lining (Figure 4) (สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548)  

  
Figure 4. Artist’s rendition of squid mantle. 
ที่มา:  Otwell และ Hamann (1979) 
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2. องคประกอบทางเคมีของเนื้อหมึก 

 องคประกอบหลักทางเคมีของหมึกประกอบดวย น้ํา โปรตีน และไขมัน โดย
องคประกอบดังกลาวมีประมาณรอยละ 98 ของน้ําหนักเนื้อทั้งหมด ดัง Table 1 องคประกอบ
เหลานี้มีผลตอ สมบัติเชิงหนาที่ คุณภาพดานประสาทสัมผัสและอายุเก็บรักษา สําหรับองคประกอบ
อ่ืนๆ เชน คารโบไฮเดรต วิตามิน และเกลือแรมีปริมาณนอยมีความสําคัญตอกล่ินรสมากกวาคุณคา
ทางโภชนาการ (มัทนา แสงจินดาวงษ, 2548) 

ความแตกตางขององคประกอบทางเคมีจะขึ้นอยูกับเพศ ขนาดและฤดูวางไข โดย
ในชวงเดือนเมษายน (กอนฤดูวางไข) จะมีองคประกอบของน้ําในกลามเนื้อนอยกวาแตมีปริมาณ
โปรตีนมากกวาหมึกในชวงเดือนมิถุนายน (หลังฤดูวางไข) (Hanabe et al., 1989)  

 

Table 1. Chemical composition of cuttlefish (Sepia aculeate) and squid (Photololigo duvauceli) 
 

Wet basis (%) 
Cephalopods 

Moisture content Protein Fat Fiber Ash 

Squid 75.96 20.21 0.69 0.36 1.44 

Cuttlefish 78.10 18.81 0.84 0.37 1.36 

ที่มา:  กรมประมง (2552) 
 
2.1 น้ํา 

กลามเนื้อของหมึกประกอบดวยน้ํารอยละ 75-80 น้ํามีบทบาทสําคัญในการละลาย
สารอินทรียและอนินทรียสําหรับปฏิกิริยาทางชีวเคมี และมีสวนรวมในปฏิกิริยาตางๆ ซ่ึงการจับน้ํา
ของโปรตีน (hydration) มีผลตอลักษณะเนื้อสัมผัสและความฉ่ําน้ําของเนื้อ (juiciness) (Hanabe et 
al., 1989)   

2.2 โปรตีน 
ปริมาณโปรตีนในกลามเนื้อหมึกแตละชนิดจะมีปริมาณแตกตางกันไป โดย

กลามเนื้อของหมึกกลวยสายพันธุ Illex coindetii และสายพันธุ Photololigo duvauceli ประกอบดวย
โปรตีนรอยละ 18-20 และ 20.21 ตามลําดับ หมึกกระดองสายพันธุ Sepia pharaonis และ Sepia 
aculeate ประกอบดวยโปรตีนรอยละ 14.91 และ 18.81 ตามลําดับและหมึกสายสายพันธุ Octopus 
vulgaris ประกอบดวยโปรตีน รอยละ 16 (Vaz-Pires and Barbosa, 2004; Vaz-Pires and Barbosa, 
2006; Thanonkaew et al., 2006a; กรมประมง, 2552) โดยโปรตีนแตละชนิดจะมีหนาที่แตกตางกัน
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ไป ปริมาณและสัดสวนของโปรตีนแตละกลุมจะแตกตางกันขึ้นกับอายุ เพศ และการเคลื่อนไหว
ของรางกายของหมึก (Okuzumi and Fujii, 2000) โดยทั่วไปสามารถจําแนกโปรตีนที่สําคัญในสัตว
น้ําได 3 ประเภท คือ  
 2.2.1 โปรตีนไมโอไฟบริล (myofibrillar proteins)  

โปรตีนไมโอไฟบริลมีความสําคัญตอการเคลื่อนที่ และมีบทบาทตอการยืดหดของ
กลามเนื้อ นอกจากนี้มีความสําคัญตอการอุมน้ําของเนื้อ และความสามารถในการเกิดเจล 
(สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548) โปรตีนไมโอไฟบริลสามารถสกัดไดดวยสารละลายเกลือที่มีคา     
ความแรงไอออนมากกวา 0.15 แตไมละลายในน้ํา โดยทั่วไปเนื้อสัตวน้ําประกอบดวยโปรตีน               
ไมโอไฟบริลอยูรอยละ 40-60 ของโปรตีนทั้งหมด หมึกกลวยจะมีโปรตีนไมโอไฟบริลเปนสวน
ใหญประมาณรอยละ 77-85 ซ่ึงมากกวาสัตวน้ําชนิดอ่ืน (Okuzumi and Fujii, 2000) สวนหมึก
กระดองจะมีโปรตีนไมโอไฟบริลเปนสวนใหญประมาณรอยละ 58 (Thanonkaew et al., 2006a) 
โปรตีนไมโอไฟบริลประกอบดวย 
 2.2.1.1 ฟลาเมนทเสนหนา (thick filament) 

ฟลาเมนทเสนหนาในหมึกประกอบดวยโปรตีนแกนที่เรียกวา พาราไมโอซิน และ
ลอมรอบดวยไมโอซินที่มีโครงสรางเปนเกลียว ทําใหฟลาเมนทมีความยาวและหนามากกวาสัตวที่
มีกระดูกสันหลัง และเปนโครงสรางที่เปนลักษณะเฉพาะของหมึก (Okuzumi and Fujii, 2000)      
ฟลาเมนทเสนหนา (thick filament) ประกอบดวยไมโอซินเปนองคประกอบสําคัญปริมาณรอยละ 
45 และพาราไมโอซินซึ่งเปนโปรตีนที่พบเฉพาะสัตวไมมีกระดูกสันหลังมีประมาณรอยละ 14 ของ
โปรตีนไมโอไฟบริล โปรตีนไมโอซินมีสวนในการควบคุมการหดตัวของกลามเนื้อของสัตว
จํ าพวกมอลลัส  และมีบทบาทสํ าคัญในการควบคุมการทํ า ง านของกล าม เนื้ อ เ รี ยบ               
(สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548)  

2.2.1.2 ฟลาเมนทเสนบาง (thin filament) 
 ฟลาเมนทเสนบาง (thin filament) หรือ แอกติน (actin) มีปริมาณรอยละ 20 ของ
โปรตีนไมโอไฟบริล มีรูปรางคลายเม็ดถ่ัว 2 เม็ดที่มีขนาดเทากันเรียงตอกัน โมโนเมอรของแอกติน 
เรียกวา globular actin หรือ จี-แอกติน (G-actin) เมื่อจี-แอกตินเรียงตอกันตามยาวเปนโครงสราง
แบบ double-helical structure เรียกวา fibrous actin หรือ แอฟ-แอกติน (F-actin) มีน้ําหนักโมเลกุล
ประมาณ 4,200-48,000 ดาลตัน ฟลาเมนทของแอฟ-แอกติน สามารถมีอันตรกิริยากับสวนหัวของ
ไมโอซิน (สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548) 
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 2.2.2 โปรตีนซารโคพลาสมกิ (sarcoplasmic proteins) 
หมึกกลวยมีโปรตีนซารโคพลาสมิกปริมาณรอยละ 12-20 ของโปรตีนทั้งหมด 

โปรตีนดังกลาวละลายน้ําหรือสารละลายเกลือที่มีความเขมขนต่ํา (นอยกวา 50 มิลลิโมลาร) โปรตีน
ชนิดนี้ (Kijowski, 2001) ไดแก 

2.2.2.1 เอนไซม เอนไซมสําคัญที่มีผลกับคุณภาพสัตวน้ํา คือ ไฮโดรเลส (hydrolase) 
ออกซิโดริดักเตส (oxidoreductase) และทรานสเฟอเรส (transferase) (สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548) 
โดยไฮโดรเลส (hydrolase) เปนกลุมเอนไซมที่สําคัญตอการเปลี่ยนแปลงภายหลังการตายของสัตว
น้ํา เชน เอนไซมโปรตีเนส เพปทิเดส ไลเพส ฟอสโฟไลเพส และไกลโคเจนไฮโดรเลส Dublan-Garcia 
และคณะ (2005) พบวา เอนไซมโปรตีเนสในกลามเนื้อหมึกกลวย (Giant squid, Dosidicus gigas) มี
กิจกรรมสูงสุดที่พีเอชในชวงกรด 2.7-3.1 และพีเอชในชวงดาง 6.1-7.6 เอนไซมเหลานี้จัดอยูใน
กลุมของซีรีน ซีสเตอีน และเมททัลโลโปรติเนส มีบทบาททําใหหมึกกลวยมีคุณภาพลดลง ใน
ระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยอัตราการยอยสลายจะขึ้นกับปจจัยตางๆ 
ไดแก สายพันธุของหมึก ขนาด ระยะการเจริญเติบโต อาหาร วิธีการจับ และอุณหภูมิการเก็บรักษา 
สงผลใหเกิดการยอยของโปรตีนไมโอซินเสนหนัก ปรากฏจากการตรวจสอบรูปแบบโปรตีนดวย
วิธี Sodium Dodesyl Sulfate – Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) กอใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงของเนื้อสัมผัส มีผลทําใหความสามารถในการอุมน้ําของโปรตีนและการเกิดเจลลดลง 
Ebina และคณะ (1995) พบวา Trypsin-like proteinase ของหมึกกลวย (spear squid) มีกิจกรรม
สูงสุดที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ที่พีเอชเปนกลาง และมีกิจกรรมสูงขึ้นเมื่อเติมโซเดียมคลอไรด 
เอนไซมดังกลาวมีบทบาทสําคัญตอการยอยสลายไมโอซินเสนหนัก และสงผลตอเนื้อสัมผัสของ
เจลที่เหนี่ยวนําดวยความรอนมีคาลดลง An และคณะ (1998) พบวากิจกรรมของเอนไซม             
โปรติเนสของหมึกกลวย สวนใหญจะทํางานในชวงพีเอชเปนกรด ที่อุณหภูมิ 35-40 องศาเซลเซียส 
เอนไซมโปรติเนสจากหมึกกลวยมีกิจกรรมแตกตางกันในแตละสายพันธุ ดังนี้ Illex illecebrous จะ
มีกิจกรรมสูงสุดที่พีเอช 2.6 และสําหรับ Loligo pealei มีกิจกรรมสูงสุดที่พีเอช 3.6 จะมีกิจกรรม
ต่ําสุดที่พีเอชเปนดาง โดยเอนไซมโปรติเนสที่มีบทบาทในหมึกกลวยดังกลาว คือ Cathepsin D และ 
E (Leblanc and Gill, 1982 อางโดย An et al., 1998) สวนในหมึกสาย (Octopus vulgaris) มีกิจกรรม
สูงสุดที่พีเอช 2.5 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส (An et al., 1998) 

2.2.2.2 โปรตีนเม็ดสี โดยทั่วไปจะไมพบฮีโมโกลบินในสัตวจําพวกครัสเตเซีย และ
มอลลัส แตจะพบโปรตีนที่ประกอบดวยทองแดงเรียกวา ฮีโมไซยานิน เปนรงควัตถุหลักซึ่งสามารถ
เปลี่ยนแปลงและกอใหเกิดปญหาดานสีของผลิตภัณฑ (สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548) 
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หมึกมีถุงเม็ดสี (chromatophores) กระจายอยูทั่วไปบนผิวช้ันนอกของอิพิเดอรมีส 
(epidermis) ในแตละถุงเม็ดสีจะประกอบดวย ถุงเม็ดสีเดี่ยวๆ หลายถุงอยูภายใน โดยเม็ดสีจะบรรจุ
อยูในถุง (sac) ที่มีความยืดหยุน ที่เรียกวา cytoelastic sacculus เม็ดสีในหมึกจะประกอบดวยสีตางๆ 
ไดแก สีน้ําตาล  สีดํา สีมวง สีเหลือง สีน้ําเงิน สีสม และสีแดง ในการเปลี่ยนสีของหมึกเกิดจากการ
ยืดและหดตัวของถุงเม็ดสีในหมึก การยืดและหดตัวของถุงเม็ดสีเกิดจากการควบคุมของระบบ
ประสาท เมื่อเซลลประสาทถูกกระตุนจะทําใหเม็ดสีหดตัว ทําใหสีของหมึกเปลี่ยนแปลง (Richard 
et al., 2003) 

 
Figure 5. Muscle pigment of cephalopod  
ที่มา:  Richard และคณะ (2003) 
  
 ชนิดของเม็ดสี (pigment) ของหมึกกลวยประกอบดวย (Hanabe et al., 1989) 

1.  โอมโมโครม (Ommochrome) 
โอมโมโครม ประกอบดวยสีเหลือง  สีสม และสีมวง อยูบนผิวสวนลําตัวบน 

หนวด หัว ครีบของหมึกและโดยเฉพาะสวนหลังของลําตัว ทริพโตเฟนเปนองคประกอบสวนหนึ่ง
ของโอมโมโครม สามารถแบงออกเปน โอมมาติน (ommatin) ซ่ึงมีโมเลกุลเล็ก และมีความเปนดาง
ต่ํา สวนโอมมินจะมีโมเลกุลใหญและมีความเปนดางสูง 

2.  พีทีริน (Pterin) 
พีทีรินอยูบนชั้นของอิพิเดอรมิส  และจะพบอยูในรูปแซนโธพีทิริน (xanthopterin) 

และลิวโคพิทิริน (leucopterin) 
3.  ลูมินัส ซับสแตนซ (Luminous substance) 
ลูมินัสซับสแตนซปรากฏอยูบนผิวของลําตัวของหมึกจะมีลักษณะเปนสีเงิน 

วาวสวนมากจะพบอยูในสวนของตับ และจะถูกสงผานทางเลือดไปยังสวนตางๆ หมึกบางชนิดที่มี
ปริมาณของลูมินัสซับสแตนสูงจะ เรียกวา luminous squid  
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2.2.3 สโตรมา (stroma) 
สโตรมาเปนสวนที่ เหลือจากการสกัดโปรตีนซารโคพลาสมิกและโปรตีน           

ไมโอไฟบริล สโตรมา ประกอบดวยเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน เชน คอลลาเจน (collagen) และอิลาสติน 
(elastin) ปริมาณของคอลลาเจนในสัตวน้ําขึ้นอยูกับชนิด ระยะการเจริญเติบโต ความสมบูรณของ
อาหาร โดยทั่วไปอัตราสวนของคอลลาเจนตออิลาสตินในเนื้อปลาประมาณ 4 ตอ 1 แตไมพบขอมูล
ในหมึก ปริมาณคอลลาเจนที่มีในหมึกกลวยมีปริมาณรอยละ 2-3 สวนหมึกสายมีปริมาณรอยละ 7 
จึงทําใหหมึกสายมีเนื้อสัมผัสที่เหนียวกวาหมึกกลวย กลามเนื้อหมึกในสวนลําตัวและหนวดจะ
ประกอบดวยคอลลาเจนปริมาณรอยละ 2-11 และ 2-16 ของโปรตีนตามลําดับ สวนหนังของหมึก
กลวยจะมีคอลลาเจนมากกวาสวนเนื้อประมาณ 2 เทา (Okuzumi and Fujii, 2000) และการศึกษา
ของ Morales และคณะ (2000) พบวาคอลลาเจนจาก cephalopods บางชนิด (volador: Illex 
coindetii; pota: Toradopsis eblanae และ octopus: Eledone cirrhosa) จะมีปริมาณคอลลาเจนใน
หนวด (arm) มากกวาในสวนลําตัว (mantle) ซ่ึงคอลลาเจนที่พบเปนคอลลาเจนชนิด I และ V โดย
ปริมาณของคอลลาเจนชนิด I จะมีปริมาณมากกวาคอลลาเจนชนิด V ในอัตราสวน 8 ตอ 1 

2.3 สารประกอบไนโตรเจนที่ไมใชโปรตีน (non-proteinaceous compound)  
สารประกอบไนโตรเจนที่ไมใชโปรตีนมีประมาณรอยละ 37 ของเนื้อหมึก มี

บทบาทสําคัญตอคุณภาพสัตวน้ําในดานกลิ่นรสและรสชาติ รวมทั้งมีผลตอการเสื่อมเสียของสัตว
น้ํา ในกลามเนื้อของหมึกประกอบดวย ไกลซีน อะลานีน บีเทนนิวคลีโอไทด และไตรเมทิลามีน
ออกไซด (TMAO) และผลผลิตที่ไดจากเมตาบอลิซึม เชน เอมีน กรดอะมิโนอิสระ ออกโทปน 
ประมาณ 450-1150 มิลลิกรัมตอ 100 กรัม สวนอารจินีนมีประมาณ 600 มิลลิกรัมตอ 100 กรัม 
(Sikorski and Kolodziejska, 1986) ปริมาณกรดอะมิโนอิสระ และแอมโมเนียในเนื้อหมึกจะ
แตกตางกันไป โดยหมึกกลวย Boreal clubhook มีปริมาณแอมโมเนียเพียงเล็กนอย (57 มิลลิกรัม ตอ 
100 กรัมเนื้อ) ขณะที่ในหมึกกลวย Giant squid มีมากถึง 600 มิลลิกรัม ตอ 100 กรัมเนื้อ (Okuzumi 
and Fujii, 2000) 

2.4 ไขมัน  
เนื้อหมึกกลวยประกอบดวยไขมันคอนขางต่ํา โดยมีไขมันรอยละ 1-2 สวนมากพบ

ในรูปฟอสโฟลิปด ประมาณรอยละ 62-84 มีไตรกลีเซอไรดปริมาณต่ําประมาณรอยละ 0.8-3.2 มี 
สเตอรอลประมาณรอยละ 15-20 และมีกรดไขมันอิสระประมาณรอยละ 22 (Okuzumi and Fujii, 
2000) หมึกกระดองสายพันธุ Sepia aculeate มีไขมันรอยละ 0.84 (กรมประมง, 2550) และขณะที่
สายพันธุ Sepia pharaonis มีปริมาณไขมันรอยละ 1.2-1.3 ไขมันที่พบจากสวนหัวและสวนลําตัวจะ
ประกอบดวยฟอสโฟลิปดเปนสวนใหญประมาณรอยละ 78.6-87.8 ไดกลีเซอไรดรอยละ 10.6-19.5 
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สวนประกอบของกรดไขมันที่ไมอ่ิมตัวสวนใหญจะเปน Docosahexaenoic acid (DHA) และ 
Eicosapentaenoic acid (EPA) รอยละ 50.3-54.9 ของกรดไขมันทั้งหมด (Thanonkaew et al., 2006a) 

3. การเปล่ียนแปลงของหมกึระหวางการเก็บรักษาในน้ําแข็ง 

3.1 การเปล่ียนแปลงของโปรตีน 

ภายหลังการตายของสัตวจําพวก cephalopods โปรตีนจะเกิดการยอยสลายอยาง
รวดเร็ว เนื่องจากเอนไซมภายในลําตัวของหมึกที่มีกิจกรรมสูง สงผลใหเกิดสารประกอบ
ไนโตรเจนที่ไดจากการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนกลามเนื้อ ซ่ึงสงเสริมการเจริญของจุลินทรียทําให
สามารถยอยสลายโปรตีนไดอยางรวดเร็วยิ่งขึ้น โดยในหมึกสายเอนไซมโปรติเนสมีบทบาทสําคัญ
ในการยอยสลายโปรตีนกลามเนื้อ และมีกิจกรรมสูงกวาในปลาชนิดอื่นๆ (Hurtado et al., 1999 อาง
โดย Vaz-Pires and Barbosa, 2004) จากการศึกษาของ Dublan-Garcia และคณะ (2005) ในการเก็บ
รักษาหมึกกลวย giant squid ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบวา โปรตีนกลามเนื้อหมึกเกิดการยอย
สลายโดยเอนไซมภายในกลามเนื้อหรือ/และเอนไซมโปรติเอสจากจุลินทรีย จากการตรวจสอบ
รูปแบบโปรตีนดวยวิธี  SDS-PAGE แสดงใหเห็นการยอยสลายของไมโอซินเสนหนัก และไมพบ
แถบของโปรตีนดังกลาวภายหลังการเก็บรักษาเปนเวลา 6 วัน รวมทั้งการลดลงของแถบโปรตีน
แอกติน ขณะที่พาราไมโอซิน และแถบโปรตีนอื่นๆ ไมเปล่ียนแปลงตลอดการเก็บรักษา 9 วัน 
นอกจากนี้ผลการตรวจสอบโครงสรางจุลภาคโดยอิเล็กตรอนแบบสองกราด (scanning electron 
microscope) แสดงใหเห็นวา การยอยสลายโปรตีนโดยกิจกรรมเอนไซมดังกลาวมีผลใหโครงสราง
ของกลามเนื้อเกิดชองวางระหวางเสนใยกลามเนื้อและเสนใยเนื้อเยื่อเกี่ยวพันเกิดเปนบริเวณ      
อสัณฐาน (amorphous area) การเปลี่ยนแปลงดังกลาวทําใหกลามเนื้อหมึกมีเนื้อสัมผัสนิ่มลง โดยมี
คาตานแรงเฉือนลดลงจาก 16.5 นิวตัน ไปเปน 7.0 นิวตัน หลังจากเก็บรักษาเปนเวลา 8 วัน และยัง
สงผลใหความแข็งแรงของเจลที่เตรียมจากเนื้อหมึกกลวยที่เก็บรักษามีคาลดลงเชนเดียวกัน  

Ando และคณะ (1999) พบวา กลามเนื้อหมึกกลวย (arrow squid) มีคาแรงเฉือน
ลดลงอยางรวดเร็วภายหลังการตายที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส สงผลใหกลามเนื้อหมึกกลวยมีเนื้อ
สัมผัสนิ่มลงโดยโครงสรางทางจุลภาคจากการใชกลองจุลทรรศน (light microscope) แสดงใหเห็น
รูเล็กๆ (pore) ระหวางเซลลกลามเนื้อของเนื้อหมึกกลวยและโครงสรางทางจุลภาคจากการใช
อิเล็กตรอนแบบสองผาน (transmission electron microscopic) แสดงใหเห็นชองวางที่เกิดจากการ
แยกเซลลกลามเนื้อออกจากเนื้อเยื่อเก่ียวพันซ่ึงเปนผลมาจากการยอยสลายของโปรตีน และพบวา
ความสดมีผลตอความแนนเนื้อ (firmness) และโครงสรางของกลามเนื้อหมึกสด แตไมมีผลตอหมึก
ที่ผานการใหความรอน นอกจากนี้การศึกษาของ Kagawa และคณะ (2002) พบวาการยอยสลาย
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กลามเนื้อของหมึกกลวย oval squid, arrow squid และ Japanese common squid ระหวางการเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยแถบโปรตีนที่น้ําหนักโมเลกุล 580 กิโลดาลตัน ซ่ึงคาดวาเปน
แถบของโปรตีนนีบูลิน (nebulin) มีความเขมลดลงและมีความสัมพันธทางตรงกับคาความแนนเนื้อ 
(firmness) และคาแรงยึดติด (adhesiveness) ขณะที่ไมพบการเปลี่ยนแปลงปริมาณของคอลลาเจน
ทั้งหมดและคอลลาเจนที่ละลายในน้ํา ตลอดการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 120 
ช่ัวโมง 

3.2 การเปล่ียนแปลงสารประกอบไนโตรเจนที่ไมใชโปรตีน 
ในระหวางการเนาเสียของสัตวน้ําโดยจุลินทรียจะเกิดสารระเหยไดหลายชนิด เชน  

แอมโมเนีย ไดเมทิลเอมีน (dimethylamine, DMA) และไตรเมทิลเอมีน (trimethylamine, TMA) 
เปนตน ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงของสารเหลานี้ สามารถใชเปนดัชนีบงบอกคุณภาพของสัตวน้ําไดโดย
แสดงในรูปปริมาณของดางที่ระเหยไดทั้งหมด (total volatile based nitrogen, TVBN) (Okuzumi 
and Fujii, 2000) จากการศึกษาของ Lapa-Guimaraes และคณะ (2005) พบวาชวงเริ่มตนของการเก็บ
รักษาหมึกกลวย (Loligo plei) โดยการแชน้ําแข็งมีการเปลี่ยนแปลงของดางที่ระเหยไดทั้งหมดเพียง
เล็กนอย แตหลังจาก 12 วันของการเก็บรักษาจะมีปริมาณดางที่ระเหยไดทั้งหมดเพิ่มขึ้น ซ่ึงดางที่
ระเหยไดทั้งหมดเกิดจากกิจกรรมของเอนไซมโปรติเนสจากจุลินทรีย ดังนั้นดางที่ระเหยไดทั้งหมด
จึงเปนดัชนีบงบอกการเนาเสียของสัตวน้ําได  

อยางไรก็ตามดางที่ระเหยไดทั้งหมดไมสามารถใชบงบอกการเสื่อมเสียคุณภาพ
สัตวน้ําในระยะเริ่มตน เนื่องจากมักพบปริมาณดางที่ระเหยไดทั้งหมดอยางเดนชัดในชวงที่เกิดการ
เนาเสีย (Lapa-Guimaraes et al., 2005) ดางระเหยที่เกิดขึ้นระหวางการเก็บรักษาสัตวน้ําในสภาวะที่
ไมใชสภาวะแชเยือกแข็งนั้นประกอบดวยแอมโมเนีย และ TMA เปนสวนใหญ ดังนั้นจึงสามารถใช
ปริมาณ TMA และแอมโมเนียเปนตัวกําหนดคุณภาพสัตวน้ําได อยางไรก็ตามตองพิจารณาถึงชนิด
ของสัตวน้ํา เนื่องจากสัตวน้ําบางชนิด โดยเฉพาะสัตวน้ําจืดอาจตรวจ TMA ไมพบในระหวางการ
เนาเสีย นอกจากนี้อาจจะตองคํานึงถึงปจจัยอ่ืนๆ เชน ระยะเวลาการเสื่อมเสีย แหลงที่จับสัตวน้ํา 
ชวงระยะเวลาที่จับ ชนิดของการแปรรูปสัตวน้ํา หรือรูปแบบของการเก็บรักษา นอกจากนี้ TMA  ไม
สามารถใช เปนดัชนีบงบอกคุณภาพของสัตวน้ําแช เยือกแข็ง  เนื่องจากไดเมทิลเอมีน  (DMA)           
และฟอรมัลดีไฮดอิสระ (FA) เปนสารที่เกิดขึ้นระหวางการแชเยือกแข็ง ดังนั้นจึงใช TMA เปน                  
ดัชนีบ งชี้ คุณภาพกอนการแช เยือกแข็ง  โดย  TMA เกิดจากการเปลี่ ยนไตรเมทิล เอมีน                   
ออกไซม (trimethylamine oxide, TMAO) ดวยเอนไซมไตรเมทิลรีดักเตสที่พบในจุลินทรีย              
(สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548) TMA ที่ไดเปนผลิตภัณฑที่ใหกล่ินคาวของสัตวน้ํา และมีระดับความ
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เขมขนที่สามารถรับกลิ่นไดต่ํามาก โดยมีคาเทากับ 600 ppb (Regenstein et al., 1982 อางโดย 
สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548) 

สวนแอมโมเนียเปนดัชนีที่บงบอกการเสื่อมเสียที่ดีในสัตวน้ําจําพวกปลากระดูก
ออน ครัสเตเซีย และหมึก แตไมเหมาะกับการบงบอกคุณภาพของปลากระดูกแข็ง (Okuzumi and 
Fujii, 2000; สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548) โดยแอมโมเนียของสัตวน้ําเกิดจากการสลายตัวหรือ
กระบวนการเอากลุมเอมีน (deamination) ของโปรตีน เพปไทด และกรดอะมิโนออก และอาจเกิด
จากการสลายตัวของอะดิโนซีนโมโนฟอสเฟต (adenosine monophosphate, AMP) (Okuzumi and 
Fujii, 2000)     

Lapa-Guimaraes และคณะ (2005) ไดศึกษาผลทางเคมีและจุลินทรียในหมึกกลวย 
(Loligo plei) ในระหวางการเก็บรักษาในน้ําแข็ง โดยเปรียบเทียบความสดในการเก็บรักษาแบบ
สัมผัสน้ําแข็งโดยตรง และไมสัมผัสน้ําแข็งโดยตรง พบวาในตัวอยางหมึกกลวยที่เก็บรักษาแบบไม
สัมผัสน้ําแข็งโดยตรงจะมีคาโปรตีนที่ไมใชไนโตรเจน และ Free amino acid nitrogen (FAA-N) 
เพิ่มสูงขึ้นเรื่อยๆ ตลอดการเก็บรักษา 17 วัน และการเพิ่มขึ้นของ FAA-N มีความสัมพันธกับการ
เพิ่มขึ้นของจํานวนแบคทีเรียที่ทนเย็น (psychotropic bacteria count) สวนการเก็บรักษาแบบสัมผัส
น้ําแข็งโดยตรงจะมีคาโปรตีนที่ไมใชไนโตรเจน และ Free amino acid nitrogen ลดลง เนื่องจากการ
สูญเสียไปกับสวนของน้ําแข็งที่ละลาย และยังพบวาคาดางที่ระเหยได (Volatile basic nitrogen, 
VBN) และคาไตรเมทิลเอมีนไนโตรเจน (Trimethylamine nitrogen, TMA-N) มีคาเปลี่ยนแปลง
เล็กนอยในชวงวันแรกๆ ของการเก็บรักษา และมีคาสูงขึ้นหลังจากวันที่ 12 โดยหมึกกลวยที่ถูกเก็บ
รักษาแบบไมสัมผัสน้ําแข็งโดยตรงมีคาสูงกวาหมึกกลวยที่ถูกเก็บรักษาแบบสัมผัสน้ําแข็งโดยตรง 
เนื่องจากการชะไปกับน้ํ าแข็งที่ละลายดังที่กลาวมาแลว  สวนคาทริพโตเฟนอิสระ  (free 
tryptophane) และคายูเรีย (urea) ของหมึกที่เก็บรักษาแบบไมสัมผัสน้ําแข็งจะมีคาสูงขึ้นอยางชัดเจน
ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา แตการเก็บรักษาแบบสัมผัสน้ําแข็งโดยตรงคาดังกลาวมีการ
เปลี่ยนแปลงเล็กนอย เนื่องจากจะสูญเสียสารดังกลาวไปกับสวนของน้ําแข็งที่ละลายเชนกัน ดังนั้น
คาทริพโตเฟนอิสระและยูเรียสามารถใชเปนดัชนีช้ีวัดความสดของหมึกกลวย (Loligo plei) ที่เก็บ
ในสภาวะดังกลาวได 

3.3 พีเอช   
พีเอชของสัตวน้ําสามารถวัดไดโดยการใชพีเอชมิเตอร ซ่ึงสามารถวัดไดโดยตรง

ในเนื้อสัตว หรือการวัดพีเอชจากสารแขวนลอยของเนื้อสัตวน้ําในน้ํากล่ัน (สุทธวัฒน เบญจกุล, 
2548) พีเอชของสัตวน้ําจะแตกตางกันตามชนิดของสัตวน้ํา และตามฤดูกาล เชน ปลาน้ําจืดจะมี     
พีเอชอยูในชวง 6.9-7.3 ปลาที่อาศัยในเขตน้ํารอนพีเอช อยูในชวง 6.4-6.8 ปลาทะเลจะมีพีเอช อยู
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ในชวง 6.1-7.0 (มัทนา แสงจินดาวงษ, 2548) สวนพีเอชในกุงแชเยือกแข็งพบวา พีเอชเพิ่มจาก 7.19 
เปน 7.71 ใน 1 วัน และเพิ่มเปน 8.05 ในวันที่ 5 (นงลักษณ สุทธิวณิช, 2531 อางโดย มัทนา แสง
จินดาวงษ, 2548) และหมึกกลวยมีพีเอชเริ่มตนเทากับ 6.8 และเมื่อเก็บรักษาในน้ําแข็งเปนเวลา 2 
วัน พีเอชเพิ่มขึ้นเปน 7.5 (Paarup et al., 2002) การเพิ่มขึ้นของพีเอชในชวงการเก็บรักษาอาจจะเปน
ผลมาจากการยอยสลายโปรตีนดวยเอนไซมโปรติเนสและการเปลี่ยนแปลงสารประกอบไนโตรเจน
ที่เกิดขึ้น (Huss, 1999 อางโดย Dublan-Garcia et al., 2005) 

3.4 การเปล่ียนแปลงทางจุลินทรีย 
ในชวงที่สัตวน้ําตายใหมๆ โดยเฉพาะในชวงเกร็งตัว (rigor mortis) มีการ

เปลี่ยนแปลงของแบคทีเรียนอยมากซึ่งเปรียบเสมือนชวง lag phase ซ่ึงในระยะนี้อาจมีการ
เปลี่ยนแปลงของกลิ่นรสและลักษณะบางประการ ตอจากนั้นแบคทีเรียจะเขาสูระยะ log phase ซ่ึง
เปนชวงที่เกิดการเสื่อมเสีย ในชวงนี้จะพบ TMA และดางชนิดอื่นๆ สวนในระยะ stationary phase 
มีปริมาณจุลินทรียคอนขางคงที่ ถึงแมวาปริมาณแบคทีเรียไมไดเพิ่มขึ้นแตเปนระยะที่มีกล่ินเหม็น
เนา (putridity) จุลินทรียพวกที่กอใหเกิดกลิ่นและกลิ่นรสผิดปกติในระหวางการเก็บรักษาที่
อุณหภูมิต่ําจะพบนอย เนื่องจากใชระยะเวลาการเจริญเติบโตนานที่อุณหภูมิต่ํา จุลินทรียที่กอใหเกิด
การเนาเสียบางชนิดจะใช TMAO ในเนื้อสัตวน้ําในการเจริญ (สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548) จุลินทรีย
ที่กอใหเกิดการเนาเสียและมีบทบาทสําคัญในสัตวน้ําเค็มจากเขตรอนที่เก็บรักษาในน้ําแข็ง คือ 
Shewanella putrefaciens และ Psuedomonas spp. โดย S. putrefaciens สามารถผลิต TMA และ
ไฮโดรเจนซัลไฟด (H2S) เมทิลเมอรแคบแทน (CH3SH) ไดเมทิลซัลไฟด ((CH3)2S) ไฮโปแซนทีน 
(Hx) และกรด จากสารตั้งตน คือ TMAO ซีสเตอีน (cysteine) เมไทโอนีน (methionine) อินโนซิน
โมโนฟอสเฟต (inosine monophosphate, IMP) และคารโบไฮเดรต ตามลําดับ ขณะที่ Psuedomonas 
spp. ทําใหเกิดกล่ินและกลิ่นรสเนาเสีย (rotten) ซัลไฟดริล (sulphidedryl) และผลไม (fruity) ที่เกิด
จากสารประกอบที่ระเหยไดแก อัลดีไฮด  คีโตน เอสเทอร และซัลไฟด ดังนั้นกลิ่นตางๆ ที่เกิดขึ้น
สามารถบงบอกการเนาเสียของสัตวน้ําได (Gram and Huss, 1996) 

Vaz-Pires และ Barbosa (2004) ไดทําการศึกษาจุลินทรียในตัวอยางหมึกสาย 
(common octopus, Octopus vulgaris) แยกเปน 3 สวน คือ บริเวณผิวหนัง หนวด และ รอบๆปาก 
ระหวางเก็บรักษาในน้ําแข็ง  ผลที่ไดปรากฏวาทั้ง 3 สวนมีปริมาณจุลินทรียไมแตกตางกัน และ
พบวาจุลินทรียทั้งหมด (total viable count, TVC) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient agar และ Iron agar 
จะไดคาที่ใกลเคียงกัน โดยอาหารทั้ง 2 ชนิดมีคาเริ่มตนที่วันที่ 0 เทากับ 103 cfu ตอตารางเซนติเมตร 
และหมึกมีการเสื่อมเสียและไมเปนที่ยอมรับในวันที่ 8 โดยมีคา TVC เทากับ 105-106 cfu ตอตาราง
เซนติเมตร คาดังกลาวแตกตางจากจํานวนจุลินทรียที่ทําใหเกิดการเสื่อมเสียและไมเปนที่ยอมรับ
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ของปลาซึ่งมีคาเทากับ 107-109 cfu ตอกรัม ดังนั้นการเสื่อมเสียของหมึกจึงเกิดจากกิจกรรมของ
เอนไซมมากกวาการเจริญของจุลินทรีย นอกจากนี้ยังพบวา Shewanella putrefaciens เปนจุลินทรียที่
สําคัญที่ทําใหเกิดการเนาเสียในหมึกสาย สวน Psuedomonas และ Enterobacteriacea จะพบใน
ปริมาณคอนขางต่ําโดยมีคา 7.5x105 cfu ตอตารางเซนติเมตร และไมเกิน 103 cfu ตอตาราง
เซนติเมตร ตามลําดับเมื่อเก็บรักษาถึงวันที่ 8 เชนเดียวกับการศึกษาของ Lapa-Guimarães และคณะ 
(2002) พบวาการเก็บรักษาหมึกกลวย (Loligo plei) แบบสัมผัสและไมสัมผัสน้ําแข็งโดยตรง ไมมี
ผลตอการเจริญของจุลินทรียที่ทนเย็น โดยพบวามีปริมาณจุลินทรียเพิ่มขึ้นจาก 8x102 cfu ตอกรัม
หลังจากการจับ 1 วัน เปน 2 x105 ถึง 5x105 cfu ตอกรัม ภายหลังการเก็บรักษา 10 วัน โดยปริมาณ   
จุลินทรียที่พบดังกลาวยังอยูในเกณฑสามารถยอมรับได  ขณะที่มีการสูญเสียคุณภาพทางประสาท
สัมผัส  

3.5 การเปล่ียนแปลงส ี
คุณภาพทางประสาทสัมผัสของหมึกกลวย (Loligo plei) ลดลงอยางรวดเร็ว

หลังจากการจับ และมีความสัมพันธกับการลดลงของคาความสวาง (sheen) คาสีน้ําตาลแดงของ
ผิวหนัง รวมทั้งการยอมติดสีของเนื้อหมึกที่เพิ่มขึ้น ดังนั้นการเปลี่ยนแปลงสีที่ผิวหนังและกลามเนื้อ
จึงอาจใชเปนดัชนีคุณภาพเบื้องตนของหมึกได อัตราการเปลี่ยนแปลงดังกลาวขึ้นกับระยะเวลา 
วิธีการเก็บรักษาและการขนสง (Ke et al., 1984; Lakshmanan et al., 1993 อางโดย Lapa-Guimarães 
et al., 2002) ซ่ึงการเปลี่ยนสีของผิวหนังและกลามเนื้อดังกลาวจะไมเปนที่ยอมรับของผูบริโภค 
(Lapa-Guimarães et al., 1999 อางโดย Lapa-Guimarães et al., 2002) เชนเดียวกับการศึกษาของ 
Lapa-Guimarães และคณะ (2002) ที่พบวาหมึกกลวย (Loligo plei) มีคาความสวาง (L*) ลดลง แต
คาสีแดง (a*) และคาสีเหลือง (b*) เพิ่มขึ้น คาสีที่ไดสอดคลองกับการทดสอบทางประสาทสัมผัส
โดยวิธีเชิงพรรณนาที่พบวาคาความสวาง (lightness) ลดลง คาสีชมพูเขมขึ้นพรอมกับการยอมติดสี
ที่เพิ่มขึ้น เมื่อระยะการเก็บรักษาในน้ําแข็งนานขึ้น โดยหมึกที่เก็บรักษาแบบไมสัมผัสน้ําแข็ง
โดยตรงมีการเปลี่ยนแปลงสีรวดเร็วกวาการเก็บรักษาแบบสัมผัสน้ําแข็งโดยตรง การเปลี่ยนแปลงสี
และอัตราการเปลี่ยนแปลงจะแตกตางกันไปขึ้นกับชนิดของหมึก  
         3.6 การเปล่ียนแปลงทางประสาทสัมผัส 

การเปลี่ยนแปลงลักษณะทางประสาทสัมผัสในสัตวน้ําภายหลังการตายแตกตาง
กันไปขึ้นกับชนิดของสัตวน้ํา รวมทั้งวิธีการเก็บรักษา การเปลี่ยนแปลงของสัตวน้ํา สามารถแบง
ออกเปน 4 ระยะ ดังนี้ (สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548) 

ระยะท่ี  1 สัตวน้ํามีลักษณะสด และมีรสชาติหวานอรอย กล่ินมีลักษณะคลาย
สาหรายทะเล 
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ระยะท่ี 2 สัตวน้ํามีการสูญเสียรสชาติและกลิ่น เนื้อมีรสจืด ลักษณะเนือ้สัมผัสอยู
ในระดบัยอมรบัได 

ระยะท่ี  3 สัตวน้ํามีการเสื่อมเสียโดยมีกล่ินที่ไมพึงประสงคทั้งนี้ขึ้นกับชนิดของ
สัตวน้ําและสภาวะการเนาเสีย (ภายใตสภาวะมีอากาศและไมมีอากาศ) องคประกอบสําคัญที่
กอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงกลิ่นรส ประกอบดวย TMA ซ่ึงใหกล่ินคาว (fishy) ในชวงแรกอาจมกีล่ิน
แปลกปลอม เชน รสเปรี้ยว รสขม โดยเฉพาะมักพบในปลาที่มีไขมันสูง ในชวงหลังมักพบกลิ่น
แอมโมเนีย กล่ินกะหล่ําปลี กล่ินกํามะถัน และกลิ่นเหม็นหืน มีเนื้อสัมผัสที่เปลี่ยนแปลงไป เชนอาจ
มีลักษณะนิ่มหรืออาจมีลักษณะแข็งกระดาง หรือแหง 

ระยะท่ี 4 สัตวน้ํามีลักษณะเนาเสีย  
การเปลี่ยนแปลงของลักษณะทางประสาทสัมผัสของสัตวน้ําที่ผานการหุงตมจะ

ขึ้นกับระยะเวลาการเก็บรักษาในน้ําแข็ง โดยมีลักษณะการเปลี่ยนแปลงอยางรวดเร็วในระยะที่ 1 
และมีอัตราการเปลี่ยนแปลงลดลงในชวงที่ 2 และ 3 และมีอัตราการเปลี่ยนแปลงอยางรวดเร็วใน
ระยะที่ 4  

การประเมินคาความสดของสัตวน้ําโดยวิธีทางประสาทสัมผัส จะใหผลดีเมื่อใชผู
ทดสอบที่มีประสบการณและความชํานาญ เพราะในการตรวจสอบจะตองใชวิธีชิมรส (taste) การ
ดมกลิ่น (smell) การสัมผัส (touch) และการมองเห็น (sight) อยางไรก็ตาม การมีเกณฑในการตัดสิน
อาจชวยใหการพิจารณาเปนไปอยางแมนยํายิ่งขึ้น ดังนั้น ขอมูลเกี่ยวกับลักษณะภายนอกของสตัวน้าํ
สดแตละชนิดจึงมีความสําคัญอยางยิ่งในการตรวจสอบทางประสาทสัมผัส เพื่อนํามาประเมินคา
ความสดของสัตวน้ําตอไป (มัทนา แสงจินดาวงษ, 2548) ขอมูลลักษณะภายนอกของหมึกหอมสด
แสดงไว Table 2 การประเมินคุณภาพสัตวน้ําสดโดยการทดสอบทางประสาทสัมผัสมีหลายวิธี ดังนี้ 
 3.6.1 The Quality Index Method (QIM) 

QIM เปนวิธีที่พัฒนาโดย The Tasmanian Food Research Unit มีวิธีการประเมิน
คุณภาพในแตละคุณลักษณะโดยการใหคะแนน 0-4 คะแนนที่ไดจากแตละคุณลักษณะจะนํามา
รวมกันเรียกวา “Quality Index” โดยคะแนนเทากับ 0 บงชี้ความสดมาก และคะแนนที่เพิ่มขึ้นจะบง
บอกถึงการเสื่อมเสียของสัตวน้ําที่เพิ่มขึ้น (สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548)  

Luten และ Martinadottir (1997 อางโดย Vaz-Pires and Seixas, 2006) กลาววา 
QIM เปนวิธีการที่อาศัยหลักการประเมินทางตรงบอกคุณลักษณะเฉพาะของปลาสด ไดแก ผิวหนัง 
ตา เหงือก เปนตน โดยจะใหเปนระบบคะแนนขอบกพรองตางๆ ที่เกิดขึ้น โดยมีชวงคะแนน 0-3 
ขอบกพรองคุณลักษณะของตัวอยางเพียง 1 คุณลักษณะนั้นไมสามารถปฏิเสธตัวอยางนั้นได แต
จะตองอาศัยคะแนนรวมของ QIM ซ่ึง QIM เปนคะแนนรวมของคุณภาพทางประสาทสัมผัสจะตอง



มีความสัมพันธเปนเสนตรงกับระยะเวลาการเก็บรักษาน้ําแข็ง และสามารถใชในการทํานายอายุการ
เก็บรักษาได นอกจากนี้ Barbosa และ Vaz-Pires (2004) ไดทําการพัฒนาการทดสอบทางประสาท
สัมผัสโดยใช QIM สําหรับทดสอบหมึกสาย (Octopus vulgaris) ที่เก็บรักษาในน้ําแข็ง โดยเกณฑ
การพิจารณาประกอบดวย 10 พารามิเตอร ดัง Table 3  มีคะแนนในการพิจารณา 16 คะแนน ผลการ
ทดสอบการยอมรับลักษณะภายนอกของหมึกสาย มีระยะเวลาในการเก็บรักษาสูงสุด 8 วัน ขณะที่
ในการทดลองของนักวิจัยอ่ืนๆ (Hurtado et al., 1999 อางโดย Vaz-Pires and Barbosa, 2004) มีอายุ
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 2.5 ๐C  6-7 วัน หลังจากการจับ นอกจากนี้การศึกษาของ Barbosa และ Vaz-
Pires (2004) ไดทําการศึกษาหมึกสายที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 0๐C จะพบกลิ่นเนาเสียเดนชัดในชวง
วันที่ 4 ถึง 5 ของการเก็บรักษา และไมยอมรับในชวงวันที่ 8 ของการเก็บรักษา รวมทั้งการ
เปลี่ยนแปลงของสีที่ผิวหนังจะกลายเปนสีชมพูและไมมีสี  

ีความสัมพันธเปนเสนตรงกับระยะเวลาการเก็บรักษาน้ําแข็ง และสามารถใชในการทํานายอายุการ
เก็บรักษาได นอกจากนี้ Barbosa และ Vaz-Pires (2004) ไดทําการพัฒนาการทดสอบทางประสาท
สัมผัสโดยใช QIM สําหรับทดสอบหมึกสาย (Octopus vulgaris) ที่เก็บรักษาในน้ําแข็ง โดยเกณฑ
การพิจารณาประกอบดวย 10 พารามิเตอร ดัง Table 3  มีคะแนนในการพิจารณา 16 คะแนน ผลการ
ทดสอบการยอมรับลักษณะภายนอกของหมึกสาย มีระยะเวลาในการเก็บรักษาสูงสุด 8 วัน ขณะที่
ในการทดลองของนักวิจัยอ่ืนๆ (Hurtado et al., 1999 อางโดย Vaz-Pires and Barbosa, 2004) มีอายุ
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 2.5

สวน Vaz-Pires และ Seixas (2006) ไดพัฒนาการทดสอบความสดของหมึก
กระดอง (Sepia officinalis) และหมึกกลวย (Illex coindetii) โดยอาศัยการทดสอบแบบ QIM ใชผู
ประเมินที่มีประสบการณทางดานการทดสอบทางประสาทสัมผัสของอาหารทะเลจํานวน 3 คน เพือ่
อธิบายการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นในแตละวันของการเก็บรักษาหมึกทั้งสองชนิดในน้ําแข็งเปน
ระยะเวลา 13 วัน ในการทดสอบหมึกกระดองจะพิจารณา 8 พารามิเตอร ดัง Table 4 และคะแนนใน
การพิจารณาแตละพารามิเตอรรวม 17 คะแนน ผลในการทดสอบการยอมรับลักษณะภายนอกของ
หมึกกระดองจะไดระยะเวลาการเก็บรักษาสูงสุด 10 วัน สวนในการทดสอบการยอมรับของหมึก
กลวยจะพิจารณาคุณลักษณะตางๆ 7 พารามิเตอร ดัง Table 5 และมีการใหคะแนนในการพิจารณา 
16 คะแนน ผลในการทดสอบการยอมรับทางภายนอกของหมึกกลวยจะไดระยะเวลาการเก็บรักษา
สูงสุด 9 วัน 

สวน Vaz-Pires และ Seixas (2006) ไดพัฒนาการทดสอบความสดของหมึก
กระดอง (Sepia officinalis) และหมึกกลวย (Illex coindetii) โดยอาศัยการทดสอบแบบ QIM ใชผู
ประเมินที่มีประสบการณทางดานการทดสอบทางประสาทสัมผัสของอาหารทะเลจํานวน 3 คน เพือ่
อธิบายการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นในแตละวันของการเก็บรักษาหมึกทั้งสองชนิดในน้ําแข็งเปน
ระยะเวลา 13 วัน ในการทดสอบหมึกกระดองจะพิจารณา 8 พารามิเตอร ดัง Table 4 และคะแนนใน
การพิจารณาแตละพารามิเตอรรวม 17 คะแนน ผลในการทดสอบการยอมรับลักษณะภายนอกของ
หมึกกระดองจะไดระยะเวลาการเก็บรักษาสูงสุด 10 วัน สวนในการทดสอบการยอมรับของหมึก
กลวยจะพิจารณาคุณลักษณะตางๆ 7 พารามิเตอร ดัง Table 5 และมีการใหคะแนนในการพิจารณา 
16 คะแนน ผลในการทดสอบการยอมรับทางภายนอกของหมึกกลวยจะไดระยะเวลาการเก็บรักษา
สูงสุด 9 วัน 

 ๐C  6-7 วัน หลังจากการจับ นอกจากนี้การศึกษาของ Barbosa และ Vaz-
Pires (2004) ไดทําการศึกษาหมึกสายที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 0๐C จะพบกลิ่นเนาเสียเดนชัดในชวง
วันที่ 4 ถึง 5 ของการเก็บรักษา และไมยอมรับในชวงวันที่ 8 ของการเก็บรักษา รวมทั้งการ
เปลี่ยนแปลงของสีที่ผิวหนังจะกลายเปนสีชมพูและไมมีสี  
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Table 2 The sensory descriptors of appearance and smell of squid in ice storage. 
 

Sensory description 

Grading 

Time estimate 
of sensory 
quality loss 

(days) 
Appearance 

Color of ventral 
mantle 

Color of dorsal 
mantle 

Odor Texture 
Color of 
head/guts 

Odor of 
head/guts 

A 0-5 
very bright, well-

marked colors, white in 
the clearest part of body 

white, less color 
pigments of different 

colors (orange, 
purple, brown) 

seaweed 
or 

neutral 

firm, 
consistent 

bright green 
and pearly 

white 

neutral/ 
slightly 
fishy 

B 5-10 
yellowish stains on the 
fins/skin loss and dull 

white 

Tendentcy spots 
purplish and 

white like milky  

dark  
purple-orange 

slightly 
fishy 

and acid 

slightly 
soft 

white like 
milky 

fishy and 
acid 

C 10-14 
yellow stains on the 

fins/skin loss and dull 
white 

Tendentcy spots 
purplish and 

white like milky 

dark  
purple-orange 

fishy 
and acid 

soft very dull white 
fishy and 

acid 

D 
(unacceptable) 

more than 14 
skin loss and very dull 

white 
dark purple and 
very dull white 

very dark purple 
acid, 
putrid 

flaccid 
very dull white 
like milky with 

blue 

acid, 
putrid 

ที่มา:  กองควบคุมตรวจสอบผลิตภัณฑและการแปรรูปสัตวน้ํา (2542) 
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Table 3. QIM scheme for whole raw octopus (Octopus vulgaris) in crushed ice. 

 

Freshness quality 
parameter 

Description 
QIM 
score 

Appearance Very bright, Well-marked colors, White in the cleares parts of the 
body, skin elastic 

0 

Color Bright, less colored, slightly pink in the clearest parts of the body, 
skin with low elasticity 
Less bright, colorless, orange or brown spots, color somewhat 
more orange, rose in the clearest parts of the body, shrunken skin 

1 
 
2 

Odor Seaweedy, (sea) fresh 
Slightly seaweedy, slightly grassy, neutral 
Metallic, grassy, acid, intense 

0 
1 
2 

Skin 

Mucus Transparent, watery 
Slightly milky, viscous(sticky), moderate or absent 

0 
1 

Flesh Texture Firm, tense 
Flaccid, soft 

0 
1 

Cornea Translucent 
Slightly opalescent 
Opalescent 

0 
1 
2 

Eyes 

Pupil Black, shining 
Black, dark red, muddy 
Dark red, opaque, normally, bloodstained 

0 
1 
2 

Color White, yellowish 
Slightly rose 

0 
1 

Odor Seaweedy or neutral 
Sulphurous, citric, sweet, acid 

0 
1 

Mouth region 

Mucus Clear 
Milky 
Yellowish 

0 
1 
2 

Arms 
 
 
Rang of QIM score 

Material in 
the sucker 

As a film all over the sucker 
Starting to agglomerate in the centre of the sucker 
Completely agglomerated in the centre of the sucker 

0 
1 
2 

0-16 

ที่มา:  Vaz-Pires และ Barbosa (2004) 
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Table 4. QIM scheme for whole raw cuttlefish (Sepia officinalis) in crushed ice. 

 

Freshness quality 
parameter 

Description 
QIM 
score 

Appearance 
/Color 

Very bright, dark brown or brown, iridescent reflexes all over 
the mantle 
Bright, becoming white-beige or light-grey 
Rather dull, rose-purplish specially in the fin and sides of body 
Dull, purplish in the sides, central portion of the mantle becomes 
brownish 

0 
 

1 
2 
3 

Odor Seaweedy, (sea) fresh 
Slightly seaweedy, neutral 
Metallic, fishy 

0 
1 
2 

Skin (dorsal side) 

Mucus Transparent, watery, shining 
Slightly milky, moderate or absent 

0 
1 

Skin (ventral side) Elasticity/ 
color 

Elastic, very firm, white 
Soft, wrinkles when pulled, pink 

0 
1 

Flesh Texture Very firm, tense, consistent 
Firm, less consistent 
Flaccid, soft 

0 
1 
2 

Cornea Translucent, watery, shining 
Slightly opalescent 
Opalescent 

0 
1 
2 

Eyes 

Pupil Black shining 
Black, tarnished 
Dark  red, red bloody 

0 
1 
2 

Mouth region Odor Seaweedy, fresh 
Neutral 
Slightly fishy 
Fishy, intense, sulphurous 

0 
1 
2 
3 

Internal “bone” 
 
Rang of QIM score 

Connection 
bone/head 

Firmly attached to the upper part of the head region 
Loosely attached to the upper part of the head region 

0 
1 

0-17 

ที่มา: Vaz-pires และ Seixas (2006) 
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Table 5. QIM scheme for whole raw squid (Illex coindetii) in crushed ice. 
 

Freshness quality 
parameter 

Description 
QIM 
score 

Appearance /Color Very bright, well defined pigment of different sizes and 
color (brown, purple, rose and dark red), iridescent skin 
Bright, becoming discolored 
Rather dull, without shine, purplish in the central 
axis of the body, general orange/pink areas 

0 
 

1 
2 
 

Odor Seaweedy, (sea) fresh 
Slightly seaweedy 
Neutral, slightly fishy 
Metallic, fishy, intense 

0 
1 
2 
3 

Skin (dorsal side) 

Mucus Transparent, watery, shining 
Slightly milky, moderate or absent 

0 
1 

Flesh Texture Firm, tense, consistent 
Soft, less consistent 
Flaccid, flabby 

0 
1 
2 

Shape/appearance Convex 
Flat 
Concave 

0 
1 
2 

Eyes 

Ocular tissue Translucent, watery 
Slightly opalescent 
Opalescent 

0 
1 
2 

Odor Seaweedy, fresh 
Neutral 
Slightly fishy 
Fishy, intense, acid 

0 
1 
2 
3 

Mouth region 
 
 
 
 
 
 

Mucus 
 
 Rang of QIM score 

Absent or clear transparent 
Slightly yellowish 

0 
1 

0-16 

ที่มา: Vaz-Pires และ Seixas (2006) 
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3.6.2 EEC method 
 โรงงานอุตสาหกรรมของประเทศตางๆ ในทวีปยุโรปใช EU Freshness Grading 
หรือ EC scheme เปนเกณฑการประเมินคุณภาพสัตวน้ํา ครั้งแรกในที่ประชุมเลขที่ 103/76 สําหรับ
ปลา เลขที่ 104/76 สําหรับครัสเตเซีย และเลขที่ 2406/96 สําหรับ ปลาบางชนิด ครัสเตเซียบางชนิด 
หอย และหมึก (Vaz-Pires and Barbosa, 2004) โดยการจัดระดับคุณภาพสัตวน้ําเปน 3 ระดับชั้น คือ 
E (Extra) มีคุณภาพสูงสุด A คุณภาพดี B คุณภาพพอใช และบางครั้งหากคุณภาพต่ํากวา B อาจจะ
ใช C (Vaz-Pires and Seixas, 2006) 
        เกณฑที่ใชในการทดสอบความสดทางประสาทสัมผัสของหมึกกระดองสามารถ
ใชหลักเกณฑในการพิจารณา ดัง Table 6 และ Table 7 เปนเกณฑที่ทดสอบความสดทางประสาท
สัมผัสของ หมึกสายที่ดัดแปลงมาจากเกณฑที่ใชในการทดสอบความสดทางประสาทสัมผัสของ
หมึกกระดอง 
 

Table 6. EC scheme for cephalopods, applicable to cuttlefish. 
  

Freshness categories Criteria 
Extra A B 

Skin Bright pigmentation, 
skin sticks to flesh 

Dull pigmentation, skin 
sticks to flesh 

Discolor; easily detached 
form flesh 

Muscle Very firm; pearly white Firm; chalky white Slightly soft; pinky white or 
slightly yellowing 

Tentacles Resistant to removal Resistant to removal More easily removed 
Smell Fresh; seaweed Slightly or no smell Ink smell 
ที่มา:  Anonymous (1996 อางโดย Vaz-Pires and Barbosa, 2004) 
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Table 7. Modified EC scheme for octopus (Octopus vulgaris). 
 

Freshness categories Criteria 
Extra A B Unfit 

Skin Very Bright 
and uniform 
pigmentation, 
skin elastic 

Bright and less uniform 
pigmentation, slight 
orange or pink coloring 
appears; skin less elastic 

Slight dull 
pigmentation, 
skin stained and 
less elastic 

Dull and discolored 
pigmentation; pinky; 
elasticity almost absent 

Muscle Very firm Firm Slightly soft Soft 
Smell Seaweed; 

algae 
Slightly seaweed or 
neutral 

Slightly 
metallic, grassy 

Metallic, feacal, sweet, 
acid, spoiled fish 

ที่มา:  ดัดแปลงจาก Vaz-Pires และ Barbosa (2004) 
 

3.6.3 วิธีพรรณนาเชงิปริมาณ (Quantitative Descriptive Analysis, QDA)  

QDA เปนวิธีการวัดและอธิบายลักษณะทางประสาทสัมผัส ในเชิงปริมาณหรือ
ตัวเลขโดยผูทดสอบจะตองไดรับการฝกฝนอยางเพียงพอ คุณภาพทางประสาทสัมผัสที่อธิบาย 
ไดแก ลักษณะที่ไดจากการมองเห็น กล่ิน กล่ินรส และเนื้อสัมผัส โดยมีการกําหนดความเขมของ
คุณลักษณะทางประสาทสัมผัสที่จะทดสอบและระบุลงในสเกลที่เปนเสนยาว 6 นิ้ว หรือ              
15 เซนติเมตร การวิเคราะหผลทําไดโดยการวัดความออนเขมของแตละลักษณะเปนตัวเลข และนํา
คาที่ไดไปวิเคราะหทางสถิติ นอกจากนี้สามารถนําคาเฉลี่ยไปทํากราฟใยแมงมุมได (Erickson and 
Hung, 1997) 

Stone และ Sidel (1994 อางโดย Hyldig et al., 2002) กลาววา ในการทดสอบทาง
ประสาทสัมผัสโดยใชวิธี QDA ผูทดสอบจะตองดําเนินการกําหนดคุณลักษณะของผลิตภัณฑ โดย
ใชผูนําในการทดสอบเปนผูดําเนินการ ผูทดสอบชิมจะตองไดรับการฝกฝนการใหระดับคะแนนใน
แตละคุณลักษณะกอน QDA ใชกันอยางทั่วไป และใชเปนขอมูลท่ีดําเนินการควบคูกับการทดสอบ
ทางเคมี และทางกายภาพ และใชเปนขอมูลที่จะบงบอกความจําเพาะทางประสาทสัมผัสของ
ผลิตภัณฑใหลูกคาไดอีกดวย 

Hyldig และคณะ (2002) ไดทําการทดสอบลักษณะทางประสาทสัมผัสสําหรับปลา
แอตแลนติกแซลมอนที่เก็บรักษาไวในน้ําแข็ง โดยไดทําการทดสอบปลาแอตแลนติกแซลมอนสด
ดวยวิธี QIM และทดสอบปลาแอตแลนติกแซลมอนสุกดวยวิธี QDA ตามวิธีของ Stone และ Sidel 



 

23 23 

(1992) เพื่อหาอายุการเก็บรักษา การทดสอบจะใชเนื้อปลาแลและทําใหสุก ทําการสุมรหัสสําหรับ
แตละตัวอยาง และนําไปอบดวยเตาอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ผูทดสอบจะ
กําหนดคําสําหรับอธิบายลักษณะของกลิ่น กล่ินรส ลักษณะปรากฏ และเนื้อสัมผัส โดยใชสเกลเปน
เสนยาว 15 เซนติเมตร ผูทดสอบจะไดรับตัวอยางที่สุมในวันที่เก็บรักษา 3 วัน จะใชคําสําหรับ
อธิบายกลิ่น และกลิ่นรสของปลาแอตแลนติกแซลมอน โดยแบงเปนตัวแปรเชิงบวกซึ่งใชบงบอก
ความสดของตัวอยาง และตัวแปรเชิงลบจะใชบงบอกการเนาเสียในตัวอยาง แสดงดัง Table 8  
พบวาวิธี QIM ที่ใชกับปลาแอตแลนติกแซลมอนสด สามารถเก็บรักษาสูงสุด 20 วัน สวนวิธี QDA 
ที่ใชกับปลาแอตแลนติกแซลมอนสุก สามารถเก็บรักษาสูงสุด 21-22 วัน ในสภาวะการเก็บรักษาใน
น้ําแข็ง 

 

Table 8. Attributes of cooked salmon samples assessed by the QDA method. 
 

Appearance Odour Flavour Texture 
Discoloration (-) other Seaweed (+) Seaweed (+) FLAKINESS 
 CUCUMBER (+) SWEETISHa (+) FIRMNESS 
 SOURISHb(+) SOURISHb (+) juiciness 
 RANCID (-) FISH OIL (+) other 
 sour (-) MUSHROOM (+)  
 AMINE (-) RANCID (-)  
 other Mushy-sweet (-)  
  sour (-)  
  amine (-)  
  other  

Positive attributes are marked with (+), negative with (-) and the best sensory terms are 
designatured in capital letters. 

 a The term sweetish was used in QDA to describe sweet flavour (positive) to distinguish 
from the term mushy-sweet (negative). 

 b  The term sourish was used in QDA to describe odour and flavour that could best be 
described as fresh (positive) –sour to distinguish form the term sour. 
ที่มา:   Hyldig  และคณะ (2002) 
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จากการศึกษาของ Lapa-Guimarães และคณะ (2002) ใชผูทดสอบ 14 คน เพื่อหา
ความแตกตางของหมึกกลวย (Loligo plei) ในระหวางการเก็บรักษาแบบสัมผัสน้ําแข็งโดยตรงและ
แบบไมสัมผัสน้ําแข็งโดยตรงหลังจากการจับ 1 วันจนถึงระยะเวลาการเก็บรักษา 16 วัน โดยหมึก
กลวยที่ใชสําหรับทดสอบ แบงเปน 2 รูปแบบ คือ หมึกกลวยทั้งตัวไมเอาเครื่องในออก และสวน
ของลําตัวที่ลอกหนัง มีขนาดชิ้นกวาง 5 เซนติเมตร และยาว 3 เซนติเมตร ทําการใหคะแนนตาม
คุณลักษณะตางๆ ดังนี้ ลักษณะปรากฏของกลามเนื้อ (สังเกตลักษณะสี รอยดางบนกลามเนื้อ และ
ความใสของผิว) และสําหรับกลิ่น (กล่ินสด และกลิ่นเนาเสีย) และลักษณะปรากฏภายนอก (ความ
ออนนิ่ม ตาขุนและความเขมของสีชมพูบนผิว) ในการใหคะแนนจะใชเปนสเกลแบบเสนยาว 9 
เซนติเมตร หลังจากการเก็บรักษา 16 วัน พบวาหมึกกลวยที่เก็บรักษาทั้งสองแบบมีคุณลักษณะของ
สี และกลิ่นสดลดลง ขณะที่ผิวที่ลําตัวเกิดสีชมพู มีกล่ินเนาเหม็น ลักษณะปรากฏนิ่มและตาขุน
เพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับหมึกสด (หลังจากการจับ 1 วัน) ดัง Figure 6 

 
Figure 6. An example of a cobweb or radar plot of QDA. The data are from descriptive analysis  

 of squids evaluated 1 day after capture and at the end of the storage time (16 days) in the  
             contact ice (CI) and non-contact ice (NC) storage methods. 1 day (- -), CI (-), NC (    ) 
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ที่มา: Lapa-Guimarães และคณะ (2002) 
 

3.6.4 การทดสอบคณุภาพโดยรวม (Overall Quality) 
การทดสอบคุณภาพโดยรวมเพื่อใชสําหรับจัดระดับคุณภาพของตัวอยางในเกณฑ 

ที่สามารถยอมรับหรือไมยอมรับ ดัง Figure 7 ในการทดสอบนั้นจะทําการเปรียบเทียบตัวอยางกับ
ตัวอยางมาตรฐาน (ตัวอยางที่บงบอกถึงคุณภาพที่ดี) และใหคะแนนเพื่อจัดระดับคุณภาพของ
ตัวอยางนั้น (Lawless and Heymann, 1998)    
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   1       2        3         4        5        6         7        8        9      10 

   Reject    
 
     Unacceptable           Acceptable           Match 

 คะแนน  1 และ 2 หมายถึง ตัวอยางแตกตางจากตัวอยางมาตรฐานในระดับปฏิเสธ 
 คะแนน   3 - 5      หมายถึง ตัวอยางแตกตางจากตัวอยางมาตรฐานในระดับไมยอมรบั 
 คะแนน   6 – 8     หมายถึง ตัวอยางแตกตางจากตวัอยางมาตรฐานแตยงัยอมรับได 

คะแนน   9 – 10   หมายถึง ตัวอยางมีความใกลเคียงหรือเหมือนตวัอยางมาตรฐาน   
  

Figure 7. The scale for Overall Quality. 

ที่มา:  Lawless และ Heymann (1999) 

4. ผลของการแชเยือกแข็งและการเก็บรักษาโดยการแชเยือกแข็งตอคณุภาพของสตัวน้ํา 

การแชเยือกแข็งเปนการชวยยืดอายุการเก็บรักษาของอาหารใหนานขึ้น ชวยรักษา
รสชาติ เนื้อสัมผัส และปริมาณสารอาหารไดดีกวาวิธีอ่ืนๆ แตจะตองมีการควบคุมกระบวนการใน
การแชเยือกแข็ง การเตรียมอาหารกอนการแชเยือกแข็งและการเก็บรักษาอาหารหลังจากแชเยือก
แข็ง เพื่อใหสามารถยืดอายุการเก็บรักษาใหนานขึ้น วิธีแชเยือกแข็งอาหารแบงออกเปน 2 วิธี ไดแก 
การแชเยือกแข็งแบบชา (slow freezing) เปนวิธีการทําใหน้ําทั้งภายในและภายนอกอาหารแข็ง
ตัวอยางชาๆ ทําใหเกิดนิวเคลียสของน้ําแข็งจํานวนนอย แตผลึกน้ําแข็งมีขนาดใหญ สงผลใหผลึก
น้ําแข็งที่เกิดขึ้นทิ่มแทงผนังเซลลของอาหารที่แชเยือกแข็งฉีกขาด ทําใหสูญเสียคุณภาพของอาหาร
ได อีกวิธีของการแชเยือกแข็งคือ การแชเยือกแข็งแบบเร็ว (quick freezing หรือ fast freezing) เปน
วิธีที่ทําใหน้ําทั้งภายในและภายนอกอาหารกลายเปนน้ําแข็งอยางรวดเร็ว ผลึกน้ําแข็งที่เกิดขึ้นจึงมี
ขนาดเล็ก จึงมีผลทําลายเซลลอาหารนอยกวากับการแชเยือกแข็งแบบชา (George, 1997) อยางไรก็
ตามในระหวางการเก็บรักษาแบบแชเยือกแข็ง ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมี ทางกายภาพ ใน
ระดับเนื้อเยื่อ ระดับเซลล จนกระทั่งระดับโมเลกุล สงผลใหเกิดการสูญเสียคุณภาพสัตวน้ํา โดยสัตว
น้ําแชเยือกแข็งจะสูญเสียความฉ่ําน้ําและมีเนื้อสัมผัสที่เหนียวยากตอการบดเคี้ยวเมื่อระยะการเก็บ
รักษานานขึ้น นอกจากนี้ยังสูญเสียกล่ินและกลิ่นรสสดคลายสาหรายของสัตวน้ํา ตลอดจนการเกิด
กล่ินหรือกล่ินรสที่ผิดปกติ (off-flavor) ไดแก การเกิดกลิ่นหืนจากสารประกอบตางๆ เชน กรด 
สารประกอบคารบอนิล ที่เกิดจากการออกซิเดชั่นของไขมันและกลิ่นแอมโมเนียจากการยอยสลาย
ของ TMAO (Jiang and Lee, 2004) ปจจัยที่มีผลตอการเสื่อมเสียดังกลาวขึ้นกับคุณภาพของสัตวน้ํา
เร่ิมตน การเตรียมกอนการแชเยือกแข็ง อัตราการแชเยือกแข็ง อุณหภูมิและระยะเวลาในการเก็บ
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รักษา ประสิทธิภาพในการปองกันการเปลี่ยนแปลงโปรตีน และการออกซิเดชั่น (Sikorski and Pan, 
1994) 

 4.1 การเสียสภาพโปรตีน 

การเสียสภาพโปรตีนระหวางการแชเยือกแข็งและการเก็บรักษาแบบแชเยือกแข็ง 
เกิดจากปจจัยตางๆ ดัง Figure 8 โดยสงผลใหเกิดการสูญเสียคุณสมบัติเชิงหนาที่ เชน ความสามารถ
ในการอุมน้ํา (water-holding ability) ความหนืด (viscosity) การเกิดเจล (gelation) การเกิดฟอง 
(foaming) และการละลายของโปรตีน (solubility) เปนตน (Xiong, 1997) 
 

 
Figure 8. Factors that Affect, directly or indirectly, muscle protein denaturation and consequent  

                 loss of protein functionality during frozen storage. 
   ที่มา  :  MacDonald and Laier (1991) 
 

ในสภาพปกติโครงสรางของโปรตีนจะคงอยูในสภาพธรรมชาติ (native form) 
โดยโปรตีนไมโอไฟบริลลารจะจัดเรียงตัวเปนโครงขายสามมิติ (three-dimensional network) และมี
การจับโมเลกุลของน้ําไวภายใน (Zayas, 1997 อางโดย Dublan-Garcia et al., 2005) แตในระหวาง
กระบวนการแชเยือกแข็งโมเลกุลของน้ําจะเคลื่อนยายออกจากโมเลกุลของโปรตีนเพื่อสรางผลึก
น้ําแข็ง ทําใหไปทําลายพันธะไฮโดรเจนที่เปนพันธะสําคัญตอการรักษาความคงตัวของโปรตีน 
นอกจากนี้มีผลทําใหหมูหนาที่ทั้งชนิดที่เปนสวนไมชอบน้ํา (hydrophobic) และสวนที่ชอบน้ํา 
(hydrophilic) ภายในโมเลกุลของโปรตีนไมไดรับการปองกันจากโมเลกุลน้ํา สงผลตอการ
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เปล่ียนแปลงโครงสรางหรือเกิดอันตรกิริยาระหวางโปรตีนกับโปรตีนไดงายขึ้น และในขณะที่น้ํา
ภายในเซลลเปล่ียนเปนน้ําแข็งนั้น ความเขมขนของเกลือ สารอินทรียและของแข็งตางๆ ที่อยูใน
สวนของน้ําที่ยังไมเปลี่ยนเปนน้ําแข็งเพิ่มขึ้น ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของความแรงของไอออน 
(ionic strength) และการเปลี่ยนแปลงพีเอชซึ่งจะเปลี่ยนไปในทิศทางที่เปนกรด การเปลี่ยนแปลง
ดังกลาวมีผลใหเกิดการสูญเสียสภาพของโปรตีน สําหรับสัตวน้ําบางชนิดโดยทั่วไปจะมี TMAO 
เปนองคประกอบในกลามเนื้อ หลังจากการตาย TMAO จะถูกเปลี่ยนเปน DMA และ FA โดย
เอนไซมไตรเมทิลเอมีนดีเมทิลเลส (trimethylamine demethylase, TMAOaes) ภายในกลามเนื้อหรือ
เปลี่ยนโดยไมใชเอนไซม (non-enzymatic) ในกระบวนการรีดักชั่นในสภาวะที่มีเหล็กหรือ
ฮีโมโกลบินเปนตัวเรง ซ่ึงเหล็ก (Fe2+) ในปริมาณสูงจะสามารถรีดิวซ TMAO ไดเชนกัน (สุทธวัฒน 
เบญจกุล, 2548) แตในสภาวะที่มีออกซิเจนจะทําใหไปยับยั้งปฏิกิริยาดังกลาว โดยออกซิเจนจะไป
จับกับไอออนของโลหะ (metal ions) สงผลใหเปลี่ยน TMAO เปน DMA และ FA ลดลง (Sista et 
al., 1997; Jaing and Lee, 2004) สอดคลองกับการศึกษาในเนื้อปลาเฮคแดง (Lundstrom et al., 
(1981 อางโดย Jaing and Lee, 2004) และปลาปากคม (Leelapongwattana et al., 2005) ที่พบวาเนื้อ
ปลาที่เก็บรักษาในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนจะพบการเกิด DMA และ FA มากกวาเนื้อปลาที่เก็บรักษา
ในสภาวะที่มีออกซิเจน  

FA สามารถจับกับหมูอะมิโนอิสระของโปรตีนไดอยางรวดเร็ว โดย FA 1 โมเลกุล
สามารถเกิดแรงกระทํากับหมูอะมิโน 2 หมูและเชื่อมประสานระหวางสายโซของโปรตีน สงผลให
การละลายของโปรตีนในสารละลายเกลือลดลง นอกจากนี้ FA ยังมีผลตอการเปลี่ยนแปลง
โครงสรางทุติยภูมิของโปรตีนจากเนื้อปลาคอด โดยทําใหหมูที่เปนไฮโดรโฟบิก (hydrophobic 
aliphatic group) ออกมาขางนอกโครงสรางและทําใหเกิดการเชื่อมประสานโดยพันธะโควาเลนต 
(Careche and Li-Chan, 1997) การศึกษาของ Ueng และ Chow (1998) พบวาในระหวางการเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 เดือน หมึกทั้ง 3 สายพันธุ (Loligo edulis, Sepia 
pharaonis และIllex argentinus) มีความเหนียวเพ่ิมขึ้น และความสามารถในการอุมน้ําลดลง เมื่อ
เก็บรักษาในสภาวะแชเยือกแข็งเปนระยะเวลานาน เมื่อตรวจสอบลักษณะเสนใยกลามเนื้อดวย 
กลองจุลทรรศนแบบเฟสคอนทรัสต (phase contrast) แสดงใหเห็นวามัดของเสนใยกลามเนื้อถูก
ทําลาย และมีการรวมตัวกันแนนขึ้นระหวางการเก็บรักษาแบบแชเยือกแข็ง ซ่ึงอาจเกิดจากการเกิด
และการเพิ่มขึ้นของผลึกน้ําแข็ง รวมทั้งการเชื่อมประสานของโปรตีนที่เกิดจากการเหนี่ยวนําของ 
DMA และ FA สงผลใหเนื้อหมึกมีความเหนียวเพิ่มขึ้น (Stanley and Hultin, 1982 อางโดย Ueng 
and Chow, 1998 ) นอกจากนี้ Leelapongwattana และคณะ (2005) กลาววา การละลายของโปรตีน
ของเนื้อปลาปากคมบดระหวางการเก็บรักษาสภาวะแชเยือกแข็งมีคาลดลงเนื่องจากกิจกรรมของ 
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FA โดยเกิดพันธะไดซัลไฟด พันธะไฮโดรเจน และพันธะไฮโดรโฟบิกรวมทั้งการเชื่อมตอของหมู
เมทิลลีน (methylene bridges)  
 4.2 การเปล่ียนแปลงของไขมนั 

การเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีและเคมีของไขมันในสัตวน้ําแชเยือกแข็ง มักมีบทบาท
ตอการสูญเสียคุณภาพระหวางการเก็บรักษา ผลิตภัณฑที่ไดจากการไฮโดรไลซิส และการ          
ออกซิเดชั่นของไขมัน มักจะเกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงสี การเกิดกลิ่นผิดปกติและปฏิกิริยากับ
โปรตีน สงผลใหเนื้อสัมผัสของเนื้อสัตวน้ําไมเปนที่ยอมรับ ตลอดจนการเกิดสารพิษ (Sikorski and 
Pan, 1994; Erickson, 1997) โดยกล่ินรสที่เกิดขึ้นจากการเกิดออกซิเดชั่น คือ กล่ินหืน (rancid) ที่
เกิดจากแอลดีไฮด (aldehyde) คีโตน (ketone) แอลกอฮอล (alcohol) ไฮโดรคารบอน (hydrocarbon) 
ฟูเรน (furan) และกรด (acid) ปจจัยทางกายภาพที่มีผลตอการเกิดออกซิเดชั่นของไขมันที่ใช
เอนไซมและไมใชเอนไซม คือ อุณหภูมิ คากิจกรรมของน้ํา (water activity) คาพีเอช แสง และ
ออกซิเจน (Erickson, 1997) สารประกอบที่เกิดจากกระบวนการออกซิเดชั่นของไขมัน เชน 
มาโลนัลดีไฮด (malonaldehyde) โพรพานอล (propanol) และเฮกซะนอล (hexanal) (Shenouda, 
1980 อางโดย Jaing and Lee, 2004) สามารถเกิดพันธะโควาเลนตกับหมูหนาที่ที่จําเพาะกับสายโซ
ขางของโปรตีน ไดแก หมูซัลฟไฮดริล (–SH) ของซีสเตอีน (cysteine) หมูอะมิโนของไลซีน 
(lysine) และที่ตําแหนง N-terminal ของกรดแอสพาติก (aspartic acid) ไทโรซีน (tyrosine)          
เมทไทโอนีน (methionine) และอารจินีน (arginine) (Konosu et al., 1974 อางโดย Jaing and Lee, 
2004) ซ่ึงอันตรกิริยาดังกลาวสงผลใหไปเพิ่มสวนที่ไมชอบน้ํา (hydrophobicity) ของโปรตีน ทําให
โปรตีนละลายน้ําไดนอยลง สวนปฏิกิริยาออโตออกซิเดชั่น (autoxidation) ของลิพิดทําใหเกิด
อนุมูลอิสระ (free radical) โดยอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นจะรวมตัวกับโปรตีน สงผลใหโปรตีนอยูในรูป
ของ protein-free radical ซ่ึงจะเหนี่ยวนําใหเกิดการเชื่อมประสานกันระหวางโปรตีนกับโปรตีน 
หรือระหวางโปรตีนกับลิพิด นอกจากนี้ปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของไขมันมีผลใหปริมาณของกรด
ไขมันอิสระเพิ่มขึ้น และมีผลโดยตรงกับเนื้อสัมผัสที่เกิดจากการเสียสภาพของโปรตีน โดยกรด
ไขมันอิสระจะเขาไปจับกับโปรตีนไมโอไฟบริลลารโดยเฉพาะแอกโตไมโอซิน ทําใหโมเลกุล
โปรตีนลอมรอบไปดวยสวนที่ไมชอบน้ําเพิ่มขึ้น สงผลใหความสามารถในการสกัดของโปรตีน
ลดลง (Edith, 2004; Jaing and Lee, 2004) 
 การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของไขมันของหมึกกลวย (Thanonkaew et al., 2006b) 
และหมึกกระดอง (Thanonkaew et al., 2007) ซ่ึงแสดงจากคา Thiobarbituric acid reactive 
substances (TBARS) ที่สูงขึ้น และเปนไปในทางเดียวกันกับการเพิ่มขึ้นของคาสีเหลือง (b*) และ
สรุปวา ผลิตภัณฑจากการออกซิเดชั่นของไขมันและการเปลี่ยนแปลงสีของกลามเนื้อหมึกอาจเกิด
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จากปฏิกิริยาสีน้ําตาลโดยไมใชเอนไซมที่เกิดขึ้นระหวางสารประกอบแอลดีไฮดจากปฏิกิริยา     
ออกซิเดชั่นของไขมันในไมโครโซมของหมึกกลวยหรือผลิตภัณฑจากการออกซิเดชั่นของไขมัน
ในไลโบโซมของหมึกกระดองกับหมูเอมีนของฟอสโฟลิปด (phospholipids head groups) เกิดเปน
สารประกอบที่ซับซอนและมีสีเหลือง 

 
วัตถุประสงค 
 
 1.  เพื่อคัดเลือกปจจัยคุณภาพที่เหมาะสมในการบงชี้ถึงคุณภาพหรือความสดของหมึกกลวย 
และหมึกกระดอง ที่เก็บรักษาโดยการแชน้ําแข็ง และการแชเยือกแข็ง 

2. เพื่อศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเก็บรักษาหมกึในน้ําแข็งและในสภาพแชเยือกแข็งที่
ผูบริโภคสามารถยอมรับได 
3. เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงโปรตีนและโครงสรางจุลภาคซึ่งสงผลตอลักษณะเนื้อสัมผัสของ 

หมึกกลวย และหมึกกระดอง ที่เก็บรักษาโดยการแชน้ําแข็งและในสภาพแชเยือกแข็งในระยะเวลาที่
แตกตางกัน 
 
ขอบเขตของโครงการ 
 
 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางเคมี จุลินทรีย กายภาพ และทางประสาทสัมผัส
ของหมึกกลวย และหมึกกระดองที่เก็บรักษาโดยการแชน้ําแข็งและการแชเยือกแข็ง เพื่อพิจารณา
ระยะเวลาที่เหมาะสมในการเก็บรักษาในน้ําแข็ง รวมทั้งปจจัยคุณภาพทางตรงที่บงบอกความสด
หรือคุณภาพของหมึกทั้งสองสายพันธุ 
 

ประโยชนที่คาดวาไดรับ 
 

1.   ปจจัยคณุภาพที่ใชเปนเกณฑพิจารณาคุณภาพของหมึกกลวย และหมึกกระดอง 
2.   ระยะเวลาที่เหมาะในการเก็บรักษาหมกึกลวย และหมึกกระดอง ในน้ําแข็งและแชเยือกแข็ง 
3. ผลของการเปลี่ยนแปลงของโครงสรางจุลภาคที่มีตอเนื้อสัมผัสของหมึกกลวย และหมึก 

กระดอง ระหวางเก็บรักษาโดยการแชน้ําแข็ง และการแชเยือกแข็ง 
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บทที่ 2  

วัสดุอุปกรณและวิธีการ 

วัสดุ  

1. หมึกกระดอง (Sepia aculeata) ขนาด 80-150 กรัม/ตัว และหมึกกลวย (Photololigo  
duvaucelii) ขนาด 20-28 กรัม/ตัว จากทะเลฝงอาวไทย ระยะเวลาหลังจากการจับจนถึงฝงไมเกิน 48 
ช่ัวโมง นํามาบรรจุลังพลาสติกที่มีฉนวนโดยวางหมึกสลับน้ําแข็ง ในอัตราสวนน้ําแข็งตอหมึก 
เทากับ 2:1 (น้ําหนัก/น้ําหนัก) นําไปคณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทรภายใน 
1 ช่ัวโมง 

2. น้ําแข็ง คุณภาพตามมาตรฐานน้ําแข็ง (ประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 78, 2527) 
3. สารเคมี และอาหารเลี้ยงเชื้อ 

โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS), เบตา-เมอแคปโตเอธานอล, กลีเซอรอล, โบวีน- 
ซีรัมอัลบลูมิน, โปรตีนมาตรฐานน้ําหนักโมเลกุลสูง, โฟลีนฟนอล, โคแมสซีบลู R-250 จาก Sigma 
(St. Louis, MO, USA) กรดไฮโดรคลอริก, เอธานอล จาก Fisher Chemicals (Morris Plains, NJ, 
USA) อะคลีลามายด, แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต (TEMED), บีส-อะคลีลามายด และยูเรีย จาก Fluka 
(Buchs, Switzerland) อาหารเลี้ยงเชื้อ (plate count agar) จาก Himedia (Mumbai, India) สารเคมี
และอาหารเลี้ยงเชื้อเกรดสําหรับการวิเคราะห 
 
อุปกรณ 

1. ถุงพลาสติกใส ชนิดโพลีเอทลีิน ขนาด 20x25  เซนติเมตร  หนา  85 ไมโครเมตร 
2. ถังน้ําแข็งพลาสติกชนิดที่มีฉนวน ขนาด  35 ลิตร 
3. เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง ยี่หอ Sartorius รุน Docu-pH meter, Goettingen, ประเทศ 

เยอรมันน ี
4. เครื่องวัดเนื้อสัมผัส (Texture Analyzer) ยี่หอ STABLE MICRO SYSTEM รุน TA-XT2i,  

Surrey, ประเทศอังกฤษ 
5. เครื่องวัดคาสี ยี่หอ HUNTER LAB รุน Color Flex, McLean, ประเทศสหรัฐอเมริกา 
6. เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร ยี่หอ SHIMADZU รุน UV-16001, Kyoto, ประเทศญี่ปุน 
7. กลองจุลทัศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (Scanning Electron Microscope) ยี่หอ JEOL รุน  
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JSM 5800 LV, Tokyo, ประเทศญี่ปุน 
8. เครื่องวัดอุณหภูมิ (Thermocouple) ยี่หอ UNION รุน UN-305A ประเทศอังกฤษ  
9. อุปกรณสําหรบัวิเคราะหทางเคมี 
10. อุปกรณสําหรบัวิเคราะหทางจุลินทรีย 
11. อุปกรณสําหรบัทดสอบทางประสาทสัมผัส 

วิธีการ  

1.  การศึกษาปจจัยคุณภาพที่ใชเปนดัชนีความสดของหมึกกลวย และหมึกกระดองที่เก็บรักษาโดย
การแชน้ําแข็ง 

เมื่อขนสงหมึกทั้งสองชนิดมาถึงหองปฏิบัติการคณะอุตสาหกรรมเกษตรแลว นํา
หมึกทั้งสองชนิดบรรจุในถังน้ําแข็ง โดยวางหมึกเปนชั้นสลับกับน้ําแข็งภายในถังน้ําแข็งชนิดมี
ฉนวน อัตราสวนน้ําแข็งตอหมึก 2:1 (น้ําหนัก/น้ําหนัก) ควบคุมอุณหภูมิภายในถังน้ําแข็งใหอยู
ระหวาง 0-4 องศาเซลเซียส โดยใชเครื่องวัดอุณหภูมิภายในถังน้ําแข็งและในสวนลําตัวของหมึกทั้ง
สองชนิด กําหนดความถี่ในการวัดอุณหภูมิทุกๆ 3 ช่ัวโมง ทําการเปลี่ยนน้ําแข็งและตรวจสอบการ
เปลี่ยนแปลงคุณภาพของเนื้อหมึกในสวนลําตัว ในวันที่ 0 และทุกๆ 2 วัน จนกระทั่งมีคุณภาพอยูใน
ระดับที่ไมยอมรับทางประสาทสัมผัส โดยวิธีการทดสอบคุณภาพโดยรวม (คะแนนระดับ 1 
(reject)) ดังนี้ 
 1.1 การวิเคราะหทางดานเคมี  
   โดยนําตวัอยางสวนลําตัวของหมึกทั้งสองชนิดที่เก็บรักษาทําการลอกหนังและ
นํามาวิเคราะหคาดังนี ้

- Trichloroacetic acid (TCA)-soluble peptide ตามวิธีการทดสอบของ  
Morrissey และคณะ (1993) (ดังแสดงในภาคผนวก ก4) 

- Trimethylamine nitrogen (TMA-N) ดวยวิธี Conway Unit ตามวิธีการ 
ทดสอบของ Hasegawa (1987) (ดังแสดงในภาคผนวก ก1) 

- Total volatile basic nitrogen (TVB-N) ดวยวิธี Conway Unit ตามวิธีการ 
ทดสอบของ Hasegawa (1987) (ดังแสดงในภาคผนวก ก1) 

- Ammonia ตามวิธีการทดสอบของ Paris และ Foglia (1983) (ดังแสดงใน 
ภาคผนวก ก6) 

-  pH ดวยเครื่องพีเอชมิเตอร ตามวิธีการทดสอบของ Dublán-Garcia และ 
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คณะ (2005) (ดังแสดงในภาคผนวก ง4) 

1.2 การวิเคราะหทางจุลินทรีย 

 โดยนําตวัอยางสวนลําตัวของหมึกทั้งสองชนิดที่เก็บรักษาที่ไมทําการลอกหนัง
และนํามาวิเคราะหคาดังนี ้

- Total Variable Count (TVC) ตามวิธีการทดสอบของ Speck (1976) (ดัง 
แสดงในภาคผนวก จ1) 

- Psychrophilic count ดัดแปลงวิธีการทดสอบของ Speck (1976) (ดังแสดง 
ในภาคผนวก จ2) 

1.3 การวิเคราะหทางกายภาพ 
 -  แรงเฉือนดวยเครื่อง Texture Analyzer รุน TA-XT2i ตามวิธีการทดลองของ 
Dublán-Garcia และคณะ (2005) โดยใช Warner-Blatzler Blade ตัดชิ้นเนื้อสวนตรงกลางลําตัวของ
หมึกสดทั้งสองชนิดที่ทําการลอกหนังตามแนวตั้งฉากกับเสนใยกลามเนื้อ (ดังแสดงในภาคผนวก ง
5) 
 - คาสี โดยระบบ L*a*b* ดวยเครื่อง Hunter Lab โดยวดัสวนของลําตัวดานหลังที่
ทําการลอกหนังโดยสุมตําแหนงที่วดัคา 5 จุด (ดังแสดงในภาคผนวก ง3) 

- Expressible drip ตามวิธีการทดสอบของ Hasegawa (1987) โดยตดัชิ้นเนื้อสวน 
ลําตัวของหมึกทั้งสองชนิดที่ทําการลอกหนัง (ดังแสดงในภาคผนวก ง1) 

1.4 การทดสอบทางประสาทสัมผัส 
1.4.1 การฝกฝนผูทดสอบ 

1.4.1.1 อธิบายวัตถุประสงค บทบาทของผูทดสอบ วิธีการที่นํามาใชในการ 
ทดสอบคํานิยามและขั้นตอนของการประเมินคุณลักษณะตางๆ ของหมึกกลวยและหมึกกระดองที่
จะทําการประเมินใหผูทดสอบทราบและทําความเขาใจใหตรงกัน 
     1.4.1.2 ทําการฝกฝนใหผูทดสอบมีความคุนเคยกับตัวอยาง โดยใชตัวอยางหมึก
กลวยและหมึกกระดองที่เก็บรักษาในระยะเวลาตางๆ เพื่อสังเกตลักษณะที่ปรากฏในตัวอยาง เชน 
ลักษณะปรากฏ/สี และเนื้อสัมผัส เปนตน และการเปลี่ยนแปลงของกลิ่น รวมทั้งการใชกล่ิน
มาตรฐาน ซ่ึงเปนกลิ่นที่พบในหมึกทั้งสองชนิดในระหวางในเก็บรักษาจนเกิดการเสื่อมเสีย ดังนี้ 
กล่ินน้ําทะเล (briny) กลิ่นแตงกวา (cucumber) กล่ินโลหะ (metallic) กล่ินกลองกระดาษ 
(cardboard) กล่ินออกซิไดซ (oxidize) กล่ินเปรี้ยว (sour) กล่ินเหม็นหืน (rancid) กล่ินกะหล่ําปลี 
(turnipy) กล่ินแอมโมเนีย (ammonia) และกลิ่นเนาเสีย (putrid) (U.S. Food and Drug 
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Administration, 2005) ฝกฝนจนกระทั่งผูทดสอบสามารถบอกกลิ่นที่ปรากฏได จากนั้นใหผู
ทดสอบประเมินตัวอยางเพื่อทดสอบความถูกตองและมีความแมนยําในการประเมินมากขึ้น ซ่ึงจะ
ทําการฝกฝนและประเมินอาทิตยละ 2 คร้ังเปนเวลา 1 เดือน 
 1.4.1.3 ทดสอบความแมนยําในการประเมินของผูทดสอบโดยผูทดสอบแตละคนมี
คะแนนเฉลี่ยไมแตกตางกันมากหรือมีคาเบี่ยงเบนมาตรฐานต่ําและมแีนวโนมการใหคะแนนเปนไป
ในทิศทางเดยีวกัน 
 1.4.2 วิธีการทดสอบ 
 ใชผูทดสอบที่ผานการฝกฝน 12 คน ประเมินคุณภาพหมึกสดทั้งตัว (ตัวอยางละ   
8-10 ตัว) จากลักษณะของสวนตางๆ  

- ผิวหนัง (skin) โดยตรวจสอบความสมบูรณของผิวหนัง ลักษณะโดยรวม  
(appearance),สี (color), กล่ิน (odor) และเมือก (mucus)              
       -  เนื้อ (flesh)  โดยทดสอบลักษณะเนื้อสัมผัส (texture) 
               -  ตา (eyes) โดยตรวจสอบลักษณะปรากฏ 
              -  บริเวณปาก (mouth region) โดยตรวจสอบ สี (color), กล่ิน (odor), เมือก 
(mucus) โดยใชวิธีการทดสอบ ดังนี ้
 1.4.2.1 Quality index method (QIM) ตามวิธีการทดสอบของ Vaz-Piras และ Seixas (2006) 
โดยเกณฑการประเมินและแบบการประเมิน ดังภาคผนวก ฉ1-3 
 1.4.2.2 การทดสอบคุณภาพโดยรวม ตามวิธีการทดสอบของ Lawless และ Heymann 
(1999) โดยพิจารณาสี ลักษณะปรากฏ กล่ินและเนื้อสัมผัส ทั้งสวนหัวและสวนลําตัวของหมึกทั้ง
สองสายพันธุ   

1.5 การวิเคราะหคาสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธระหวางคุณภาพทางตรงและทางออม 
นําขอมูลทางการตรวจสอบคุณภาพประสาทสัมผัสทั้ง 2 วิธี กับการตรวจสอบ

คุณภาพทางเคมี และการตรวจสอบทางกายภาพมาวิเคราะหคาสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ (r) โดย
คัดเลือกปจจัยคุณภาพที่มีคา r สูงสุด (มีคาเขาใกล 1) เพื่อใชเปนดัชนีคุณภาพที่บงบอกความสดของ
หมึกที่เก็บรักษาโดยการแชน้ําแข็ง และสามารถกําหนดอายุการเก็บรักษาโดยพิจารณาคะแนนจาก
การทดสอบคุณภาพโดยรวมที่ต่ํากวา 6 (unacceptable) จากนั้นนําคาปจจัยคุณภาพดังกลาวมาแสดง
กราฟความสัมพันธ พรอมทั้งแสดงสมการทางคณิตศาสตรสําหรับทํานายคาคุณภาพดังกลาว 
ตลอดจนคาเบี่ยงเบนมาตรฐานของกราฟตามวิธีของ Rees (1995) (ดังแสดงวิธีคํานวณในภาคผนวก 
ซ) 
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2. การศึกษาการเปลี่ยนแปลงโปรตนีและโครงสรางจุลภาคของเนื้อหมึกระหวางการเก็บรักษาโดย
การแชน้ําแข็ง 

นําหมึกที่เก็บรักษาเชนเดียวกับขอ 1 ทําการวิเคราะหคุณภาพ ในวันที่ 0 และทุกๆ 
4 วันจนกระทั่งมีคุณภาพอยูในระดับที่ไมยอมรับทางประสาทสัมผัส โดยวิธีการทดสอบคุณภาพ
โดยรวม (คะแนนระดับ 1 (reject)) ดังนี้ 
 2.1 การวิเคราะหทางดานเคมี 
 - การตรวจสอบรู ปแบบโปรตี นไมโอไฟบริ ลโดยวิ ธี อิ เ ล็ กโทรโฟรี ซี ส                                              
(Sodium Dodecylsulfate-Polyacrylamide Gel  Electrophoresis ,  SDS-PAGE) 
ดัดแปลงจากวิ ธีของ  Laemmli  (1970) (ดังแสดงในภาคผนวก  ก7) 
 -  การวิเคราะหโครงสรางระดับจุลภาคของกลามเนื้อ โดยใชอิเล็กตรอนแบบสอง
กราด (Scanning Electron Microscope, SEM) ตามวิธีของ Dublán-Garcia และคณะ (2006) โดยนํา
ตัวอยางเนื้อสวนลําตัวทั้งดานหนาและหลัง อยางละ 2 ช้ิน เพื่อดูลักษณะเสนใยกลามเนื้อในแนว
ตัดขวางของสวนลําตัว (ดังแสดงในภาคผนวก ค) 
      2.2 การวิเคราะหทางกายภาพ 
  แบงหมึกเปนสองสวน สวนแรกเปนหมึกสด และสวนที่ 2 นํามาตมในอางน้ํา
ควบคุมอุณหภูมิ โดยใหสวนลําตัวมีอุณหภูมิจุดกึ่งกลางชิ้น 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 
จากนั้นทําใหเย็นทันทีดวยน้ําผสมน้ําแข็ง และวัดคาแรงเฉือนดวยเครื่อง Texture Analyzer รุน    
TA-XT2i เชนเดียวกับขอ 1.3  

2.3 การทดสอบเนื้อสัมผัสโดยวธีิทดสอบทางประสาทสัมผสั 
การทดสอบใชวิธี Multisample Difference Test ตามวิธีการทดสอบของ  

Meilgaard และคณะ (1999) ใชผูทดสอบที่ผานการฝกฝน 12 คน ทําการฝกฝนใหผูทดสอบมี
ความคุนเคยกับตัวอยางโดยใชมือสัมผัสความแนนเนื้อของหมึกกลวยและหมึกกระดองที่เก็บรักษา
ในวันตางๆ และสังเกตลักษณะที่เปลี่ยนแปลงในระหวางการเก็บรักษา เชน ความยืดหยุน ความ
แนนแข็ง และความออนนิ่ม เปนตน (ดังแสดงในภาคผนวก ฉ5) 

3.  การศึกษาปจจัยคุณภาพที่ใชเปนดัชนีความสดของหมึกกลวย และหมึกกระดองที่เก็บรักษาโดย
การแชเยือกแข็ง 

นําหมึกที่ผานการลางดวยสารละลายคลอรีนเขมขน 50 ppm จากนั้นบรรจุในถาด
อะลูมิเนียมขนาด 26x34x7 เซนติเมตร และเติมสารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขนรอยละ 3 
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จนเต็มถาด โดยแบงหมึกทั้งสองสายพันธุเปน 2 สวน สวนที่ 1 ทําการแชเยือกแข็งโดยวิธีแบบลม
เย็น (Air-blast) ที่อุณหภูมิ -35 องศาเซลเซียส สวนที่ 2 ทําการแชเยือกแข็งโดยวิธีแผนสัมผัส 
(Contact plate) แบบแนวนอน ที่อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส โดยจะทําการบันทึกอุณหภูมิขณะแช
เยือกแข็ง และเวลาที่ใชในการแชเยือกแข็งจนกระทั่งถึงอุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส เพื่อนํามาหา
อัตราการแชเยือกแข็งของแตละวิธี (ดังแสดงในภาคผนวก ช) จากนั้นบรรจุใสถุงพลาสติกชนิด    
โพลีเอทิลีนและเก็บรักษาทั้งสองสวนไวที่อุณหภูมิ -18+1.3 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 6 เดือน 
โดยนําตัวอยางหลังแชเยือกแข็งและตัวอยางเก็บรักษาทุกๆ 1 เดือน มาทําการละลายโดยให
น้ําประปาไหลผานจนเนื้อหมึกมีอุณหภูมิ 0-2 องศาเซลเซียส เก็บรักษาตัวอยางไวในน้ําแข็ง
จนกระทั่งนําไปวิเคราะห คุณภาพทางดานตางๆ ของเนื้อหมึกในสวนลําตัว ดังนี้  

 

3.1 การวิเคราะหทางดานเคม ี
          โดยนําตวัอยางสวนลําตัวของหมึกทั้งสองชนิดที่เก็บรักษาทําการลอกหนังและ
นํามาวิเคราะหคาดังนี ้

- pH ดวยเครื่องพีเอชมิเตอร เชนเดียวกับ 1.1 
- Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)โดยวิธีการทดสอบของ  

Buege และ Aust (1978) (ดังแสดงในภาคผนวก ก3) 
- ฟอรมัลดีไฮดอิสระ (free formaldehyde) ตามวิธีการทดสอบของ Nash (1953) 

 (ดังแสดงในภาคผนวก ก2) 
- การละลายของโปรตีน (protein solubility) โดยดัดแปลงวิธีวิธีการทดสอบของ 

Chawla และ คณะ (1996) (ดังแสดงในภาคผนวก ข) 
      3.2 การวิเคราะหทางกายภาพ 
  - การวิเคราะหโครงสรางระดับจุลภาคของกลามเนื้อ ดวย SEM เชนเดียวกับ 2.1 
 (โดยจะทําการตรวจสอบทุก 2 เดือน)   

- แรงเฉือนดวยเครื่อง Texture Analyzer รุน TA-XT2i ตามวิธีการทดลองของ 
Dublán- Garcia และคณะ (2005) โดยใช Warner-Blatzler Blade เชนเดียวกับขอ 1.3  

- คาสี โดยระบบ L*a*b* ดวยเครื่อง Hunter Lab โดยวัดสวนของลําตัวดานหลัง 
ที่ที่ทําการลอกหนังโดยสุมตําแหนงทีว่ัดคา 5 จุด  

-  Expressible drip ตามวิธีการทดสอบของ Hasegawa (1987) เชนเดยีวกบั 1.3 
  -  Free drip ตามวิธีการทดสอบของ Hasegawa (1987) (ดงัแสดงในภาคผนวก ง1) 
                           - Cooking loss ตามวิธีของ Jatuphong และคณะ (2000) (ดังแสดงในภาคผนวก ง2) 
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       3.3 การวิเคราะหทางประสาทสัมผัส 
                         ทําการตรวจสอบเชนเดียวกับขอ 1.4 จากนั้นนําขอมูลทางการตรวจสอบคุณภาพ
ประสาทสัมผัสทั้ง 2 วิธีกับการตรวจสอบคุณภาพทางจุลินทรีย ทางเคมี และการตรวจสอบทาง
กายภาพมาวิเคราะหคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (r) เชนเดียวกับขอ 1.5  

4.  การวิเคราะหทางสถิต ิ

 ทําการวิเคราะหผลทางดานสถิติ ซ่ึงจะทําการทดลองทั้งหมด 3 ซํ้า โดยวาง
แผนการทดลองแบบสุมตัวอยางสมบูรณ (Completely randomized design, CRD) วิเคราะหความ
แปรปรวน ANOVA และวิเคราะหความแตกตางของคาเฉลี่ย โดย Duncan’s Multiple Range Test 
(DMRT) และหาคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (r) ระหวางคะแนนการทดสอบทางประสาทสัมผัสกับ
คาคุณภาพดานอื่นๆ ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS for Window Ver. 10.0 
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บทที่ 3 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 

1.  การศึกษาปจจัยคุณภาพที่ใชเปนดัชนีความสดของหมึกกลวย และหมึกกระดองที่เก็บรักษาโดย
การแชน้ําแข็ง 

1.1 การวิเคราะหทางดานเคมี 
1.1.1 การเปลี่ยนแปลงของคาเพปไทดที่ละลายไดในกรดไตรคลอโรอะซิติก 

 คา เพปไทดที่ละลายไดในกรดไตรคลอโรอะซิติกของหมึกกลวยและ
หมึกกระดองในระหวางการเก็บรักษาในน้ําแข็งแสดงดัง Figure 9 คาเพปไทดที่ละลายไดใน
กรดไตรคลอโรอะซิติกของหมึกกลวยมีคาสูงกวาหมึกกระดอง โดยมีคาเริ่มตนเทากับ 0.5 และ      
0.2 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง ตามลําดับ ซ่ึงอาจจะเกิดจากความแตกตางขององคประกอบโปรตีน
ในแตละสายพันธุ โดย Ruiz-Capillas และคณะ (2002) พบวาปริมาณของกรดอะมิโนอิสระทั้งหมด
ในสัตวน้ํามีปริมาณแตกตางกันขึ้นอยูกับชนิดของสัตวน้ํา จาก Figure 9 พบวาคาเพปไทดที่ละลาย
ไดในกรดไตรคลอโรอะซิติกของหมึกทั้งสองชนิดเพิ่มขึ้นตลอดอายุการเก็บรักษา 16 วัน (p<0.01) 
ซ่ึงเกิดจากการไฮโดรไลซิสของพันธะเพปไทดในระหวางการเก็บรักษาในน้ําแข็ง นอกจากนี้คา
ดังกลาวที่พบในหมึกกลวยเพิ่มขึ้นสูงกวาเมื่อเปรียบเทียบกับหมึกกระดอง แสดงวาหมึกกลวย
มีกิจกรรมของเอนไซมโปรติเนสและมีจํานวนของจุลินทรียที่สูงกวา (แสดงดัง Figure 12) จึงสงผล
ใหมีการยอยสลายของโปรตีนที่สูงกวา โดยหลังการตายของ cephalopods จะมีการยอยสลายของ
โปรตีนอยางรวดเร็ว ซ่ึงเกิดจากเอนไซมภายในกลามเนื้อและจากจุลินทรีย โดยเอนไซมที่มีกิจกรรม
สูงทําใหระดับไนโตรเจนจากกลามเนื้อเพิ่มขึ้น มีผลชวยใหจุลินทรียที่ทําใหเกิดการเสื่อมเสียเจริญ
และมีการเนาเสียอยางรวดเร็ว (Vaz-Pires and Barbosa, 2004) Hurtado และคณะ (1999) พบวา 
สาเหตุสําคัญของการยอยสลายโปรตีนกลามเนื้อของหมึกสายเกิดจากเอนไซมโปรติเนส และมี
กิจกรรมการยอยสลายสูงกวาที่พบในปลาสายพันธุตางๆ ผลที่ไดจากการศึกษานี้สอดคลองกับ
การศึกษาในกุงขาว (white shrimp) กุงกุลาดํา (black tiger shrimp) (Sriket et al., 2007) และปลา
ปากคม (Lizard fish) (Benjakul et al., 2003) ซ่ึงพบวาปริมาณเพปไทดที่ละลายไดในกรดไตรคลอ
โรอะซิติกและกรดอะมิโนเพิ่มขึ้น รวมทั้งในหมึกกลวย (Loligo plei) (Lapa-Guimarães et al., 
2005) ที่พบวา การเพิ่มขึ้นของปริมาณไนโตรเจนที่ไมใชโปรตีนและปริมาณไนโตรเจนของกรด   
อะมิโนอิสระ (free amino acid nitrogen, FAA-N) ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาในน้ําแข็ง 
เนื่องมาจากเอนไซมที่ยอยสลายโปรตีนภายในกลามเนื้อหรือจากจุลินทรีย 
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Figure 9. Changes in TCA-soluble peptides of deskinned squid and cuttlefish during iced storage. 

 Bars represent the standard deviation from triplicate determinations. 
 

1.1.2 การเปลี่ยนแปลงของไตรเมทิลเอมีนไนโตรเจน ปริมาณของดางที่ระเหยทั้งหมด และ
แอมโมเนีย  
 การเปลี่ยนแปลงของไตรเมทิลเอมีนไนโตรเจน (trimethylamine nitrogen, TMA-
N) ปริมาณของดางที่ระเหยไดทั้งหมด (total volatile basic nitrogen, TVB-N) และแอมโมเนียของ
หมึกกลวยและหมึกกระดองในระหวางการเก็บรักษาในน้ําแข็ง เปนระยะเวลา  16 วัน  
แสดงดัง  Figure 10 (a,  b และ  c)  พบวาปริมาณของ  TMA-N ในหมึกกลวยและหมึก
กระดองมีการเปลี่ยนแปลงเล็กนอยตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา  6 วัน  และเพิ่มขึ้นอยาง
รวดเร็วหลังจากวันที่ 6 ของการเก็บรักษา (p<0.05) โดยมีคาเพิ่มมากกวา 1 มิลลิกรัมหลังจากวันที่ 
10 และ 12 ของการเก็บรักษา ตามลําดับ สอดคลองกับการศึกษาของ Lapa-Guimarães และคณะ 
(2005) ที่พบวา ปริมาณของไตรเมทิลเอมีน (TMA) ในหมึกกลวย (Loligo plei) จะเพิ่มขึ้นหลังจาก
วันที่ 12 ของการเก็บรักษา Stanley และ Hultin (1982); Iida และคณะ (1992); Ruiz-Capillas และ
คณะ (2002) พบวา TMA-N ของ cephalopods ที่วิเคราะหทันทีหลังจากการจับมีคาเทากับหรือต่ํา
กวา 1 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอ 100 กรัมตัวอยาง ซ่ึงระดับดังกลาวสามารถบงชี้ถึงความสดของ 
cephalopods ได นอกจากนี้ปริมาณของ TMA-N จะขึ้นอยูกับความแตกตางของตัวอยางที่ทําการศึกษา เชน 
ถ่ินที่อยูอาศัย เพศ ชวงอายุ เปนตน (Ruiz-Capillas et al., 2002) อยางไรก็ตาม TMA-N มีคาเพิ่มขึ้น
อยางชัดเจนหลังจากเก็บรักษาเปนเวลา 12 วัน ซ่ึงเกิดจากการสลายตัวของไตรเมทิลเอมีนออกไซด
ไนโตรเจน (TMAO-N) ไปเปน TMA โดยเอนไซมไตรเมทิลเอมีนออกไซดรีดักเตสจากจุลินทรียที่
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ชอบอุณหภูมิต่ําในระหวางการเก็บรักษาในน้ําแข็ง ซ่ึง TMA ที่เกิดขึ้นจะทําใหเกิดกล่ินและกลิ่นรส
ที่ผิดปกติ (Gram and Huss, 1996) การเปลี่ยนแปลงของ TMA มีความสัมพันธกับการเพิ่มขึ้นของ   
จุลินทรียที่ชอบอุณหภูมิต่ํา ผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาการเนาเสียของหมึกกลวยและหมึกกระดอง
เกิดจากจุลินทรียที่มีกิจกรรมรีดิวซไตรเมทิลเอมีนออกไซด  (TMA-O) สูงขึ้นตลอดระยะเวลาการ
เก็บรักษา 
 ปริมาณของดางทั้งหมดที่ระเหยไดของหมึกกลวยเพิ่มขึ้นหลังจากเก็บรักษาใน
น้ําแข็ง เปนเวลา 6 วัน (p<0.05) ขณะที่หมึกกระดองเพิ่มขึ้นตั้งแตชวงเริ่มตนของการเก็บรักษาและ
จะเพิ่มชัดเจนหลังจาก 12 วัน (p<0.05) ปริมาณดางที่ระเหยไดสามารถใชเปนอินดิเคเตอรของการ
เสื่อมเสียมากกวาที่จะใชเปนดัชนีความสด (Yamanaka et al., 1987; Ohashi et al., 1991; Civera et 
al., 1999; Lapa-Guimarães et al., 2005) เมื่อพิจารณาจากคา TMA-N และ TVB-N จะเห็นวาหมึก
กลวยและหมึกกระดองที่เก็บรักษาเปนระยะเวลา 16 วัน ยังอยูในเกณฑที่ผูบริโภคยอมรับไดโดยมี
คาปริมาณ TMA-N เทากับ 3.30 และ 3.46 มิลลิกรัมตอ 100 กรัมตัวอยาง และ TVB-N เทากับ 8.57 
และ 12.77 มิลลิกรัมตอ 100 กรัมตัวอยาง ตามลําดับ TMA ของปลาและพวกสัตวน้ําจําพวกมีเปลือก 
(shellfish) เชน หอย กุง ปู จะจํากัดระดับไมเกิน 5 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอ 100 กรัม (Hebard et al., 
1982) Ke และคณะ (1984) ไดเสนอการจัดระดับคุณภาพของ cephalopod ตามปริมาณ TVB-N โดย
ปริมาณที่สูงกวา 45 มิลลิกรัมตอ 100 กรัมตัวอยาง จัดอยูในเกณฑที่ไมสามารถยอมรับได ขณะที่ใน
ตลาดประเทศญี่ปุนจัดเกณฑปริมาณ TVB-N ที่คาเพียง 15 มิลลิกรัมตอ 100 กรัมตัวอยาง (Ruiz-
Capillas et al., 2002)  
 Figure 10a แสดงใหเห็นวาปริมาณแอมโมเนียของทั้งสองตัวอยางเพิ่มขึ้นเมื่อ
ระยะเวลาการเก็บเพิ่มขึ้น และเพิ่มขึ้นอยางชัดเจนหลังจากวันที่ 14 ของการเก็บรักษา (p<0.05) ผล
การศึกษานี้สอดคลองกับการศึกษาของ Licciardello และคณะ(1985 อางโดย Paarup et al., 2002) 
และ Paarup และคณะ (2002) ซ่ึงพบวาแอมโมเนียในหมึกกลวย Loligo pealei และ Todaropsis 
eblanae มีคาเพิ่มขึ้นตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาในน้ําแข็ง และเพิ่มขึ้นอยางชัดเจนในชวงสุดทาย
ของการเก็บรักษา ผลที่ไดสอดคลองในทิศทางเดียวกับคา TVB-N (Figure 10b) โดย TVB-N 
ประกอบดวย TMA DMA และแอมโมเนียซ่ึงเปนสารประกอบที่เกี่ยวของกับกลิ่นที่ไมพึงประสงค
ของสัตวน้ํา (Okuzumi and Fuji, 2000) Lapa-Guimarães และคณะ (2005) รายงานวา หมึกกลวย
ทางการคามีปริมาณแอมโมเนีย 17.1 มิลลิกรัมของแอมโมเนียไนโตรเจนตอ 100 กรัม คิดเปนรอย
ละ 88.6 ของปริมาณ TVB-N และ Leblanc และ Gill (1984) รายงานวา แอมโมเนียสามารถใชเปน
ดัชนีคุณภาพที่ดีสําหรับหมึกกลวย (Illex illecebrosus)  
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 Figure 10. Changes in trimethylamine nitrogen (TMA-N) (a) total volatile based nitrogen  
                  (TVB-N) (b) and ammonia (c) in deskinned squid and cuttlefish during iced storage. 
                  Bars represent the standard deviation from triplicate determinations. 
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1.1.3 การเปลี่ยนแปลงของคาพีเอช 
 การเปลี่ยนแปลงของคาพีเอชแสดงดัง Figure 11 จะเห็นวาคาพีเอชเปลี่ยนแปลง
เล็กนอยในระหวางการเก็บรักษาโดยสอดคลองกับการศึกษาของ Ohashi และคณะ (1991) ซ่ึงพบวา
การเปลี่ยนแปลงของคาพีเอชของหมึกกลวย (common squid) ที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 5 และ 10 องศา
เซลเซียสคาพีเอชเพิ่มขึ้นเพียงเล็กนอยในชวงแรกที่เก็บรักษา ขณะที่คาพีเอชของตัวอยางที่เก็บรักษา
ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียสมีคาคงที่ Ramirez-Suarez และคณะ (2008) พบวาหมึกกลวย (Dosidicus 
gigas) ที่เก็บรักษาที่ 0 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 วันมีคาพีเอชคงที่เชนกัน Ando และคณะ (1999) 
พบวาไมมีการเปลี่ยนแปลงของระยะหลังการเกร็งตัวของหมึกกลวย (Loligo bleekert) ชัดเจน ทั้งนี้
อาจจะเกิดจากองคประกอบบางชนิดในกลามเนื้อหมึกที่มีคุณสมบัติเปนบัฟเฟอร ไดแก TMA-O 
โดยในหมึกจะมีปริมาณสูงถึง 75-250 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอ 100 กรัม (สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548) 
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Figure 11. Changes in pH from squid and cuttlefish during iced storage. 
           Bars represent the standard deviation from triplicate determinations. 
 

1.2 การวิเคราะหทางดานจุลินทรีย  
 1.2.1 ปริมาณจุลินทรียทั้งหมดและจุลินทรียที่ชอบอุณหภูมิต่ํา 

ผลการวิเคราะหปริมาณจุลินทรียทั้งหมดและจุลินทรียที่ชอบอุณหภูมิต่ําแสดงดัง 
Figure 12 (a และ b) จํานวนจุลินทรียทั้งหมดของหมึกกลวยและหมึกกระดองเพิ่มขึ้นจาก 
1.7x102cfu ตอกรัม และ 1.1x102cfu ตอกรัม ในชวงเริ่มตนของการเก็บรักษา ไปเปน 2.8x104cfu ตอ
กรัม และ 1.8x104cfu ตอกรัม ในวันที่ 16 ตามลําดับ (Figure 12a) จํานวนจุลินทรียที่ชอบอุณหภูมิต่ํา
ในหมึกกลวยและหมึกกระดองเพิ่มขึ้นจาก 7.0x101cfu ตอกรัม และ 4.5x101cfu ตอกรัม ในวันที่ 0 
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ของการเก็บรักษาเพิ่มเปน 5.2x104 cfu ตอกรัม และ1.1x105cfu ตอกรัม ตามลําดับ หลังจากการเก็บ
รักษาเปนระยะเวลา 16 วัน (Figure 12b) จาก Figure 12 จะเห็นวาปริมาณของจุลินทรียทั้งหมดและ         
จุลินทรียที่ชอบอุณหภูมิต่ําในหมึกทั้งสองชนิดอยูในชวง 104-105cfu ตอกรัม หลังจากเก็บรักษา 16 
วัน เมื่อพิจารณาจุดไมยอมรับทางประสาทสัมผัส (Figure 15) พบวาหมึกกลวยและหมึกกระดองมี
อายุการเก็บรักษาที่ 6 วัน และมีจํานวนจุลินทรียทั้งหมดและจุลินทรียที่ชอบอุณหภูมิต่ําเพียง 
2.3x102cfu ตอกรัม และ 2.5x102cfu ตอกรัม ตามลําดับ สอดคลองกับการศึกษาของ Vaz-Pires และ 
Barbosa (2004) ที่พบวาหมึกสาย (Octopus vulgaris) ที่เก็บรักษาในน้ําแข็งเปนระยะเวลา 8 วัน ซ่ึง
อยูในระดับที่ปฏิเสธทางประสาทสัมผัส มีปริมาณของจุลินทรียทั้งหมด 105-106cfu ตอลูกบาศก
เซนติเมตร ซ่ึงมีปริมาณจุลินทรียทั้งหมดมีนอยกวาในปลาที่เสื่อมเสีย (Hurtado et al., 1999; Vaz-
Pires and Barbosa, 2004) และอยูในระดับที่ปฏิเสธ (rejection) โดยทั่วไปมีจํานวนจุลินทรียที่ทําให
เกิดการเนาเสียอยูในชวง 107-109cfu ตอกรัม (Huss et al., 1997; Olafsdóttir et al., 1997; Vaz-Pires 
and Barbosa, 2004) นอกจากนี้ใหผลสอดคลองกับ cephalopod ชนิดอื่นๆ เชน หมึกกลวย (Loligo 
plei) (Lapa-Guimarães et al., 2005) และหมึกสาย (Octopus valgan) (Vaz-Pires and Barbosa, 
2004) 
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Figure 12. Changes in total viable count (a) and psychrophillic counts (b) of squid and cuttlefish 
    during iced storage. 
    Bars represent the standard deviation from triplicate determinations. 
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1.3 การวิเคราะหทางดานกายภาพ 

1.3.1 การเปลี่ยนแปลงของปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อ 
การเปลี่ยนแปลงคาปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อของหมึกกลวยและหมึก

กระดองที่เก็บรักษาในน้ําแข็งแสดงดัง Figure 13 คาปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อของหมึก
ทั้งสองชนิดเพิ่มขึ้นตลอดการเก็บรักษา  (p<0.05) คาที่ เพิ่มสูงขึ้นนั้นบงบอกถึงการสูญเสีย
ความสามารถในการอุมน้ําของกลามเนื้อในระหวางการเก็บรักษา ซ่ึงอาจเกิดการยอยสลายของ
โปรตีนบางสวนที่เกิดจากการยอยสลายตัวเอง อาจสงเสริมตอการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของ
โปรตีน ทําใหหมูที่ชอบน้ําของโปรตีนออกสูภายนอกมากขึ้นและเกิดการเสียสภาพ ซ่ึงสงผลใหเกดิ
การสูญเสียน้ําในโครงสรางกลามเนื้อ (Sriket, 2007) นอกจากนี้ความสามารถในการอุมน้ําของ
กลามเนื้อยังสัมพันธกับโครงขายไมโอไฟบริล รวมทั้งการเปลี่ยนแปลงของเอนไซมที่ยอยโปรตีน
ในระหวางการเก็บรักษา โดยสงผลตอคุณสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีนในเนื้อสด (Tsuchiya et al., 
1978; Zayas, 1997; Dublan-Garcia et al., 2005) 
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Figure 13. Changes in expressible drip of deskinned squid and cuttlefish during iced storage. 

    Bars represent the standard deviation from triplicate determinations. 
 

1.3.2 การเปลี่ยนแปลงของคาแรงเฉือน 
คาแรงเฉือนของหมึกกลวยและหมึกกระดองที่เก็บรักษาในน้ําแข็งแสดงดัง Figure 

14 หมึกทั้งสองชนิดมีคาแรงเฉือนลดลงอยางชาๆ ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา (p<0.05) คาแรง
เฉือนของหมึกกระดองสูงกวาหมึกกลวย ที่เปนเชนนี้เนื่องจากเนื้อของหมึกกระดองมีความหนากวา
หมึกกลวย Ochiai และคณะ (1985); Sato และคณะ (1986); Hatae และคณะ (1986); Olaechea และ
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คณะ (1993); Ando และคณะ (1999) รายงานวา ความแนนเนื้อของกลามเนื้อสัตวน้ํามีความสัมพันธ
กับคอลลาเจนซึ่งเปนสวนประกอบหลักของเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน ผลการทดลองนี้สอดคลองกับการเพิ่มขึ้น
ของคาเพปไทดที่ละลายไดในกรดไตรคลอโรอะซิติก (Figure 9) ซ่ึงแสดงใหเห็นวากลามเนื้อหมึก
กลวยและหมึกกระดองมีเนื้อสัมผัสนิ่มลง เนื่องจากการยอยสลายของกลามเนื้อโปรตีนและการ
เปลี่ยนแปลงของเสนใยกลามเนื้อ (Rodger et al., 1984; Nagashima et al., 1992; Dublan-Garcia et 
al., 2005) 
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Figure 14. Change in shear force of deskinned squid and cuttlefish during iced storage. 

    Bars represent the standard deviation from five determinations. 
 

1.3.3 การเปลี่ยนแปลงคาสี 
 Table 9 และ 10 แสดงการเปลี่ยนแปลงของคา L* a* และ b* ของลําตัวหมึกกลวย
และ หมึกกระดองที่ทําการลอกหนัง พบวาคา L* ซ่ึงแสดงคาความสวางของหมึกทั้งสองชนิดมีคา
ลดลงตลอดระยะเวลาของการเก็บรักษา ขณะที่คา a* แสดงคาสีแดง-สีเขียว เพิ่มขึ้นอยางชาๆ และมี
คาสูงขึ้นอยางมากในชวงสุดทายของการเก็บรักษา (p<0.05) คา b* ซ่ึงแสดงคาสีเหลือง-สีน้ําเงินใน
หมึกกลวยมีแนวโนมลดลง ขณะที่หมึกกระดองมีการเปลี่ยนแปลงเล็กนอย เมื่อส้ินสุดการเก็บรักษา 
(p<0.05) คา a* ของหมึกกลวยมีคาสูงกวาหมึกกระดอง ซ่ึงแสดงใหเห็นวา เนื้อหมึกกลวยมีการติด
สีแดงเพิ่มขึ้น ขณะที่เนื้อหมึกกระดองเปลี่ยนเปนสีเหลืองในระหวางการเก็บรักษา Lapa-Guimarães 
และคณะ (2002) พบวา หมึกกลวย (Loligo plei) ที่เก็บรักษาในน้ําแข็งมีความเขมของสีแดงและสี
เหลืองที่บริเวณลําตัวเพิ่มขึ้นตลอดการเก็บรักษา การลดลงของความขาวและการเกิดสีแดงสามารถ
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บงบอกถึงคุณภาพของหมึกกลวยที่ลดลง (Ke et al., 1984; Hincks and Stanley, 1985; Lakshmanan 
et al., 1993; Lapa-Guimarães et al., 2002) โดยหมึกกลวยเริ่มเปลี่ยนเปนสีชมพู หลังเก็บรักษาใน
น้ําแข็ง 4 วัน และมีการยอมติดสีแดงเพิ่มขึ้นอยางชัดเจนหลังจากเก็บรักษา 16 วัน อาจจะเกิดจาก
กิจกรรมของเอนไซมภายในเนื้อหมึกและจากจุลินทรียบนผิวหนัง สามารถยอยสลายถุงเม็ดสีที่อยู
บนผิวหนังแลวปลดปลอยเม็ดสีใหยอมติดบนลําตัวของหมึกกลวย (Lapa-Guimarães et al., 2002; 
Vaz-Pires et al., 2008) ซ่ึงผิวหนังของหมึกประกอบดวยเม็ดสี เชน สีดํา สีแดง หรือสีเหลือง ถุงเม็ด
สีเหลานี้จะกระจายอยูทั่วไป ทั้งสวนลําตัว หนวด หัว และครีบของหมึก สามารถขยายหรือหดตวัได
โดยการควบคุมของระบบประสาท ภายหลังจากการตายเสนประสาทจะหยุดทํางานทําใหจุดสีขยาย
ใหญขึ้น ประกอบกับการเพิ่มขึ้นของปริมาณดางที่ระเหยไดทั้งหมด (Figure 10b) มีผลทําใหเม็ดสี
เปลี่ยนเปนสีแดงปนมวงในระหวางการเก็บรักษา (Hanabe et al., 1989;สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548) 
 
Table 9. Changes in L*, a* and b* of deskinned squid during iced storage. 

 Storage time (days) L* a* b* 

0 74.37+5.30a 0.07+0.58d 10.22+0.68a

2 71.48+1.05ab 0.90+0.88cd 8.49+2.13ab

4 66.65+2.05cd 4.09+1.47b 8.25+4.48ab

6 69.25+2.41bc 2.47+1.80bc 5.82+2.46bc

8 70.34+5.44abc 2.35+0.62bc 3.53+1.25d

10 64.15+4.25d 2.69+1.46bc 3.07+1.14d

12 72.12+2.81ab 2.96+1.31bc 5.02+2.27bc

14 70.16+1.84abc 3.45+1.19b 5.51+1.87bc

16 65.61+2.10bc 8.46+1.57a 5.78+2.37bc

 Note: Mean ± SD from five determinations. 
 Different letters within the same column indicate significant differences (p<0.05). 
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Table 10. Changes in L*, a* and b* of deskinned cuttlefish during iced storage. 
Storage time (days) L* a* b* 

0 78.86+3.78bc -2.32+0.53c 7.32+1.16b

2 76.06+1.41cd -1.75+0.35bc 3.67+0.84d

4 81.75+1.38ab -0.99+0.27b 7.21+0.95b

6 80.99+1.60ab -1.44+0.28bc 7.67+0.55ab

8 83.80+0.75a -1.86+0.49bc 7.24+0.57b

10 70.99+2.21e -1.49+0.55bc 3.13+0.69d

12 80.88+2.40ab -1.45+0.80bc 5.62+1.87c

14 81.84+1.53ab -1.20+0.57b 5.30+0.70c

16 73.47+3.11de 1.11+1.44a 9.01+1.44a

  Note: Mean ± SD from five determinations. 
  Different letters within the same column indicate significant differences (p<0.05). 

 
 1.4 การเปล่ียนแปลงทางประสาทสัมผัส 
 1.4.1 การเปลี่ยนแปลงของ QIM 
 Figure 15 และ 16 เปนกราฟแสดงความสัมพันธของดัชนีคุณภาพสําหรับหมึก
กลวยและหมึกกระดองกับระยะเวลาการเก็บรักษา ตามลําดับ กราฟดังกลาวมีความสัมพันธแบบ  
เอ็กโพแนนเซียล ซ่ึงมีคาความสัมพันธเชิงเสน (R2) เทากับ 0.975 และ 0.971 สําหรับหมึกกลวยและ
หมึกกระดอง ตามลําดับ ขณะที่ QIM ของหมึกสาย (Octopus vulgaris) (Lapa-Guimarães et al., 
2004) หมึกกลวย (Illex coindetii) และหมึกกระดอง (Sepia officinalis) (Vaz-Pires and Seixas, 
2006) แสดงความสัมพันธเชิงเสนตรงซึ่งมีคา R2 เทากับ 0.99 ความแตกตางที่เกิดขึ้นนั้นคงเกิดจาก
ความแตกตางของลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ cephalopod แตละชนิด โดย Luten และ 
Martinsdóttir (1997 อางโดย Vaz-Pires and Seixas 2006) กลาววา คะแนนของ QIM เปนคะแนน
รวมของคุณภาพทางประสาทสัมผัสจะตองมีความสัมพันธเปนเสนตรงกับระยะเวลาการเก็บรักษา
น้ําแข็ง และสามารถใชในการทํานายอายุการเก็บรักษาได ซ่ึงสอดคลองกับ Dalgaar (2000 อางโดย 
Barbosa and Vaz-Pires 2004) กลาววา ความชันของคะแนน QIM สามารถสรางเปนสมการทาง
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คณิตศาสตรเพื่อใชทํานายอายุการเก็บรักษาสําหรับผลของอุณหภูมิมีตออายุของผลิตภัณฑ และยัง
สามารถบอกถึงระยะเวลาที่เหลือที่ยังคงเก็บรักษาในน้ําแข็งได โดยการลบจํานวนวันที่เก็บรักษากับ
ระยะเวลาทั้งหมดที่เก็บรักษาจนกระทั่งปฏิเสธ แตสําหรับการทดลองนี้ ไดนํา QIM ที่ใชการ
ตรวจสอบความสดของหมึกกลวย (Illex coindetii) (Vaz-Pires and Seixas, 2006) และหมึกกระดอง 
(Sepia officinalis) (Vaz-Pires and Seixas, 2006) มาใชจึงทําใหกราฟคะแนนที่ไดไมเปนเสนตรง 
หากตองการนํา QIM มาใชสําหรับทํานายอายุการเก็บรักษาของหมึกกลวย (Photololigo duvaucelii) 
และหมึกกระดอง (Sepia aculeata) ที่ใชในการวิจัยนี้จะตองมีการศึกษาเพิ่มเติมในการปรับ
พารามิเตอรที่ไมบงชี้คุณภาพของหมึกทั้งสองชนิดใหสอดคลองกับการเปลี่ยนแปลงของหมึก
ดังกลาว เชน การติดกันของกระดูกและหัวของหมึกกระดอง หรือการเพิ่มพารามิเตอรที่จําเปนใน
การตรวจสอบ เชน ความสมบูรณของผิวหนัง และการยอมติดสีบนกลามเนื้อ เปนตน Figure 15 
และ 16 แสดงใหเห็นวาคะแนน QIM ของหมึกทั้งสองชนิดเพิ่มขึ้นตลอดการเก็บรักษา (p<0.05) 
โดยคะแนน QIM เนนพิจารณาลักษณะปรากฏและกลิ่น เนื่องจากเปนพารามิเตอรสําคัญที่มีผลตอ
การขายและการบริโภคหมึกของตลาดโลก (Vaz-Pires and Barbosa, 2006) ในวันที่ 0 ผิวหนังของ
หมึกกลวยมีลักษณะเหลือบเหมือนสีรุง มีกล่ินสาหราย สวนหมึกกระดองในวันที่ 0 โดยปกติ
ลักษณะสีดําของผิวหนังจะสูญเสียทันที เนื่องจากการคลายตัวของเม็ดสีหลังจากการตายซึ่งทําใหคา
คะแนนเทากับ 0 ไมไดเปนระดับคุณภาพที่ดีที่สุดตามทฤษฎี ความแตกตางที่พบระหวางหมึกกลวย
และหมึกกระดองเกิดจากปจจัยทางชีววิทยาและสรีระวิทยา (Vaz-Pires and Barbosa, 2006) 
หลังจากวันที่ 6 ซ่ึงเปนระยะเวลาที่ตัวอยางอยูในระดับคะแนนไมยอมรับ คะแนน QIM ของหมึก
กลวยและหมึกกระดองเทากับ 10.8 และ 11.3 ตามลําดับ พบวามีกล่ินคาวเพิ่มขึ้นอยางชาๆ ผิวหนัง
หมึกกลวยเปนสีชมพู หมึกกระดองตรงกลางลําตัวที่ลอกหนังแลวเปลี่ยนเปนสีน้ําตาล นอกจากนี้
หมึกทั้งสองชนิด มีเนื้อสัมผัสนิ่มลงและตามีลักษณะขุนเมื่อเปรียบเทียบกับตัวอยางที่ยังสด หมึก
กลวยและหมึกกระดองมีคะแนนระดับปฏิเสธ (QIM= 13.7 และ 14.8 คะแนนตามลําดับ) ในวันที่ 
14 ซ่ึงพบวาผิวหนังจะเกิดสีชมพูเขม มีกล่ินเนาเสียที่รุนแรงและมีเนื้อสัมผัสนิ่มมากในหมึกทั้งสอง
ชนิด อยางไรก็ตามคะแนน QIM ของหมึกทั้งสองชนิดมีคาต่ํากวาคะแนนสูงสุด (14 และ 16 
ตามลําดับ) ทั้งนี้เนื่องจากคุณลักษณะที่ใชประเมิน QIM ไมสอดคลองกับการเปลี่ยนแปลงของหมึก
ที่ศึกษาดังที่กลาวมาแลว Lapa-Guimarães และคณะ (2002) รายงานวา หมึกกลวย (Loligo plei) 
คุณภาพที่ลดลงอยางเห็นไดชัดหลังจาก 7 วันของการเก็บรักษา โดยเกิดการเปลี่ยนแปลงสีที่ผิวหนัง
เชนเดียวกับ Civera และคณะ(1999); Lapa-Guimarães และคณะ (2002) พบวาคุณภาพทางประสาท
สัมผัสของหมึกกระดอง (Sepia officinalis) หมึกสาย (Eledone moschata) และหมึกกลวย (Illex 
coindetii) ลดลงหลังจาก 7 วันของการเก็บรักษาที่ 1-2 องศาเซลเซียส และลักษณะทางประสาท
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สัมผัสถึงระดับที่ไมสามารถบริโภคไดหลังจากวันที่ 10 นอกจากนี้ Yamanaka และคณะ (1987); 
Lapa-Guimarães และคณะ (2002) พบวากลามเนื้อของหมึก Todarodes pacificus ที่เก็บในตูเย็น
อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 วัน มีลักษณะที่ไมมีกล่ินและเนื้อมีเนื้อสัมผัสแนนและ
สามารถจัดอยูในระดับที่ยอมรับได แตหลังจากเก็บรักษาเปนระยะเวลา 10 วันพบวามีกล่ินเหม็นเนา
และเนื้อมีเนื้อสัมผัสนิ่มมาก Vaz-Pires และ Seixas (2006) รายงานวาหมึกกระดอง (Sepia 
officinalis) และหมึกกลวย (Illex coindetii) มีคะแนน QIM ระดับปฏิเสธของพารามิเตอรทั้งหมด 17 
และ 16 คะแนน หลังจาการเก็บรักษา 10 วันและ 9 วัน ตามลําดับ อายุการเก็บรักษาของพวก 
cephalopods จะสั้นกวาพวกปลาที่เก็บในอุณหภูมิและสภาวะเดียวกัน เนื่องจากทางสรีระวิทยาและ
ทางชีววิทยาของพวก cephalopods เชน ผิวหนังที่ไมซับซอนและบอบบาง ไมมีเกล็ด มีลักษณะนิ่ม
มากโดยเฉพาะองคประกอบทางชีวเคมีทั่วไปของสัตวกลุมนี้ สามารถยอยสลายไดงาย จึงสงผลให
คุณภาพลดลงอยางรวดเร็วและเกิดการยอยสลายตัวเองอยางมีประสิทธิภาพ (Vaz-Pires and Seixas, 
2006) 
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Figure 15. Changes in QIM score of squid during iced storage. 
                 Bars represent the standard deviation from twelve determinations. 
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y = -0.0553x2 + 1.7327x + 1.1718
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Figure 16. Changes in QIM score of cuttlefish during iced storage. 
      Bars represent the standard deviation from twelve determinations. 
  

 1.4.2 การเปลี่ยนแปลงคณุภาพโดยรวม 
 Figure 17 แสดงการเปลี่ยนแปลงคุณภาพโดยรวมของหมึกกลวยและหมึกกระดอง
ในระหวางการเก็บรักษาในน้ําแข็ง คะแนนคุณภาพโดยรวมของหมึกทั้งสองชนิดลดลงเมื่อ
ระยะเวลาในการเก็บรักษาเพิ่มขึ้น โดยจากการพิจารณาคุณภาพโดยรวมคะแนนที่อยูในชวง 3-5 
และ 1-2 แสดงวา ไมยอมรับและปฏิเสธหมึกทั้งสองชนิด ตามลําดับ (Lawless and Heymann, 1998) 
ดังนั้น หมึกกลวยและหมึกกระดองจึงมีอายุการเก็บรักษาในน้ําแข็งเปนเวลา 6 วัน ซ่ึงอยูในระดับ
คะแนนที่ผูบริโภคเริ่มไมยอมรับ (4.6 และ 5.1 ตามลําดับ) โดยพบกลิ่นออกซิไดซและกลิ่นคาว มี
ลักษณะผิวหนังเหียวยน/ถลอก การเชื่อมตอระหวางหัวกับลําตัวหลวม เนื้อสัมผัสเละหรือนิ่ม และ
เกิดจุดสีชมพูบนเนื้อของหมึกกลวย และบนผิวหนังดานทองของหมึกกระดอง หลังจากการเก็บ
รักษา 14 วัน คุณภาพทางประสาทสัมผัสของหมึกทั้งสองชนิดถึงจุดที่ไมสามารถบริโภคได (จุด
ปฏิเสธ) เมื่อพบกลิ่นแอมโมเนียหรือกล่ินเหม็นเนาในหมึกทั้งสองชนิด  

 U.S. Food and Drug Administration (US FDA, 2005) ไดอธิบายคุณลักษณะที่บง
บอกระดับคุณภาพที่ปฏิเสธสําหรับปลา กุง และหอยสดและแชเยือกแข็ง ไดแก กล่ินเปรี้ยว กล่ิน
ยีสต กล่ินหมัก กล่ินหืน กล่ินกะหล่ําปลีเนา กล่ินแอมโมเนีย กล่ินอินโดล กล่ินเหม็นเนา และกลิ่น
คลายอุจจาระ  จากการศึกษาหมึกกลวย Illex illecebrosus (Ke et al., 1984) และ Loligo duvaceli 
(Lakshmanan et al., 1993) พบวาผิวหนังของหมึกกลวยสดจะมีลักษณะที่สดใสและมีสีน้ําตาล
แดง หมึกกลวยที่มีจุดสีแดงเขมจะเปนคุณลักษณะที่ไมยอมรับ Paarup และคณะ (2002) พบวา
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หมึกกลวย (Todaropsis eblanae) มีระดับคุณภาพที่ปฏิเสธหลังเก็บรักษาในน้ําแข็งเปนเวลา 12 วัน 
เนื่องจากพบกลิ่นแอมโมเนีย และมีอัตราการเกิดแอมโมเนียและไตรเมทิลเอมีนสูง ผลการวิจัยนี้
สอดคลองกับผลการวิจัยของนักวิจัยอ่ืนๆ เชน หมึกกลวย Todaropsis eblanae (Paarup et al., 2002) 
และ Loligo plei (Lapa-Guimarães et al., 2005) ซ่ึงพบวาปริมาณแอมโมเนียเพิ่มขึ้นตลอดการเก็บ
รักษาจนกระทั่งถึงระดับปฏิเสธ ตามรายงานของ Okuzumi และ Fujii (2000) พบวา TMA DMA 
และแอมโมเนียมีผลตอการสูญเสียความสด โดยใหกล่ินคาว (fishy) และกลิ่นเนาเสีย (putrid smell) 
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Figure 17. Changes in overall quality score of squid and cuttlefish during iced storage. 
  Bars represent the standard deviation from twelve determinations. 

 
 1.4.3 คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ ระหวางผลการทดลองทางดานประสาทสัมผัส จุลินทรีย 
กายภาพและเคมีของหมึกกระดองและหมกึกลวยที่เก็บรักษาในน้ําแข็ง 
  คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ ระหวางผลการทดสอบคุณภาพโดยทางตรง ไดแก การ
ทดสอบทางจุลินทรีย กายภาพและเคมีกับการทดสอบคุณภาพโดยทางออม ไดแก การทดสอบทาง
ประสาทสัมผัสของหมึกกระดองและหมึกกลวยที่เก็บรักษาในน้ําแข็งแสดงดัง Table 11 พบวา มี
การเปลี่ยนแปลงของคาเพปไทดที่ละลายไดในกรดไตรคลอโรอะซิติก ปริมาณแอมโมเนีย และ
ปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อของหมึกกลวย และปริมาณแอมโมเนีย คาแรงเฉือน และ
ปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อของหมึกกระดองที่มีความสัมพันธทางตรงกับคา QIM และมี



  

52 

ความสัมพันธในทางตรงขามกับคาคุณภาพโดยรวมโดยมีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธสูงอยางมี
นัยสําคัญ (p<0.01) จากรายงานวิจัยที่ผานมา พบวามีดัชนีทางเคมีหลายคาที่สามารถใชเปนดัชนี
ความสดสําหรับหมึกกลวยชนิดตางๆ ที่เก็บรักษาในน้ําแข็ง เชน อาเมทิน (agmatine) สําหรับหมึก
กลวย (Todaropsis eblanae) (Paarup et al., 2002) กรดอะมิโนที่เปนดาง (basic amino acids) เชน 
อาจินีน (arginine)  และออนิทีน (ornithine) สําหรับหมึกกลวย (Todarodes pacificus) (Ohashi  et 
al., 1991) ทริพโตฟานอิสระ และยูเรียสําหรับหมึกกลวย (Loligo plei) (Lapa-Guimarães et al., 
2005) และแอมโมเนีย สําหรับหมึกกลวย (I. illecebrosus) (LeBlanc and Gill, 1984) นอกจากนี้จาก 
Table 11 จะเห็นวาปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อ และปริมาณแอมโมเนียมีคาสูง สําหรับ
หมึกทั้งสองชนิด เมื่อสรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาคุณภาพทางประสาทสัมผัส 
(คะแนนคุณภาพโดยรวมและ QIM) กับคาปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อ (Figure 13) ดัง 
Figure 18 และ 19 จะเห็นวากราฟดังกลาวมีความสัมพันธเปนเสนตรง มีคาสัมประสิทธิ์การ
ตัดสินใจ (Coefficient of determination, R2) สูงอยูในชวง 0.81 ถึง 0.92 และสามารถใชทํานาย

คุณภาพของหมึกทั้งสองชนิดในระหวางการเก็บรักษาในน้ําแข็งไดที่ระดับ α เทากับ 0.01 ขณะที่
กราฟแสดงความสัมพันธระหวางแอมโมเนียกับคาจากการทดสอบทางประสาทสัมผัสมีคาความ

แปรปรวนที่สูงกวา โดยมีคานอกชวงคาเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ระดับ α เทากับ 0.01 (ดังแสดงภาพ
ผนวก ซ2) ทําใหคาแอมโมเนียไมเหมาะสมในการทํานายคุณภาพของหมึกทั้งสองชนิด  
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Table 11. Correlation coefficient between objective and subjective qualities of squid and  
               cuttlefish during iced storage. 

 

Squid Cuttlefish 

Parameters 
QIM 

Overall 

acceptability 
QIM 

Overall 

acceptability 

TCA-soluble peptide 0.95* -0.98* 0.59* -0.70* 

ammonia 0.69* -0.79* 0.75* -0.83* 

Trimethylamine (TMA) 0.46 -0.55* 0.55* -0.63* 

Total Volatide Based Nitrogen (TVBN) 0.57* -0.70* 0.44 -0.56* 

pH -0.24 0.35 0.19 -0.08 

L* -0.35 0.34 0.02 0.10 

a* 0.55* -0.58* 0.43 -0.49* 

b* -0.57* 0.56* 0.07 -0.06 

Shear force 0.63* -0.63* 0.78* -0.79* 

Expressible drip 0.75* -0.85* 0.81* -0.87* 

Psychrophilic count 0.38 -0.36 0.43 -0.58* 

Total Viable Count (TVC) 0.72* -0.80* 0.51* -0.65* 

Note: * =significant (p<0.01)  
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Figure 18. Correlation regression between sensory analysis (overall quality (a) and QIM (b)) and              
                expressible drip of squid, at 99% confidence intervals.  
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Figure 19. Correlation regression between sensory analysis (overall quality (a) and QIM (b)) and              
                expressible drip of cuttlefish, at 99% confidence intervals.  
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2.  การศึกษาการเปลี่ยนแปลงโปรตนีและโครงสรางจุลภาคของเนื้อหมึกระหวางการเก็บรักษาโดย
การแชน้ําแข็ง 

2.1 การวิเคราะหทางเคมี 
2.1.1 การเปลี่ยนแปลงรูปแบบโปรตีนในระหวางการเกบ็รักษา 

รูปแบบโปรตีนกลามเนื้อลําตัวของหมึกกลวยและหมึกกระดองแสดงดัง Figure 20a 
และ b ตามลําดับ แถบโปรตีนไมโอซินเสนหนัก (MHC) (205 kDa) พาราไมโอซิน (110 kDa) และ
แอคติน (45 kDa) จะปรากฏในกลามเนื้อหมึกสดในชวงแรกของการเก็บรักษา พบวาความเขมของ
แถบโปรตีน MHC ในกลามเนื้อหมึกทั้งสองชนิดจะลดลงหลังจากวันที่ 4 ของการเก็บรักษา และ
แถบโปรตีนแอคตินของหมึกกลวยความเขมลดลงเล็กนอยหลังการเก็บรักษา 8 วัน ขณะที่พารา-    
ไมโอซินและแถบโปรตีนอื่นๆไมมีการเปลี่ยนแปลง แสดงใหเห็นวา MHC สามารถถูกยอยสลายได
มากกวาโปรตีนกลามเนื้อชนิดอื่นๆ เชน แอคติน พาราไมโอซิน สอดคลองกับการศึกษาของ 
Dublán-García และคณะ (2006) พบวาแถบโปรตีนไมโอซินของหมึกกลวย (Dosidicus gigus) 
หายไปหลังจากการเก็บรักษา 6 วันที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และแถบโปรตีนแอคตินมีความเขม
ลดลงเล็กนอยเชนกัน นอกจากนี้ผลที่ไดยังสอดคลองกับการเพิ่มขึ้นของคาเพปไทดที่ละลายไดใน
กรดไตรคลอโรอะซิติกของหมึกกลวยและหมึกกระดอง (ดัง Figure 9) เชนเดียวกับการศึกษาใน
ปลาปากคม (Benjakul et al., 2003) และกุงกุลาดํา (Sriket et al., 2007) ซ่ึงแสดงใหเห็นวา MHC มี
แนวโนมยอยสลายไดมากกวาโปรตีนกลามเนื้ออ่ืนๆ เชน แอคติน โทรโปนิน และโทรโปไมโอซิน 

 

             (a)   (b) 

110 KDa 
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Paramyosin 

MHC 
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Figure 20. Changes in SDS-PAGE patterns of squid (a) and cuttlefish muscle (b) during iced 
    M              0             4            8             12           16 days               0             4              8            12         16 days       M 

    storage, M= High molecular-weight marker. 
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 2.1.2. การเปลี่ยนแปลงโครงสรางจุลภาคในระหวางการเก็บรักษา 
 โครงสรางจุลภาคของหมึกกลวยและหมึกกระดองในระหวางการเก็บรักษาแสดง
ดัง Figure 21 และ 22 ตามลําดับ ชวงแรกของการเก็บรักษาเสนใยกลามเนื้อของหมึกกลวยและหมึก
กระดอง (M) มีโครงสรางที่หนาแนนและเห็นโครงขายเนื้อเยื่อเกี่ยวพันชัดเจน (ลูกศร) วันที่ 4 ของ
การเก็บรักษาจะเห็นโครงสรางของเสนใยที่หลวมขึ้นและไมเห็นโครงขายเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน หลังจาก
เก็บรักษานานขึ้น โครงสรางของเสนใยกลามเนื้อแยกจากกันอยางชัดเจนขึ้นแสดงใหเห็นวาเกิดการ
ยอยสลายของโปรตีนทําใหโครงสรางเสนใยคลายตัวเกิดเปนชองวางระหวางเสนใยกลามเนื้อ
สอดคลองกับ Dublan-Garcia และคณะ (2005) พบวาเกิดการยอยสลายของโปรตีนกลามเนื้อและ
เนื้อเยื่อเกี่ยวพันเกิดเปนพื้นที่แบบไมเปนระเบียบ (amorphous) จากผลของน้ําในกลามเนื้อ ผล
ดังกลาวสอดคลองกับการเปลี่ยนแปลงของคาเพปไทดที่ละลายไดในกรดไตรคลอโรอะซิติก 
(Figure 9) และรูปแบบของโปรตีน (Figure 20) ซ่ึงสงผลใหแรงเฉือนที่ลดลง (Figure 14) และ
ความสามารถในการอุมน้ําของกลามเนื้อโดยพิจารณาคาปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อที่
สูงขึ้น (Figure 13) 
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 (c) (d) 

 (e) 

Figure 21. Scanning Electron Microscopic of transverse section of raw squid during iced storage  
   at (a) 0, (b) 4, (c) 8, (d) 12 and (e) 16 days (magnification 5000x, 25 kv), M= muscle  
   cell and arrow= connective tissue fibrils. 
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Figure 22. Scanning Electron Microscopic of transverse section of raw cuttlefish during iced  
   storage (a) 0, (b) 4, (c) 8, (d) 12 and (e) 16 days (magnification 5000x, 25 kv), M=  
   muscle cell and arrow= connective tissue fibrils. 
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2.2 การวิเคราะหทางกายภาพ 
2.2.1 การเปลี่ยนแปลงแรงเฉือน  

 การเปลี่ยนแปลงแรงเฉือนของหมึกสดและหมึกตมสุก แสดงดัง Figure 23 แรง
เฉือนของหมึกสดและหมึกที่ตมสุกทั้งสองชนิดจะลดลงในระหวางการเก็บรักษา (p<0.05) จากการ
ยอยสลายของสายโซไมโอซินดังแสดงผลของคาเพปไทดที่ละลายไดในกรดไตรคลอโรอะซิติก 
(Figure 9) และรูปแบบโปรตีน (Figure 20) รวมทั้งการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของเสนใยกลามเนื้อ 
(Figure 21 และ 22) นอกจากนี้ยังพบวาแรงเฉือนของหมึกตมสุกมีคาต่ํากวาหมึกสด โดยมี
สมมติฐานที่อาจเกี่ยวของกับกลไกที่การเปลี่ยนแปลงดังกลาว 3 ขอไดแก ขอที่ 1 การหดตัวของ
เซลลกลามเนื้อทําใหเกิดชองวางระหวางเซลลเปนผลใหเนื้อสัมผัสนิ่มลง ขอที่ 2 การแยกตัวของ
เซลลทําใหเสนใยคอลลาเจนรวมตัวอยางหลวมๆ ซ่ึงลดความสมบูรณของโครงสรางระหวางเซลล 
ขอที่ 3 เกิดจากการลดลงของแรงที่กระทําระหวางเมมเบรนและคอลลาเจน (Ando et al., 1999) ผล
การทดลองนี้สอดคลองกับการศึกษาของ Otwell และ Hamann (1979) และ Kugino และ Kugino 
(1994) ซ่ึงพบวากลามเนื้อสวนลําตัวของหมึกกลวย (Loligo bleekert) สุกมีเนื้อสัมผัสนิ่มกวา
ตัวอยางสด เนื่องจากโครงขายของเนื้อเยื่อเกี่ยวพันถูกทําลายรวมทั้งการสูญเสียจากการละลายและ
การเกิดเปลี่ยนแปลงโครงสรางของคอลลาเจนเปนเจลาตินในขณะที่เนื้อเยื่อของกลามเนื้อหมึก
กลวยถูกทําใหสุกในน้ํารอน  
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Figure 23. Changes in shear force of raw and cooked squid and cuttlefish during iced storage.  
                 Bars represent the standard deviation from five determinations. 
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 2.3 การเปล่ียนแปลงเนื้อสัมผสัโดยการทดสอบทางประสาทสัมผัส 
 Figure 24 แสดงการเปลี่ยนแปลงของคะแนนเนื้อสัมผัสของหมึกกลวยและหมึก
กระดองสดระหวางการเก็บรักษาในน้ําแข็งโดยการทดสอบทางประสาทสัมผัส พบวาคะแนนเนื้อ
สัมผัสของหมึกทั้งสองชนิดลดลง (p<0.05) โดยทั่วไปเมื่อเก็บรักษาหมึกกลวยและหมึกกระดอง
เปนระยะเวลานานลักษณะบริเวณสวนลําตัว (mantle) และสวนหัว (head) มีเนื้อสัมผัสนิ่มลงและ
สงผลใหไมเปนที่ยอมรับ โดยหมึกกลวยจะมีการเปลี่ยนแปลงของเนื้อสัมผัสที่ชัดเจนกวาหมึก
กระดองเนื่องจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา เชน ความหนาของสวนลําตัว ที่แตกตางกัน ซ่ึงการ
เปลี่ยนแปลงดังกลาวสอดคลองกับการลดลงของคาแรงเฉือน (Figure 23) ดังแสดงจากคา
สัมประสิทธิ์สหสัมพันธที่สูง (p<0.05) (0.92 และ 0.77 สําหรับหมึกกลวยและหมึกกระดอง 
ตามลําดับ) โดยการทําลายของเสนใยกลามเนื้อและการยอยสลายของกลามเนื้อโปรตีนและการ
เปล่ียนแปลงโครงสรางของเสนใยกลามเนื้ออาจสงผลทําใหเนื้อสัมผัสของหมึกกลวยและหมึก
กระดองนิ่มลง 
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Figure 24. Changes in texture score of raw squid and cuttlefish during iced storage. 
    Bars represent the standard deviation from twelve determinations. 
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3.  การศึกษาปจจัยคุณภาพที่ใชเปนดัชนีคุณภาพของหมึกกลวย และหมึกกระดองที่เก็บรักษาโดย
การแชเยือกแข็ง 

3.1 การวิเคราะหทางดานเคมี 
3.1.1 การเปลี่ยนแปลงของคาพีเอช 

การเปลี่ยนแปลงของคาพีเอชของหมึกกลวยและหมึกกระดองเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 
-18 องศาเซลเซียส แสดงดัง Figure 25 จะเห็นวาพีเอชมีคาลดลงในชวง 1 เดือนแรกของการเก็บ
รักษาจากนั้นคาพีเอชคงที่ตลอดการเก็บรักษา 6 เดือน การลดลงของพีเอชเกิดจากผลของกรดไขมัน
อิสระจากการไฮโดรไลซิสของไขมันและฟอสฟอลิปดดวยเอนไซม (Olley et al., 1962 อางโดย 
Thongkeaw, 2003) การศึกษาของ Benjakul และ Sutthipan (2009) พบวาคาพีเอชของเนื้อปูดําและปู
นิ่มที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส มีคาเพิ่มขึ้นในชวง 2 สัปดาหและลดลงเรื่อยๆ จนถึง 
12 สัปดาหของการเก็บรักษา ขณะที่ Ben-Gigirey (1999) รายงานวาไมมีการเปล่ียนแปลงคาพีเอช
ของอัลบาคอร ตลอดการเก็บรักษาที่ -18 ถึง -25 องศาเซลเซียส 
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Figure 25. Changes in pH of squid and cuttlefish frozen using air-blast and contact plate freezing  
                 methods during storage at –18๐C. 
    Bars represent the standard deviation from triplicate determinations. 

   Significant effects of  
- cephalopod samples on pH (p<0.05) 
- freezing methodss on pH (p<0.05) 
- storage time on pH (p<0.05) 
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3.1.2 การเปลี่ยนแปลงคา Thiobabituric acid-reactive substance (TBARS) 
การเปลี่ยนแปลงของคา TBARS ของหมึกกลวยและหมึกกระดองในระหวางการ 

เก็บรักษาโดยการแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 6 เดือน แสดงดัง Figure 
26 คา TBARS ของตัวอยางทั้งสองชนิดเพิ่มขึ้นตลอดระยะเวลาของการเก็บรักษา (p<0.05) และมี
อัตราการเพิ่มที่แตกตางกันระหวางสองสายพันธุ โดยหมึกกลวยจะมีการเปลี่ยนแปลงของคา 
TBARS เพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วหลังจากการเก็บรักษาเปนระยะเวลา 4 เดือน ขณะที่หมึกกระดองมีการ
เปลี่ยนแปลงของคา TBARS ที่เพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องตลอดระยะเวลาของการเก็บรักษาและพบวา 
หมึกกระดองมีคา TBARS สูงกวาหมึกกลวย (p<0.05) เชนเดียวกับการศึกษาของ Benjakul และ
คณะ (2009) ที่พบวาการเปลี่ยนแปลงของคา TBARS ของเนื้อปูดําและปูนิ่มที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ  -
20 องศาเซลเซียสเพิ่มขึ้นตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 12 สัปดาห ความแตกตางของคา TBARS 
เกิดจากหมึกแตละชนิดมีองคประกอบทางเคมีและปริมาณแรธาตุที่แตกตางกัน โดยหมึกกลวย 
(Illex argentinus) มีฟอสฟอลิปดรอยละ 73.1 กรดไขมันชนิดอิ่มตัว (PUFA; polyunsaturated fatty 
acid) รอยละ 47.6 และกรดไขมันรอยละ 6.8 (Okuzumi and Fujii, 2000) และหมึกกระดอง (Sepia 
pharaonis) มีฟอสโฟลิปดรอยละ 87.8 PUFA ประมาณรอยละ 50.3-54.9 และกรดไขมันรอยละ 
50.3-54.9 (Thanonkeaw et al., 2006a) นอกจากนี้ cephalopods ยังประกอบดวยเหล็ก (Fe) และ
ทองแดง (Cu) ซ่ึงทําหนาที่เปนปจจัยรวมในกิจกรรมของเอนไซมและกิจกรรมอื่นๆ ในเซลล 
รวมทั้งทองแดงยังเปนองคประกอบในโปรตีนฮีโมไซยานิน และกระบวนการหายใจของเม็ดสี 
(Decleir et al., 1978; Thanonkaew et al., 2006a) ธาตุโลหะดังกลาวมีระดับวาเลนซี (valence state) 
2 หรือมากกวา และเปนโปรออกซิเดนท (pro-oxidant) ที่มีประสิทธิภาพ โดยที่ระดับความเขมขน
เพียง 0.1 สวนตอลานสวน ก็สามารถลดระยะเวลาการเหนี่ยวนําและเพิ่มอัตราการเกิดออกซิเดชั่น
ได (Nawar, 1996) จากรายงานของ Thanonkaew และคณะ (2006a) พบวาสวนลําตัวของหมึก
กระดอง (Sepia pharaonis) มีเหล็ก (Fe) และทองแดง (Cu) เทากับ 2.07 และ 2.54 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัม ตามลําดับ ขณะที่หมึกกลวย (Loligo duvauceli และ Doryteuthis sibogae) มีทองแดง 
เทากับ 0.15-13.80 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และ 0.62-1.66 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ (Prafulla et 
al., 2001) และหมึกกลวย (Loligo opalescens) มีเหล็ก และทองแดง เทากับ 1.5 และ 6.1 มิลลิกรัม
ตอกิโลกรัม ตามลําดับ (Falandysz, 1991) Benjakul และ Bauer (2001) รายงานวา การออกซิเดชั่น
ของไขมันสามารถเกิดขึ้นไดในการเก็บรักษาแบบแชเยือกแข็งและการทําละลาย เนื่องจากผลึก
น้ําแข็งที่เกิดขึ้นในกระบวนการแชเยือกแข็งไปทําลายเซลลและปลดปลอยโปรออกซิแดนทออกมา
โดยเฉพาะเหล็กอิสระ นอกจากนี้เหล็กอิสระยังทําหนาที่เปนอนุมูลอิสระและเปนสวนหนึ่งของ
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ปฏิกิริยาการสงผานอิเล็กตรอนที่เกี่ยวกับออกซิเจน ทําใหเกิดซุปเปอรออกไซดที่มีประจุลบ 
(anionic) (Harris and Tall, 1994; Benjakul and Sutthipan, 2009) 

 นอกจากนี้การสูญเสียคุณภาพของอาหารแชเยือกแข็งขึ้นอยูกับหลายปจจัย 
เชน อัตราการแชเยือกแข็ง การทําละลาย และอุณหภูมิการเก็บรักษา เปนตน (Licciardello, 1990; 
Hui et al., 2004; Boonsumrej et al., 2007; Gonçalves et al., 2009) ผลการทดลองยังพบวาวิธีของ
การแชเยือกแข็งมีผลตอการเปลี่ยนแปลงของคา TBARS (p<0.05) โดยวิธีการแชเยือกแข็งแบบลม
เย็นของหมึกกลวยและหมึกกระดอง ซ่ึงมีอัตราการแชเยือกแข็ง 0.68 และ 0.63 เซนติเมตรตอช่ัวโมง 
ตามลําดับ จะมีการเปลี่ยนแปลงของคาดังกลาวสูงกวาวิธีการแชเยือกแข็งแบบโลหะสัมผัสซึ่งมี
อัตราการแชเยือกแข็ง 1.36 และ 1.27 เซนติเมตรตอช่ัวโมง ตามลําดับ โดยเริ่มมีการเปลี่ยนแปลง
สูงขึ้นชัดเจนหลังจากเก็บรักษา 2 และ 4 เดือน สําหรับหมึกกระดองและหมึกกลวย ตามลําดับ 
Aubourg และ Medina (1999) พบวาปลาคอด (Gadus morhua) และปลาแฮดด็อก (Melanogrammus 
aeglefinus) ที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -10 องศาเซลเซียสเกิดการไฮโดรไลซิสของกรดไขมันอิสระ (free 
fatty acid; FFA) ในชวงแรกของการเก็บรักษาและลดลงหลังจากเก็บรักษา 3 เดือน ขณะที่คา TBA 
เพิ่มขึ้นและมีคาสูงเมื่อระยะเวลาการเก็บรักษานานขึ้น ซ่ึงอัตราการแชเยือกแข็งแบบชาจะเกิดผลึก
น้ําแข็งขนาดใหญภายนอกเซลล ทําใหเกิดการทําลายผนังเซลลและโครงสรางอื่นๆ เชน ไมโทคอน
เดรีย และไลโซโซม เปนตน ทําใหเกิดการแยกตัวของเซลลเมมเบรนและปลดปลอยของเหลวออก
จากเซลล ซ่ึงประกอบดวยเอนไซมที่อยูในกลามเนื้อ จึงสงเสริมใหเกิดการออกซิเดชั่นสูงกวาอัตรา
การแชเยือกแข็งแบบเร็วซ่ึงเกิดผลึกน้ําแข็งขนาดเล็กภายในเซลล ทําใหการทําลายเซลลนอยกวา 
(Erickson, 1997; สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548) สอดคลองกับการศึกษาของ Boonsumrej และคณะ 
(2007) ซ่ึงทําการแชเยือกแข็งกุง (Penaeus monodon) โดยวิธีแบบลมเย็นซึ่งมีอัตราการแชเยือกแข็ง 
6.8-7.4 เซนติเมตรตอช่ัวโมง และแบบใชไครโอเจน ซ่ึงมีอัตราการแชเยือกแข็ง 11.8-21.9 
เซนติเมตรตอช่ัวโมง พบวาการแชเยือกแข็งทั้งสองวิธีมีคา TBA เพิ่มขึ้นเมื่อจํานวนการแชเยือกแข็ง
และการทําละลายเพิ่มขึ้น การแชเยือกแข็งแบบลมเย็นมีการเปลี่ยนแปลงของคา TBA ที่สูงกวาแบบ
ใชไครโอเจน ซ่ึงบงบอกถึงการเพิ่มขึ้นของการออกซิเดชั่นของไขมันจากการปลดปลอยของ
เอนไซมที่เกี่ยวของกับการออกซิเดชั่น (oxidative enzyme) และโปรออกซิเดนซจากเซลลออร
แกแนลที่ถูกทําลาย (Srinivasan et al., 1998 อางโดย Boonsumrej et al., 2007)  
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Figure 26. Changes in TBARS of squid and cuttlefish frozen using air-blast and contact plate 

    freezing methods during storage at –18๐C. 
     Bars represent the standard deviation from triplicate determinations. 

   Significant effects of  
- cephalopod samples on TBARS (p<0.05) 
- freezing methodss on TBARS (p<0.05) 
- storage time on TBARS (p<0.05) 

 
3.1.3 การเปลี่ยนแปลงปริมาณฟอรมัลดีไฮดอิสระ 

การเปลี่ยนแปลงปริมาณฟอรมัลดีไฮดอิสระ (FA) ของหมึกกลวยและหมึก 
กระดองในระหวางการเก็บรักษาโดยการแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 
6 เดือน แสดงดัง Figure 27 พบวาหมึกกลวยมีการเปลี่ยนแปลง FA สูงกวาหมึกกระดอง อยางไรก็
ตามวิธีการแชเยือกแข็งไมมีผลทําใหคา FA แตกตางกัน (p<0.05) นอกจากนี้ปริมาณ FA เพิ่มขึ้น
อยางตอเนื่องตลอดเวลาการเก็บรักษา (p<0.05) ในการศึกษาเปนการวิเคราะหหาคา FA หากทําการ
วิเคราะหหาปริมาณฟอรมัลดีไฮดทั้งหมดจะเปนการตรวจสอบปริมาณ FA รวมกับฟอรมัลดีไฮดที่
จับกับองคประกอบอื่นๆ (bound formaldehyde) โดยเฉพาะโปรตีนในกลามเนื้อของหมึกก็จะ
สามารถเห็นการเปลี่ยนแปลงไดชัดเจนมากยิ่งขึ้น การศึกษาปริมาณ FA ของปูนิ่ม (Benjakul et al., 
2009) ที่เก็บรักษาเปนระยะเวลา 12 สัปดาห และปลาปากคมทั้งตัว เนื้อปลาแล และเนื้อปลาบด ที่
เก็บรักษาเปนระยะเวลา 24 สัปดาห (Leelapongwattana et al., 2005) พบวาในระหวางเก็บรักษาที่
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อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสปริมาณ FA เพิ่มขึ้น (p<0.05) นอกจากนี้ Careche และคณะ (1998) 
พบวาปริมาณไดเมทิลเอมีน (DMA) และ FA ของปลาคอดแลที่เก็บรักษาในระหวางการแชเยือก
แข็งมีปริมาณเพิ่มขึ้นตลอดการเก็บรักษาแบบแชเยือกแข็ง ปริมาณของ DMA และ FA ที่เกิดขึ้นเปน
ผลิตภัณฑที่เกิดจากการยอยสลาย TMAO จากการทํางานของเอนไซมไตรเมทิลเอมีนออกซิเดส 
(TMAOase) ซ่ึงพบอยูในอวัยวะภายในตางๆ เชน มาม ไต และเนื้อแดงของปลา (Li et al., 2007) 
และถูกปลดปลอยออกไปสูกลามเนื้อระหวางการแปรรูปโดยเฉพาะการทําละลาย  ซ่ึงการ
เปลี่ยนแปลงของ TMAO ขึ้นอยูกับปจจัยหลายอยางรวมถึงอุณหภูมิการเก็บรักษา ชนิดของสัตวน้ํา 
ขนาดของหมึก คุณภาพของอาหาร แหลงที่จับ ความสมบูรณของกลามเนื้อ และสภาวะการรีดิวซ 
เปนตน (Parkin and Hultin, 1982; Tejada et al., 2002; Li et al., 2007) เนื่องจาก FA มีความเปนพิษ
จัดอยูในกลุมที่ 1 (กอใหเกิดมะเร็งในมนุษย) จึงจําเปนตองกําหนดมาตรฐานเพื่อความปลอดภัยใน
ผลิตภัณฑอาหาร (Sotelo et al., 1995; Li et al., 2007) โดยมาตรฐานดานอาหารกระทรวง
สาธารณสุขอิตาลีกําหนดขอจํากัดปริมาณ FA สําหรับวงศ Gadidae เชน ปลาแฮดด็อก และปลาคอด 
เปนตน และครัสเตเชีย เทากับ 60 และ 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ และกระทรวงเกษตรของ
จีนกําหนดขอจํากัดปริมาณ FA สําหรับผลิตภัณฑสัตวน้ํา เทากับ 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (Li et al., 
2007) จากการศึกษาในหมึกกลวยและหมึกกระดองนี้ พบวาปริมาณ FA ของหมึกกลวยและหมึก
กระดองในเดือนที่ 6 มีคาอยูในชวง 6.6 ไมโครกรัมตอกรัมตัวอยางและ 6.2 ไมโครกรัมตอกรัม
ตัวอยางซึ่งมีคาอยูในเกณฑมาตรฐานดังกลาว  
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Figure 27. Changes in formaldehyde content of squid and cuttlefish frozen using air-blast and 

    contact plate freezing methods during storage at –18๐C. 
     Bars represent the standard deviation from triplicate determinations. 

    Significant effects of  
- cephalopod samples on FA (p<0.05) 
- freezing methodss on FA (p>0.05) 
- storage time on FA (p<0.05) 

 
3.1.4 การเปลี่ยนแปลงการละลายของโปรตีน 

จาก Table 12 แสดงคาการละลายของโปรตีนของหมึกกลวยและหมึกกระดองที่
แชเยือกแข็งดวยวิธีลมเย็นและวิธีแผนสัมผัสในระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส 
เปนระยะเวลา 6 เดือน ในสารละลายโพแทสเซียมคลอไรด เขมขน 0.6 โมลาร (S1) สารละลาย 
ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร เขมขน 20 มิลลิโมลาร ความเปนพีเอช 8.0 ที่มีโซเดียมโดเดซิลซัล  
เฟตเขมขนรอยละ 1 (S2) สารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร เขมขน 20 มิลลิโมลาร พีเอช 8.0 
ที่มีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขนรอยละ 1 และสารละลายยูเรียเขมขน 8 โมลาร (S3) สารละลาย 
ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอรเขมขน 20 มิลลิโมลาร พีเอช 8.0 ที่มีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต เขมขน
รอยละ 1 สารละลายยูเรียเขมขน 8 โมลาร และสารละลายเบตา-เมอแคปโตเอธานอล รอยละ 2 (S4) 
โดยสารละลาย S1 จะสามารถละลายโปรตีนไมโอไฟบริลตามธรรมชาติ สารละลาย S2 สามารถ
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ละลายโปรตีนที่รวมตัวกันดวยพันธะไอออนิกและพันธะไฮโดรเจน สารละลาย S3 สามารถละลาย
โปรตีนที่รวมตัวกันดวยพันธะไฮโดรเจนและพันธะไฮโดรโฟบิก และสารละลาย S4 สามารถ
ละลายโปรตีนที่รวมตัวกันดวยพันธะไดซัลไฟด (Chawla et al., 1996) จากการทดลองพบวาคาการ
ละลายของโปรตีนในสารละลาย S1 ของหมึกกลวยและหมึกกระดองที่ทําการแชเยือกแข็งทั้งสอง
วิธีมีความแตกตางกัน (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบที่ระยะเวลาการเก็บรักษาเพิ่มขึ้น คาการละลายของ
หมึกทั้งสองชนิดมีคาลดลง (p<0.05) แสดงใหเห็นวาโปรตีนเกิดการรวมตัวและปริมาณโปรตีน    
ไมโอไฟบริลตามธรรมชาติลดลง ซ่ึงคาการละลายของโปรตีนที่ลดลงมีคาสอดคลองกับคา FA 
(Figure 27) และ TBARS (Figure 26) ที่เพิ่มขึ้น (p<0.05) คาการละลายในสารละลาย S2 และ S3 
ของหมึกกลวยและหมึกกระดองมีคาการละลายสูงกวา S1 อยางไรก็ตาม ทุกปจจัยที่ศึกษาไมมีผล
ตอคาการละลายในสารละลาย S2 (p>0.05) ขณะที่ชนิดของหมึก และระยะเวลาการเก็บรักษามีผล
ตอคาการละลาย S3 และ S4 (p>0.05) และคาการละลายในสารละลาย S4 ของตัวอยางสองชนิดมีคา
เพิ่มขึ้นในสัดสวนที่สูงกวาสารละลาย S2 และ S3 แสดงวาเมื่อเก็บหมึกกลวยและหมึกกระดองแช
เยือกแข็งในระยะเวลานานขึ้นทําใหเกิดพันธะไดซัลไฟดเพิ่มขึ้นในระหวางการเก็บรักษา โดยหมึก
กลวยมีคาสูงกวาหมึกกระดอง (p<0.05) และมีสัดสวนของคาการละลาย S4 เพิ่มขึ้นเมื่อระยะเวลา
การเก็บรักษาเพิ่มขึ้น (p<0.05)  

การเปลี่ยนแปลงของโปรตีนกลามเนื้อ ระหวางการแชเยือกแข็ง เกิดจากการดึงน้ํา
ออก (dehydration) บางสวนจากโปรตีนขณะแชเยือกแข็ง และการเปลี่ยนแปลงสิ่งแวดลอมของ
โปรตีนซึ่งเกิดจากการทําใหเกลือของสารอนินทรียเขมขนขึ้น รวมทั้งการเกิดแรงกระทํากับไลพิด 
กรดไขมันอิสระ และผลิตภัณฑจากการออกซิเดชั่นของไลพิด ตลอดจนการกระทําของ TMAOase 
(Leelapongwattana et al., 2005) โดย FA ซ่ึงเปนผลิตภัณฑที่ไดจากการทํางานของ TMAOase เปน
สารที่ทําใหเกิดการเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีน โดยมีผลกับหมูโซขางตางๆ ของโปรตีนและ
เหนี่ยวนําใหเกิดการจับตัวกันของโปรตีนภายในโมเลกุล (intramolecular) หรือระหวางโมเลกุล 
(intermolecular) โดยการเชื่อมตอของหมูเมทิลีน (methylene bridge) มีผลทําใหโปรตีน
เปลี่ยนแปลงคุณสมบัติเชิงหนาที่ เชน ความสามารถในการละลาย ความสามารถในการสกัดของ
โปรตีนไมโอไฟบริล และการสูญเสียสมบัติในการอุมน้ํา เปนตน (Sikorski et al., 1990; Sotelo et 
al., 1995) Amano และ Yamada (1964); Tejada และคณะ (2002); Li และคณะ (2007) กลาววา FA
ที่เกิดขึ้นในกลามเนื้อปลาในระหวางการเก็บรักษาแบบแชเยือกแข็งเปนปจจัยหลักที่สงผลตอการ
สูญเสียเนื้อสัมผัสและคุณสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีน ตลอดจนการยอมรับลดลง Benjakul และ 
Sutthipan (2009) พบวาการละลายของโปรตีนของปูนิ่มลดลงตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 12 
สัปดาหในระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส แสดงใหเห็นวาเกิดการเสียสภาพ



โปรตีนเพิ่มขึ้นทําใหมีปริมาณโปรตีนไมโอไฟบริลตามธรรมชาติลดลง การละลายของโปรตีนที่
ลดลงมีความสัมพันธกับการเพิ่มจํานวนของพันธะไดซัลไฟด และคาไฮโดรโฟบิก รวมทั้งการ
รวมตัวของโปรตีนดวยพันธะโควาเลนตและพันธะที่ไมใชพันธะโควาเลนตที่เกิดขึ้นในระหวางการ
เก็บรักษา นอกจากนี้พันธะไดซัลไฟดและพันธะโควาเลนตที่ไมใชพันธะไดซัลไฟดอาจจะเกี่ยวของ
กับการเชื่อมประสานกันของสายโซไมโอซินเสนหนักสงผลใหเกิดเปนสายโพลิเมอรที่มีน้ําหนัก
โมเลกุลสูงและการรวมตัวของโปรตีนได Thanonkaew และคณะ (2008) พบวาการละลายของ
โปรตีนของหมึกกระดอง (Sepia pharaonis) ที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส เปน
ระยะเวลา 16 สัปดาห มีการละลายที่ลดลงในชวง 8 สัปดาหแรกของการเก็บรักษา เนื่องจากโปรตีน
เกิดการเสียภาพและโปรตีนเกิดการจับตัวกัน โดยปจจัยที่มีผลตอการจับตัวของโปรตีนไมโอไฟบริล 
และโปรตีนสโตรมาขึ้นอยูกับเวลาและอุณหภูมิในการเก็บรักษาแบบแชเยือกแข็ง (Moral et al., 
2002)  

ปรตีนเพิ่มขึ้นทําใหมีปริมาณโปรตีนไมโอไฟบริลตามธรรมชาติลดลง การละลายของโปรตีนที่
ลดลงมีความสัมพันธกับการเพิ่มจํานวนของพันธะไดซัลไฟด และคาไฮโดรโฟบิก รวมทั้งการ
รวมตัวของโปรตีนดวยพันธะโควาเลนตและพันธะที่ไมใชพันธะโควาเลนตที่เกิดขึ้นในระหวางการ
เก็บรักษา นอกจากนี้พันธะไดซัลไฟดและพันธะโควาเลนตที่ไมใชพันธะไดซัลไฟดอาจจะเกี่ยวของ
กับการเชื่อมประสานกันของสายโซไมโอซินเสนหนักสงผลใหเกิดเปนสายโพลิเมอรที่มีน้ําหนัก
โมเลกุลสูงและการรวมตัวของโปรตีนได Thanonkaew และคณะ (2008) พบวาการละลายของ
โปรตีนของหมึกกระดอง (Sepia pharaonis) ที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส เปน
ระยะเวลา 16 สัปดาห มีการละลายที่ลดลงในชวง 8 สัปดาหแรกของการเก็บรักษา เนื่องจากโปรตีน
เกิดการเสียภาพและโปรตีนเกิดการจับตัวกัน โดยปจจัยที่มีผลตอการจับตัวของโปรตีนไมโอไฟบริล 
และโปรตีนสโตรมาขึ้นอยูกับเวลาและอุณหภูมิในการเก็บรักษาแบบแชเยือกแข็ง (Moral et al., 
2002)  

นอกจากนี้สารประกอบที่เกิดจากการออกซิเดชันของไขมัน เชน มาโลนัลดีไฮด 
(malonaldehyde) โพรพานอล (propanol) และเฮกซะนอล (hexanal) (Shenouda, 1980 อางโดย 
Jaing and Lee, 2004) สามารถเกิดพันธะโควาเลนตกับหมูหนาที่ที่จําเพาะกับสายโซขางของโปรตีน 
ไดแก หมูซัลฟไฮดริล (–SH) ของซีสเตอีน (cysteine) หมูอะมิโนของไลซีน (lysine) และที่ตําแหนง 
N-terminal ของกรดแอสพาติก (aspartic acid) ไทโรซีน (tyrosine) เมทไทโอนีน (methionine) และ
อารจินีน (arginine) (Jaing and Lee, 2004) ซ่ึงอันตรกิริยาดังกลาวสงผลใหไปเพิ่มสวนที่ไมชอบน้ํา 
(hydrophobicity) ของโปรตีน ทําใหโปรตีนละลายน้ําไดนอยลง Thanonkaew และคณะ (2008) 
พบวาหมึกกระดอง (Sepia pharaonis) เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 16 
สัปดาหมีการเปลี่ยนแปลงของคาไฮโดรโฟบิกที่พื้นผิว (surface hydrophobicity) เพิ่มขึ้นและ
สอดคลองกับการเพิ่มขึ้นของออกซิเดชั่นของไขมัน แสดงใหเห็นวาการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของ
โปรตีนอาจเกิดจากอนุมูลอิสระของไขมันหรือผลิตภัณฑจากการสลายตัวของกรดไขมันมีผล
เปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนที่สายโซขาง (amino acid residue) โดยทั่วไปการเสียสภาพและการจับตัว
กันของโปรตีนจะเริ่มตนจากการเกิดพันธะไดซัลไฟดและตามดวยการจัดเรียงตัวใหมของสวนที่ไม
ชอบน้ํา และพันธะไฮโดรเจนที่อยูในและระหวางโมเลกุล (Buttkus, 1970) 

นอกจากนี้สารประกอบที่เกิดจากการออกซิเดชันของไขมัน เชน มาโลนัลดีไฮด 
(malonaldehyde) โพรพานอล (propanol) และเฮกซะนอล (hexanal) (Shenouda, 1980 อางโดย 
Jaing and Lee, 2004) สามารถเกิดพันธะโควาเลนตกับหมูหนาที่ที่จําเพาะกับสายโซขางของโปรตีน 
ไดแก หมูซัลฟไฮดริล (–SH) ของซีสเตอีน (cysteine) หมูอะมิโนของไลซีน (lysine) และที่ตําแหนง 
N-terminal ของกรดแอสพาติก (aspartic acid) ไทโรซีน (tyrosine) เมทไทโอนีน (methionine) และ
อารจินีน (arginine) (Jaing and Lee, 2004) ซ่ึงอันตรกิริยาดังกลาวสงผลใหไปเพิ่มสวนที่ไมชอบน้ํา 
(hydrophobicity) ของโปรตีน ทําใหโปรตีนละลายน้ําไดนอยลง Thanonkaew และคณะ (2008) 
พบวาหมึกกระดอง (Sepia pharaonis) เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 16 
สัปดาหมีการเปลี่ยนแปลงของคาไฮโดรโฟบิกที่พื้นผิว (surface hydrophobicity) เพิ่มขึ้นและ
สอดคลองกับการเพิ่มขึ้นของออกซิเดชั่นของไขมัน แสดงใหเห็นวาการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของ
โปรตีนอาจเกิดจากอนุมูลอิสระของไขมันหรือผลิตภัณฑจากการสลายตัวของกรดไขมันมีผล
เปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนที่สายโซขาง (amino acid residue) โดยทั่วไปการเสียสภาพและการจับตัว
กันของโปรตีนจะเริ่มตนจากการเกิดพันธะไดซัลไฟดและตามดวยการจัดเรียงตัวใหมของสวนที่ไม
ชอบน้ํา และพันธะไฮโดรเจนที่อยูในและระหวางโมเลกุล (Buttkus, 1970) 
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Sample/condition 

cuttlefish squid 

Air-blast freezing Contact plate freezing Air-blast freezing Contact plate freezing 

Storage 
time 

(month) 
S1 S2 S3 S4 S1 S2 S3 S4 S1 S2 S3 S4 S1 S2 S3 S4 

0 54.73+5.87 51.60+8.37 62.89+4.55 67.46+6.37 51.96+2.63 56.40+7.99 61.84+9.56 68.02+4.81 54.17+9.22 55.06+9.62 56.71+6.81 67.79+5.85 43.35+4.37 60.01+9.72 63.27+4.35 71.01+3.64 

1 43.83+7.17 50.67+9.24 53.38+3.84 76.12+6.39 44.12+4.38 56.23+7.82 62.95+6.66 69.44+5.89 50.20+3.41 55.77+4.69 56.84+6.90 75.82+1.82 42.37+3.45 57.68+6.40 62.46+2.75 79.05+6.02 

2 47.75+2.96 60.89+4.68 68.77+2.92 67.21+7.90 40.98+3.43 52.15+5.86 68.38+9.36 69.13+9.02 51.34+7.81 50.51+3.39 60.14+7.70 77.14+8.54 40.86+6.00 57.11+7.75 59.29+9.56 75.49+7.19 

3 48.93+2.18 53.17+2.81 70.77+3.01 75.24+7.38 41.39+5.46 53.37+6.50 59.44+7.25 78.01+3.51 46.56+8.62 53.37+6.50 49.45+6.34 79.51+5.93 38.97+2.86 51.26+2.01 57.32+3.39 76.95+2.73 

4 43.28+0.02 58.99+7.91 63.61+7.18 50.93+8.98 35.27+5.26 46.83+8.20 46.10+5.50 73.07+6.42 44.45+2.35 44.20+6.96 46.67+9.99 74.66+4.56 40.25+6.04 51.72+10.54 55.18+5.73 79.69+7.53 

5 48.96+6.38 60.39+7.22 53.70+4.29 66.45+9.83 44.14+7.55 50.63+8.19 46.45+1.27 79.96+1.65 36.39+3.00 48.79+0.39 53.47+6.77 75.40+7.54 38.90+3.26 55.39+4.54 51.88+4.31 79.38+3.36 

6 44.66+0.76 58.99+7.91 69.06+3.85 73.08+7.19 38.82+5.96 58.06+6.06 56.52+3.58 69.87+9.37 35.39+5.47 53.41+6.33 54.40+3.89 80.82+6.10 39.71+1.36 47.86+8.64 48.22+1.50 75.60+9.53 

Significant effect of S1                Significant effect of S2            Significant effect of S3                                              Significant effect of S4                                                    
- cephalopod samples on protein solubility (p>0.05)  - cephalopod samples on protein solubility (p>0.05) - cephalopod samples on protein solubility (p<0.05) - cephalopod samples on protein solubility (p<0.05)   

 

- freezing methods on protein solubility (p<0.05)      - freezing methods on protein solubility (p>0.05)     - freezing methods on protein solubility (p>0.05)     - freezing methods on protein solubility (p>0.05) 
- storage time on protein solubility (p<0.05)             - storage time on protein solubility (p>0.05)             - storage time on protein solubility (p<0.05)            - storage time on protein solubility (p<0.05) 

Note: Mean ± SD from triplicate determinations. S1; 0.6M KCl, S2; 20mM Tris-HCl+1% SDS, S3; 20mM Tris-HCl+1% SDS+8M Urea, S4; 20mM Tris-HCl+1% SDS+ 

Table 12 Changes in protein solubility (%) of squid and cuttlefish muscle frozen using different freezing methods during storage at –18๐C. 

  Different letters within the same column indicate significant differences (p<0.05). 
          8M Urea+2% βME 
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 3.2 การเปล่ียนแปลงทางกายภาพ 
3.2.1 การเปลี่ยนแปลงโครงสรางจุลภาคในระหวางการเก็บรักษา 

โครงสรางจุลภาคของหมึกกลวยและหมึกกระดองในระหวางการเก็บรักษาโดย
วิธีการแชเยือกแข็งแบบแผนสัมผัสและแบบลมเย็น แสดงดัง Figure 28 และ 29 ตามลําดับ จะเห็น
วาในชวงแรกของการเก็บรักษาเสนใยกลามเนื้อของหมึกกลวยและหมึกกระดองเมื่อสองดูภายใต
กลองจุลทรรศนแบบสองกราด ลักษณะมัดเสนใยกลามเนื้อหมุนเปนเกรียวแนนและมีโครงขายของ
เนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (connective tissue) ปกคลุมมัดเสนใยกลามเนื้อ (Figure 28 (A, E) และ 29 (A, E)) 
แตเมื่อเก็บรักษาเปนเวลา 2 เดือน ลักษณะมัดเสนใยกลามเนื้อเร่ิมมีการคลายเกลียวเกิดขึ้นและ 
โครงขายรางแหจะเริ่มหายไปทําใหเกิดชองวาง (Figure 28 (B, F) และ 29 (B, F)) ในชวงเดือนที่ 4 
และเดือนที่ 6 ลักษณะมัดเสนใยกลามเนื้อมีการคลายเกลียวเกิดขึ้นอยางชัดเจน และทําใหเกิด
ชองวางระหวางมัดเสนใยกลามเนื้อมากขึ้น (Figure 28 (C, D, G, H) และ 29 (C, D, G, H)) การเก็บ
รักษาในสภาวะแชเยือกแข็งเปนระยะเวลานานมีผลตอการสูญเสียน้ํา โดยเฉพาะน้ําระหวางชองวาง
ของไมโอไฟบริลลา ซ่ึงจะเห็นไดจากการเปลี่ยนแปลงของปริมาณน้ําอิสระ (Figure 30) และ
ปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อ (Figure 31) จากการทดลองจะเห็นวาการแชเยือกแข็งแบบ
แผนสัมผัสและแบบลมเย็นมีผลตอโครงสรางจุลภาคของหมึกทั้งสองชนิดไมแตกตางกัน ทั้งนี้อาจ
เปนผลจากอัตราการแชเยือกแข็ง (แบบแผนสัมผัสและแบบลมเย็นของหมึกกลวยและหมึกกระดอง 
เทากับ 1.36 1.27 และ 0.68 0.63 เซนติเมตรตอชั่วโมงตามลําดับ) ไมแตกตางกันมากพอที่จะสงผล
ตอความแตกตาง ขณะที่การศึกษาของ Lopkulkiaert และคณะ (2009) ไดทําการศึกษาคุณลักษณะ
ของกุงขาวที่ทําการแชเยือกแข็ง 3 วิธี คือ โดยวิธีการเก็บที่อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส (อัตราการแช
เยือกแข็ง 0.69 เซนติเมตรตอช่ัวโมง) วิธีแชเยือกแข็งแบบลมเย็นที่อุณหภูมิ -35 องศาเซลเซียส ที่
ความเร็วลม 6.5 เมตรตอวินาที (อัตราการแชเยือกแข็ง 5.95 เซนติเมตรตอช่ัวโมง) และวิธีไคโครเจน
ดวยใชไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -60 องศาเซลเซียส (อัตราการแชเยือกแข็ง 27.71 เซนติเมตรตอ
ช่ัวโมง) ผลจากการตรวจสอบโครงสรางดวยกลองจุลทรรศน (light microscope) พบวา เกิดชองวาง
ระหวางเสนใยกลามเนื้อเพิ่มขึ้นในวิธีการแชเยือกแข็งแบบชาและโครงสรางของเซลลถูกทําลาย 
โดยกลไกการทําลายเยื่อหุมเซลล อาจเกิดจากขนาดของผลึกน้ําแข็งที่ใหญ ทําใหสูญเสีย
ความสามารถในการอุมน้ําของเซลลโปรตีน (Srinivasan et al., 1997 อางโดย Lopkulkiaert et al., 
2009) สําหรับกุงขาวที่แชเยือกแข็งดวยวิธีไคโครเจน ยังคงมีลักษณะคลายกุงสด ซ่ึงการแชเยือกแข็ง
แบบเร็วจะทําใหเกิดผลึกน้ําแข็งที่เล็กและโปรตีนเกิดการเปลี่ยนแปลงนอยกวาการแชเยือกแข็ง
แบบชา (Lopkulkiaert et al., 2009) การศึกษาของ Llorca และคณะ (2007) พบวาวิธีการแชเยือก
แข็งแบบชาและเก็บรักษาเปนระยะเวลานานเปนสาเหตุใหเกิดการสูญเสียน้ําระหวางชองวางของ 
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ไมโอไฟบริลลาเนื่องจากการเพิ่มขนาดของผลึกน้ําแข็ง นอกจากนี้การศึกษาของ Ueng และ Chow 
(1998) ไดสังเกตการเปลี่ยนแปลงของกลามเนื้อลําตัวของหมึกกลวย (Loligo edulis) และหมึก
กระดอง (Illex argentinus, Sepia pharaonis) ที่แชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง และเก็บรักษาที่ -20 องสาเซลเซียส เปนเวลา 4 เดือน จากการตรวจสอบดวยกลอง
จุลทรรศนแบบเฟสคอนทรัสต (phase contrast) พบวามัดเสนใยกลามเนื้อของหมึกไมเปนระเบียบ
มัดเสนใยกลามเนื้อเกิดความเสียหายและเกิดการจับตัวกันเมื่อการเก็บรักษานานขึ้น โดยการเกิด
และการเพิ่มขนาดของผลึกน้ําแข็งจะไปมีผลในการทําลายเสนใยกลามเนื้อ สงผลใหเกิดการจับตัว
กันของโปรตีนเพิ่มขึ้น รวมทั้งการเชื่อมประสานของโปรตีนจากผลของการเพิ่มขึ้นของ DMA และ 
FA ทําใหเนื้อมีความเหนียวเพิ่มขึ้น 
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Figure 28. Scanning Electron Microscope of transverse section of cuttlefish frozen using air-blast  

   and contact plate freezing methods during storage at –18๐C, 0 month, (A, E); 2 months, 
   (B, F); 4 months, (C, G) and 6 months, (D, H), respectively.  
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Figure 29. Scanning electron microscope of transverse section of squid frozen using air-blast  
    and contact plate freezing methods during storage at –18๐C, 0 month, (A, E); 2 months,  

   (B, F); 4 months, (C, G) and 6 months, (D, H), respectively.  
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3.2.2 การเปลี่ยนแปลงของปริมาณน้ําอิสระ (free drip) และปริมาณของเหลวที่ออกจาก
กลามเนื้อ (expressible drip) 
 การเปลี่ยนแปลงคาปริมาณน้ําอิสระและปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อของ
หมึกกลวย และหมึกกระดองที่ทําการแชเยือกแข็งดวยวิธีตางๆ ระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ          
-18 องศาเซลเซียส แสดงดัง Figure 30 และ 31 พบวาวิธีการแชเยือกแข็งไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลง
คาปริมาณน้ําอิสระและปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อ อยางไรก็ตามคาปริมาณน้ําอิสระและ
คาปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อของหมึกทั้งสองชนิดเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ เมื่อเก็บรักษานานขึ้น 
(p<0.05) หมึกกลวยมีการเปลี่ยนแปลงของปริมาณน้ําอิสระและปริมาณของเหลวที่ออกจาก
กลามเนื้อมากกวาหมึกกระดอง เมื่อสองดูดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด พบวา 
ในชวงเดือนที่ 4 และเดือนที่ 6 หมึกกลวย (Figure 28 (C, D, G, H)) และหมึกกระดอง (Figure 29 
(C, D, G, H)) ลักษณะมัดเสนใยกลามเนื้อมีการคลายเกลียวเกิดขึ้นอยางชัดเจน และทําใหเกิด
ชองวางระหวางมัดเสนใยกลามเนื้อมากขึ้น การเก็บรักษาในสภาวะแชเยือกแข็ง เปนระยะเวลานาน
มีผลตอการสูญเสียน้ํา โดยเฉพาะน้ําระหวางชองวางของไมโอไฟบริลลา (Dublan-Garcia et al., 
2005) การศึกษาของ Ueng และ Chow (1998) ทําการเก็บรักษาหมึก 3 ชนิด คือ หมึกกลวย neritic 
(Loligo edulis) หมึกกระดอง (Sepia pharaonis) และหมึกกลวย Argentina (Illex argentinus) ที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 4 เดือน พบวาปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อจะมี
ปริมาณมากกวาปริมาณน้ําอิสระ คาปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อเพิ่มสูงขึ้นบงบอกถึงการ
สูญเสียความสามารถในการอุมน้ําของกลามเนื้อในระหวางการเก็บรักษา การสูญเสียน้ําใน
กระบวนการแชเยือกแข็งเปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหโปรตีนเกิดการเสียสภาพ โดยทั่วไปการแชเยือก
แข็งแบบชาจะทําใหสูญเสียของเหลวมากกวาการแชเยือกแข็งแบบเร็ว ผลึกน้ําแข็งขนาดใหญจะ
เกิดขึ้นในกระบวนการแชเยือกแข็งแบบชาและจะเพิ่มขนาดขึ้นในระหวางการเก็บรักษา โดยผลึก
น้ําแข็งดังกลาวจะทําใหเซลลเกิดความเสียหายสงผลทําใหสูญเสียน้ํามากขึ้น (Boegh-Soerensen and 
Jul, 1985 อางโดย Ngapo et al., 1999; Lopkulkiaert et al., 2009) และความสามารถในการอุมน้ํา
ของกลามเนื้อจะสัมพันธกับโครงสรางเสนใยไมโอไฟบริล และคุณสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีนใน
เนื้อสด เนื่องจากเปลี่ยนแปลงของเอนไซมที่ยอยโปรตีนในชวงการเก็บรักษา (Tsuchiya et al., 
1978; Zayas, 1997; Dublan-Garcia et al., 2005) Siddaiah และคณะ (2001) พบวาปริมาณของเหลว
ที่ออกจากกลามเนื้อของปลาตะเพียน (silver carp; Hypophthalmichthys molitrix) เพิ่มขึ้นใน
ระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 180 วัน Benjakul และคณะ (2003) 
ไดทําการเก็บรักษาปลาทรายแดง (Nemipterus bleekeri) ปลาตาหวาน (Priacanthus tayenus) ปลา
ปากคม (Sauruda micropectoralis) และปลาตาเดียว (Pennachai macrophthalmus) พบวาปริมาณ
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ของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อเพิ่มขึ้นเมื่อระยะเวลาการเก็บรักษาเพิ่มขึ้น (24 สัปดาห) ซ่ึงอัตราการ
เพิ่มขึ้นนี้จะแตกตางกันแตละสายพันธุ ขนาดและตําแหนงของการเกิดผลึกน้ําแข็งในระหวาง
กระบวนการแชเยือกแข็งและการเก็บรักษา ซ่ึงมีผลทําใหคุณภาพของเนื้อลดลง (Voyle, 1974; 
Añon and Calvelo, 1980; Offer and Knight, 1988 อางโดย Ngapo et al., 1999) นอกจากนี้ปริมาณ 
FA (Figure 25) และคา TBARS (Figure 24) เพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องตลอดเวลาการเก็บรักษา (p<0.05) 
อาจเปนอีกปจจัยที่มีผลสงเสริมใหเกิดการสูญเสียน้ําในกลามเนื้อของหมึกกลวยและหมึกกระดอง 
โดย FA มีผลทําใหโปรตีนเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติเชิงหนาที่ เชน ความสามารถในการละลาย 
ความสามารถในการสกัดของโปรตีนไมโอไฟบริล และการสูญเสียสมบัติในการอุมน้ํา เปนตน 
(Sikorski et al., 1990; Sotelo et al., 1995) รวมทั้งกระบวนออกซิเดชั่นของไขมันมีผลทําใหเกิดการ
เปล่ียนแปลงสี การสูญเสียน้ําในกลามเนื้อ การเปลี่ยนแปลงเนื้อสัมผัส และกลิ่นที่ผิดปกติ (Decker 
and Hultin, 1992; Thanonkaew et al., 2006c) 
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Figure 30. Changes in the free drip of deskinned squid and cuttlefish frozen using air-blast and 
                contact plate freezing methods during storage at –18๐C. 

    Bars represent the standard deviation from triplicated determinations. 
     Significant effects of  

- cephalopod samples on free drip (p<0.05) 
- freezing methodss on free drip (p>0.05) 
- storage time on free drip (p<0.05) 
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Figure 31. Changes in the expressible drip of deskinned squid and cuttlefish frozen using air-blast 

    freezing and contact plate freezing methods during storage at –18๐C. 
                Bars represent the standard deviation from triplicated determinations. 

    Significant effects of  
- cephalopod samples on expressible drip (p<0.05) 
- freezing methodss on expressible drip (p>0.05) 
- storage time on expressible drip (p<0.05) 

 
3.2.3 การสูญเสียน้ําหนกัหลังจากทําใหสุก (cooking loss) 

    จาก Figure 32 แสดงการสูญเสียน้ําหนักหลังจากทําใหสุกของหมึกกลวยและ
หมึกกระดองที่ทําการแชเยือกแข็งดวยวิธีตางๆ ระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส 
เปนระยะเวลา 6 เดือน พบวาวิธีการแชเยือกแข็งไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงคาการสูญเสียน้ํา
หลังจากทําใหสุก (p>0.05) เมื่อเก็บรักษาเปนระยะเวลานานการสูญเสียน้ําหนักเพิ่มขึ้น (p<0.05) 
โดยหมึกกลวยมีคาการสูญเสียน้ําหนักหลังจากทําใหสุกสูงกวาหมึกกระดอง (p<0.05) เมื่อทําใหเนือ้
หมึกกลวย (Loligo pealei) สุก โครงสรางของเสนใยกลามเนื้อจะเปลี่ยนรูปไปเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น 
และความชื้นภายในกลามเนื้อมีคาลดลง (Otwell and Hamann, 1979) และการแชเยือกแข็งจะทําให
เซลลเมมเบรนไดรับความเสียหาย (Rahelic and Puac, 1985 อางโดย Lagerstedt et al., 2008) ซ่ึงผล
ที่เกิดขึ้นนี้ทําใหความสามารถในการอุมน้ําต่ําลงและเกิดการสูญเสียน้ําหนักหลังจากทําใหสุกสูงขึ้น 
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(Wheeler et al.,  1990 อางโดย Lagerstedt et al., 2008) การสูญเสียน้ําจากกลามเนื้อทําใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงของโปรตีนไมโอไฟบริลลา (Buttkus, 1974 อางโดย Otwell and Hamann, 1979) การ
สูญเสียน้ําหนักหลังจากทําใหสุกระหวางเนื้อที่เก็บที่อุณหภูมิเย็นและแชเยือกแข็งจะแตกตางกัน
เนื่องจากเซลลกลามเนื้อของเนื้อที่ ถูกแชเยือกแข็งจะถูกทําลายในระหวางการแชเยือกแข็ง 
(Lagerstedt et al., 2008) สอดคลองกับการศึกษาของ Benjakul และ Sutthipan (2009) ซ่ึงพบวาการ
สูญเสียน้ําหนักหลังจากทําใหสุกของเนื้อปูแชเยือกแข็งเพิ่มขึ้นเมื่อระยะการเก็บรักษาเพิ่มขึ้น โดย
ความรอนสงเสริมใหเกิดการจับตัวกันและเสียสภาพของโปรตีนทําใหเกิดการสูญเสียความสามารถ
ในการอุมน้ําของโปรตีน และการเสียสภาพของโปรตีนในระหวางการแชเยือกแข็งทําใหโปรตีนไว
ตอการเสียสภาพดวยความรอนจึงเปนสาเหตุทําใหโปรตีนจับตัวกันมากขึ้น นอกจากนี้ Stanley และ 
Smith (1984 อางโดย Llorca et al., 2007) แสดงใหเห็นวาความรอนสงผลใหเกิดการสูญเสียน้ํา 
เนื่องจากโปรตีนเกิดการเสียสภาพและมีลักษณะของเสนใยกลามเนื้อรวมตัวกันทําใหเกิดชองวาง
ระหวางโปรตีนไมโอไฟบริลลา  
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Figure 32. Changes in the cooking loss of squid and cuttlefish frozen using air-blast and contact   
                 plate freezing methods during storage at –18๐C. 
               Bars represent the standard deviation from triplicated determinations. 

   Significant effects of  
- cephalopod samples on cooking loss (p<0.05) 
- freezing methodss on cooking loss (p>0.05) 
- storage time on cooking loss (p<0.05) 
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 3.2.4 การเปลี่ยนแปลงแรงเฉือน 
 การเปลี่ยนแปลงของแรงเฉือนของหมึกกลวยสดและหมึกกระดองสดที่ทําการแช
เยือกแข็งโดยวิธีลมเย็นและแผนสัมผัสแสดงดัง Figure 33 พบวาวิธีการแชเยือกแข็งทั้งสองวิธีมี
คาแรงเฉือนไมแตกตางกัน (p>0.05) และพบวาหมึกกระดองมีคาแรงเฉือนมากกวาหมึกกลวย 
เนื่องจากความแตกตางกันของความหนาของสวนลําตัว (mental) นอกจากนี้ระยะเวลาเก็บรักษามี
ผลตอคาแรงเฉือน (p<0.05) โดยตัวอยางหลังกระบวนการแชเยือกแข็ง (เดือนที่ 0) มีเนื้อสัมผัสแนน
และคาแรงเฉือนสูงกวาตัวอยางที่ผานการเก็บรักษา (1-6 เดือน) เนื่องจากตัวอยางเดือนที่ 0 มี
ลักษณะของเสนใยกลามเนื้อและโครงขายรางแหของเนื้อเยื่อเกี่ยวพันใกลเคียงกับหมึกสดเมื่อสองดู
ภายใตกลองจุลทรรศนแบบสองกราด (Figure 28 (A, E) และ 29 (A, E)) หลังจากเก็บรักษา 1 เดือน 
คาแรงเฉือนลดลงในทุกตัวอยาง เนื่องจากตัวอยางหลังแชเยือกแข็ง (เดือนที่ 1) ผลึกน้ําแข็งใน
กระบวนการแชเยือกแข็งและในชวงการทําละลายเปนสาเหตุของการสลายตัวของไลโซโซมและ
การปลดปลอยเอนไซมโปรติเนสจากซารโคพลาสซึ่งทําใหกลามเนื้อโปรตีนออนตัว (Makri, 2009) 
จากนั้นหลังจากการเก็บรักษา 2-6 เดือน เนื้อสัมผัสเริ่มแข็งขึ้นเนื่องจากการเสียสภาพและเกิดการจบั
ตัวกันของโปรตีนไมโอไฟบริล จะเห็นไดจากการละลายของโปรตีน (Table 12) การสูญเสียปริมาณ
น้ําอิสระ (Figure 30) ปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อ (Figure 31) และการสูญเสียน้ําหลังจาก
ทําใหสุก (Figure 32) รวมทั้งเกิดจากผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายไขมัน (lipid degradation 
products) โดยทําใหเกิดแรงกระทําระหวางโปรตีนไมโอไฟบริลลา จึงทําใหเนื้อสัมผัสเปลี่ยนแปลง
ในระหวางการเก็บรักษาแบบแชเยือกแข็ง (Makri, 2009) นอกจากนี้อาจเกิดจากโปรตีนเกิดการ
เชื่อมประสานกัน จากการเพิ่มขึ้นของ FA (Figure 27) ในระหวางการแชเยือกแข็ง (Stanley and 
Hultin, 1982; Ueng and Chow, 1998) ตรี วาทกิจ (2552) รายงานวา ผลของการเสียสภาพของ
โปรตีนจะมีผลตอกลามเนื้อปลาเกิดการสูญเสียน้ําและความสามารถในการอุมน้ําลดลง ทําให
เนื้อเยื่อกลามเนื้อแข็งหรือหยาบกระดาง และคุณภาพของเนื้อปลาเสื่อมลง เชน เนื้อปลาแข็งและ
เหนียว (tough) เปนเสี้ยน (fibrous) แหง (dry) และรสชาติ จืดชืด (poor taste) ซ่ึงสอดคลองกับ
การศึกษาของ Sigurgisladottir และคณะ (2000) พบวาปลาแซลมอนแลเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส หลังจากเก็บรักษาเปนเวลา 1 เดือน ปลาแซลมอนแลมีคาแรงเฉือนต่ํากวา
ปลาแซลมอนสด การแชเยือกแข็งเปนสาเหตุที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงกลามเนื้อโดยเกิดการเสีย
สภาพและจับตัวกันของโปรตีนไมโอไฟบริลลา ซ่ึงเกิดขึ้นในชวงสิ้นสุดในการเก็บรักษามากกวาใน
ชวงแรกของการเก็บรักษา 
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Figure 33. Changes in shear force of raw deskinned squid and cuttlefish frozen using air-blast 
                 and contact plate freezing methods during frozen storage at –18๐C 
                 Bars represent the standard deviation from five determinations. 

   Significant effects of  
- cephalopod samples on texture (p<0.05) 
- freezing methodss on texture (p>0.05) 
- storage time on texture (p<0.05) 

 
3.2.5 การเปลี่ยนแปลงคาสี 

Table 13, 14 และ 15 แสดงการเปลี่ยนแปลงคา L* a* และ b* ของลําตัวหมึก
กลวยและหมึกกระดองที่ลอกหนังหลังการแชเยือกแข็งดวยวิธีแบบลมเย็นและแบบโลหะสัมผัส 
ระหวางเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส พบวาวิธีการแชเยือกแข็งไมมีผลตอคา L* a* และ 
b* (p>0.05) ขณะที่ระยะเวลาการเก็บรักษามีผลทําใหคา L* (คาความสวาง) ของหมึกกลวยและ
หมึกกระดองมีคาลดลง (p<0.05) โดยท่ัวไปหมึกที่ผานการเก็บรักษาจะมีการเปลี่ยนแปลงสีเปนสี
แดงหรือสีเหลืองเพิ่มขึ้นจึงสงผลใหความขาว (ความสวาง) ลดลง และคา a* (คาสีแดง-สีเขียว) และ
คา b* (คาสีเหลือง-สีน้ําเงิน) มีคาเพิ่มขึ้นตลอดระยะเวลาในการเก็บรักษา (p<0.05) และพบวาหมึก
กลวยจะมีคา a* มากกวาหมึกกระดองตั้งแตชวงแรกจนถึงสิ้นสุดของการเก็บรักษา (p<0.05) ซ่ึงผล
ที่เกิดขึ้นนี้บงบอกถึงการติดสีแดงบนเนื้อของหมึกกลวยเพิ่มขึ้น ขณะที่ความเขมของคา b* ของ
หมึกกระดองมีอัตราการเพิ่มขึ้นมากกวาหมึกกลวย ทําใหเห็นลักษณะเปนจุดสีเหลืองบนลําตัวของ



หมึกกระดองไดชัดเจนกวาหมึกกลวย การเปลี่ยนแปลงสีของหมึกแชเยือกแข็งเปนสิ่งสําคัญตอ
ลักษณะปรากฏและการยอมรับ ซ่ึงโดยทั่วไปการเปลี่ยนแปลงสีที่เกิดขึ้นในระหวางการแชเยือกแข็ง
มีผลมาจากการออกซิเดชั่นของไขมันและกระบวนการยอยสลายของเม็ดสี (Daias et al., 1994) การ
เปลี่ยนแปลงสีที่แตกตางกันของหมึกแตละสายพันธุอาจเกิดจากความแตกตางของเม็ดสีที่ปรากฏ
บนผิวหนังสวนลําตัวของหมึกทั้งสองชนิด โดยการเปลี่ยนแปลงสีของหมึกกระดองเกิดจากกลุม
ของถุงเม็ดสีแดง เหลือง น้ําตาลและดําที่อยูบนชั้นเออริโดฟอร (iridophores) และลิวโคพฟอร 
(leucophore) สวนในหมึกกลวยเม็ดสีจะประกอบดวยกลุมของเม็ดสีเหลือง สม แดง ดําและมวงซึ่ง
จะอยูบนผิวของลําตัว (Wikipedia, 2009) ในระหวางกระบวนการแชเยือกแข็งและการเก็บรักษา
ผนังเซลลของถุงเม็ดสี อาจถูกทําลายโดยผลึกน้ําแข็ง ทําใหเม็ดสีถูกปลดปลอยออกมายอมติดบน
ลําตัวของหมึกกลวยได เชนเดียวกับการศึกษาในหมึกกระดอง (Sepia pharaonis) ที่เก็บรักษาที่
อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 16 สัปดาห (Thanonkeaw et al., 2008) การเพิ่มขึ้นของสี
เหลืองในหมึกกระดองอาจเปนผลจากการออกซิเดชั่นของไขมัน ดังเห็นไดจากการเพิ่มขึ้นของคา 
TBARS (Figure 24) ในทิศทางเดียวกันและปลาแฮริ่งที่เก็บรักษาแบบแชเยือกแข็งเปนเวลา 9 
สัปดาหที่พบวาการเพิ่มขึ้นของคาสีเหลืองมีความสัมพันธกับการออกซิเดชั่นของไขมัน (Hamre et 
al., 2003; Thanonkeaw et al., 2005) สารประกอบที่เกิดขึ้นระหวางการออกซิเดชั่นของกรดไขมัน
ไมอ่ิมตัว ไดแก คีโตน อัลดีไฮด แอลกอฮอล ไฮโดรคารบอน กรด และอีโพไซด สามารทําใหเกิด
กล่ินรสที่ผิดปกติและทําปฏิกิริยากับโปรตีนสงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงสี (Khayat and Schwall, 
1983 อางโดย Thanonkeaw et al., 2006c) โดยสีเหลืองหรือสีน้ําตาลที่เกิดขึ้นเกิดจากปฏิกิริยาการ
เกิดสีน้ําตาลที่ไมใชเอนไซมจากปฏิกิริยาระหวางผลิตภัณฑที่ไดจากการออกซิเดชั่นของไขมันกับ
หมูเอมีนที่อยูสวนหัวของฟอสฟอลิปดหรือหมูเอมีนของโปรตีน (Thanonkeaw et al., 2005; 
Thanonkeaw et al., 2006a)  

มึกกระดองไดชัดเจนกวาหมึกกลวย การเปลี่ยนแปลงสีของหมึกแชเยือกแข็งเปนสิ่งสําคัญตอ
ลักษณะปรากฏและการยอมรับ ซ่ึงโดยทั่วไปการเปลี่ยนแปลงสีที่เกิดขึ้นในระหวางการแชเยือกแข็ง
มีผลมาจากการออกซิเดชั่นของไขมันและกระบวนการยอยสลายของเม็ดสี (Daias et al., 1994) การ
เปลี่ยนแปลงสีที่แตกตางกันของหมึกแตละสายพันธุอาจเกิดจากความแตกตางของเม็ดสีที่ปรากฏ
บนผิวหนังสวนลําตัวของหมึกทั้งสองชนิด โดยการเปลี่ยนแปลงสีของหมึกกระดองเกิดจากกลุม
ของถุงเม็ดสีแดง เหลือง น้ําตาลและดําที่อยูบนชั้นเออริโดฟอร (iridophores) และลิวโคพฟอร 
(leucophore) สวนในหมึกกลวยเม็ดสีจะประกอบดวยกลุมของเม็ดสีเหลือง สม แดง ดําและมวงซึ่ง
จะอยูบนผิวของลําตัว (Wikipedia, 2009) ในระหวางกระบวนการแชเยือกแข็งและการเก็บรักษา
ผนังเซลลของถุงเม็ดสี อาจถูกทําลายโดยผลึกน้ําแข็ง ทําใหเม็ดสีถูกปลดปลอยออกมายอมติดบน
ลําตัวของหมึกกลวยได เชนเดียวกับการศึกษาในหมึกกระดอง (Sepia pharaonis) ที่เก็บรักษาที่
อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 16 สัปดาห (Thanonkeaw et al., 2008) การเพิ่มขึ้นของสี
เหลืองในหมึกกระดองอาจเปนผลจากการออกซิเดชั่นของไขมัน ดังเห็นไดจากการเพิ่มขึ้นของคา 
TBARS (Figure 24) ในทิศทางเดียวกันและปลาแฮริ่งที่เก็บรักษาแบบแชเยือกแข็งเปนเวลา 9 
สัปดาหที่พบวาการเพิ่มขึ้นของคาสีเหลืองมีความสัมพันธกับการออกซิเดชั่นของไขมัน (Hamre et 
al., 2003; Thanonkeaw et al., 2005) สารประกอบที่เกิดขึ้นระหวางการออกซิเดชั่นของกรดไขมัน
ไมอ่ิมตัว ไดแก คีโตน อัลดีไฮด แอลกอฮอล ไฮโดรคารบอน กรด และอีโพไซด สามารทําใหเกิด
กล่ินรสที่ผิดปกติและทําปฏิกิริยากับโปรตีนสงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงสี (Khayat and Schwall, 
1983 อางโดย Thanonkeaw et al., 2006c) โดยสีเหลืองหรือสีน้ําตาลที่เกิดขึ้นเกิดจากปฏิกิริยาการ
เกิดสีน้ําตาลที่ไมใชเอนไซมจากปฏิกิริยาระหวางผลิตภัณฑที่ไดจากการออกซิเดชั่นของไขมันกับ
หมูเอมีนที่อยูสวนหัวของฟอสฟอลิปดหรือหมูเอมีนของโปรตีน (Thanonkeaw et al., 2005; 
Thanonkeaw et al., 2006a)  
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Table 13 Changes in L* values of deskinned squid and cuttlefish frozen using air-blast and contact plate freezing methods during storage at –18๐C. 
               

Storage time (month) 
  Samples Freezing 

0 1 2 3 4 5 6 
Air-blast  freezing 78.05+0.69 74.77+0.84 73.92+1.76 71.00+0.64 70.42+1.55 70.74+1.33 62.39+1.70 Cuttlefish 
Contact plate freezing 76.16+1.26 74.49+1.01 70.7+1.82 70.18+1.85 69.12+3.57 69.85+0.57 68.15+1.76 

Air-blast  freezing 71.86+2.87 71.11+1.76 70.49+0.84 65.61+1.70 63.35+1.33 63.03+0.64 57.80+1.55 Squid 

Contact plate freezing 72.60+1.26 70.19+1.01 68.53+3.57 66.82+1.76 65.00+1.85 63.52+0.57 61.78+1.82 

Mean + SD from five determinations. 
Significant effects of  

- cephalopod samples on L* (p<0.05) 
- freezing methods on L* (p>0.05) 
- storage time on L* (p<0.05) 
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Table 14 Changes in a* values of deskinned squid and cuttlefish frozen using air-blast and contact plate freezing methods during storage at –18๐C. 

Storage time (month) 
Samples Freezing 

0 1 2 3 4 5 6 
Air-blast  freezing -3.79+0.42 -2.96+0.71 -2.16+0.24 -2.13+0.37 -2.07+0.23 -2.02+0.25 -0.77+0.94 Cuttlefish 

Contact plate freezing -3.13+0.37 -2.42+1.03 -2.12+0.33 -1.98+0.41 -1.92+0.37 -1.35+0.63 -0.88+0.50 

Air-blast  freezing 0.30+1.08 0.46+0.79 0.45+1.17 1.09+0.82 2.15+1.38 2.66+2.21 4.33+1.04 Squid 
Contact plate freezing -1.30+0.55 1.34+1.06 1.86+2.04 2.18+1.58 2.28+2.03 2.45+1.68 3.49+2.84 

Mean + SD from five determinations. 
Significant effects of  

- cephalopod samples on a* (p<0.05) 
- freezing methods on a* (p>0.05) 
- storage time on a* (p<0.05) 
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Table 15 Changes in b* values of deskinned squid and cuttlefish frozen using air-blast and contact plate freezing methods during storage at –18๐C. 
               

Storage time (month) 
Samples Freezing 

0 1 2 3 4 5 6 
Air-blast  freezing 4.21+3.46 4.94+2.16 5.04+2.15 5.91+2.42 7.39+3.16 7.44+2.49 8.65+3.23 Cuttlefish 
Contact plate freezing 5.08+3.29 5.09+3.29 5.31+2.60 6.28+3.04 6.70+2.59 7.71+2.83 8.77+1.48 

Air-blast  freezing -1.93+0.80 1.82+0.70 4.43+1.43 3.80+0.61 4.52+1.36 5.16+0.75 6.98+1.46 Squid 
Contact plate freezing 1.64+2.03 3.04+0.83 3.40+0.90 3.50+0.67 3.78+1.76 5.28+0.54 9.45+0.49 

84 

Mean + SD from five determinations. 
Significant effects of  

- cephalopod samples on b* (p<0.05) 
- freezing methods on b* (p>0.05)  
-     storage time on b* (p<0.05) 
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 3.3 การเปล่ียนแปลงทางประสาทสัมผัส 
  3.3.1 การเปลี่ยนแปลงของ QIM 
  Figure 34 (a และ b) แสดงการเปลี่ยนแปลงคา QIM ระหวางการเก็บรักษาที่
อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส สําหรับหมึกกลวยและหมึกกระดองที่ทําการแชเยือกแข็งดวยวิธีตางๆ 
ตามลําดับ โดยกราฟแสดงความสัมพันธแบบโพลิโนเมียลซ่ึงมีสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ (R2) 
สําหรับหมึกกลวยที่ทําการแชเยือกแข็งดวยวิธีแบบลมเย็นและแบบแผนสัมผัสมีคา 0.966 และ 
0.948 และหมึกกระดองที่ทําการแชเยือกแข็งดวยวิธีแบบลมเย็นและแบบแผนสัมผัสมีคา 0.924 และ 
0.921 ตามลําดับ จะเห็นวา คะแนน QIM ของหมึกทั้งสองชนิดเพิ่มขึ้นตลอดการเก็บรักษา (p<0.05) 
และวิธีการแชเยือกแข็งไมมีผลตอคา QIM ของหมึกกระดองและหมึกกลวย (p>0.05) โดยคะแนน 
QIM หลังการเก็บรักษาแบบแชเยือกแข็งเปนเวลา 6 เดือน ของหมึกกลวยที่ทําการแชเยือกแข็งดวย
วิธีแบบลมเย็นและแบบแผนสัมผัสมีคา 10.7 และ 11 และหมึกกระดองที่ทําการแชเยือกแข็งดวยวิธี
แบบลมเย็นและแบบแผนสัมผัสมีคา 12 และ 11.1 ตามลําดับ ขณะที่ระดับคะแนน QIM สูงสุดของ
หมึกกลวยและหมึกกระดองที่เก็บรักษาในน้ําแข็งเปนระยะเวลา 16 วัน มีคา 13.51 และ 14.79 
ตามลําดับ ซ่ึงการเก็บรักษาแบบแชเยือกแข็งจะมีการเปลี่ยนแปลงที่ชากวาแบบแชน้ําแข็ง โดยการ
เปล่ียนแปลงเนื้อสัมผัสเปนพารามิเตอรที่สําคัญตอการเพิ่มของคา QIM โดยลักษณะปรากฏสวน
ของลําตัวของหมึกทั้งสองชนิดมีลักษณะออนนิ่มลง สวนการเปลี่ยนแปลงกลิ่น พบวามีกล่ิน
สาหรายออนๆ ในชวงเดือนแรกและพบกลิ่นคาวเล็กนอยในชวงเดือนที่ 3 จนกระทั่งถึงเดือนที่ 6 
และไมพบกล่ินเนาเสียหรือกล่ินแอมโมเนียตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 
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Figure 34. Changes in QIM score of squid (a) and cuttlefish (b) frozen using air-blast and contact  

    plate freezing methods during storage at –18๐C for 6 months.  
                Bars represent the standard deviation from twelve determinations. 

    Significant effects of  
- cephalopod samples on QIM score (p<0.05) 
- freezing methodss on QIM score (p>0.05) 
- storage time on QIM score (p<0.05) 
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3.3.2 การเปลี่ยนแปลงคณุภาพโดยรวม 
    Figure 35 (a และ b) แสดงการเปลี่ยนแปลงคุณภาพโดยรวมของหมึกกลวยและ
หมึกกระดองที่ทําการแชเยือกแข็งดวยวิธีตางๆ ในระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศา
เซลเซียส กราฟคะแนนคุณภาพโดยรวมของหมึกทั้งสองชนิดมีความสัมพันธเปนเสนตรงกับเวลา
โดยหมึกกลวยที่ทําการแชเยือกแข็งดวยวิธีแบบลมเย็นและแบบแผนสัมผัสมีคา R2 เทากับ 0.952 
และ 0.953 และหมึกกระดองที่ทําการแชเยือกแข็งดวยวิธีแบบลมเย็นและแบบแผนสัมผัสมีคา             
R2 เทากับ 0.977 และ 0.972 ตามลําดับ คะแนนคุณภาพโดยรวมของหมึกทั้งสองชนิดลดลงเมื่อ
ระยะเวลาในการเก็บรักษาเพิ่มขึ้น (p<0.05) แสดงวาคุณภาพของหมึกลดลง และพบวาชนิดของ
หมึกและวิธีการแชเยือกแข็งไมมีผลตอคะแนนคุณภาพโดยรวม และการเก็บรักษาเปนระยะเวลา 6 
เดือน พบวาคะแนนอยูในระดับไมยอมรับแตไมถึงระดับปฏิเสธ โดยหมึกกลวยที่ทําการแชเยือก
แข็งดวยวิธีแบบลมเย็นและแบบแผนสัมผัสมีคะแนน 3.4 และ 3.8 และหมึกกระดองที่ทําการแช
เยือกแข็งดวยวิธีแบบลมเย็นและแบบแผนสัมผัสมีคะแนน 3.5 และ 3.8 ตามลําดับ เนื่องจากหมึกทั้ง
สองชนิดจะมีลักษณะปรากฏ เชน ลําตัวออนนิ่ม เม็ดสีแตก สีของลําตัวยอมติดเปนสีมวง ผิว
หนังเหียวยนและถลอก เปนตน ซ่ึงมีลักษณะแตกตางจากหมึกสดที่มีลักษณะลําตัวใส และคงตัว
เปนรูปทรง เม็ดสีมีขนาดเล็ก หนังไมถลอก เปนตน ปจจัยที่มีผลตอการเสื่อมเสียดังกลาวขึ้นอยูกับ
คุณภาพของสัตวน้ําเริ่มตน การเตรียมกอนการแชเยือกแข็ง อัตราการแชเยือกแข็ง อุณหภูมิและ
ระยะเวลาในการเก็บรักษา ประสิทธิภาพในการปองกันการเปลี่ยนแปลงโปรตีน และการออก         
ซิเดชั่น (Sikorski and Pan, 1994)  
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Figure 35. Changes in overall quality score of squid (a) and cuttlefish (b) frozen using air-blast  

   and contact plate freezing methods during storage at –18๐C for 6 months.  
               Bars represent the standard deviation from twelve determinations. 

   Significant effects of  
- cephalopod samples on overall quality score (p>0.05) 
- freezing methodss on overall quality score (p>0.05) 
- storage time on overall quality score (p<0.05) 



  

 3.3.3 คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ ระหวางผลการทดลองทางดานประสาทสัมผัส จุลินทรีย 
กายภาพ และเคมีของหมึกกลวยและหมึกกระดองที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส 

3.3.3 คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ ระหวางผลการทดลองทางดานประสาทสัมผัส จุลินทรีย 
กายภาพ และเคมีของหมึกกลวยและหมึกกระดองที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส 
 คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ ระหวางผลการทดสอบคุณภาพโดยทางตรง ไดแก การ
ทดสอบทางจุลินทรีย กายภาพและเคมีกับการทดสอบคุณภาพโดยทางออม ไดแก การทดสอบทาง
ประสาทสัมผัสของหมึกกระดองและหมึกกลวยที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียสแสดงดัง 
Table 16 การเปลี่ยนแปลงของคา FA คาความสวาง (L*) และปริมาณน้ําอิสระของหมึกกลวย และ
คา FA คาความสวาง (L*) และ TBARS ของหมึกกระดองที่มีความสัมพันธทางตรงกับคา QIM และ
มีความสัมพันธในทางตรงขามกับคาคุณภาพโดยรวมโดยมีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธสูงอยางมี
นัยสําคัญ (p<0.01) นอกจากนี้จาก Table 16 จะเห็นวาคา FA มีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธสูง
สําหรับหมึกทั้งสองชนิด เมื่อสรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาคุณภาพทางประสาทสัมผัส 
(คะแนนคุณภาพโดยรวมและ QIM) กับ FA ดัง Figure 36-39 จะเห็นวากราฟดังกลาวมี
ความสัมพันธเปนเสนตรงและมีคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (Coefficient of determination, R2) สูง
อยูในชวง 0.74 ถึง 0.93 และสามารถใชทํานายคุณภาพของหมึกทั้งสองชนิดในระหวางการเก็บ

รักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียสไดที่ระดับ α เทากับ 0.01  

 คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ ระหวางผลการทดสอบคุณภาพโดยทางตรง ไดแก การ
ทดสอบทางจุลินทรีย กายภาพและเคมีกับการทดสอบคุณภาพโดยทางออม ไดแก การทดสอบทาง
ประสาทสัมผัสของหมึกกระดองและหมึกกลวยที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียสแสดงดัง 
Table 16 การเปลี่ยนแปลงของคา FA คาความสวาง (L*) และปริมาณน้ําอิสระของหมึกกลวย และ
คา FA คาความสวาง (L*) และ TBARS ของหมึกกระดองที่มีความสัมพันธทางตรงกับคา QIM และ
มีความสัมพันธในทางตรงขามกับคาคุณภาพโดยรวมโดยมีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธสูงอยางมี
นัยสําคัญ (p<0.01) นอกจากนี้จาก Table 16 จะเห็นวาคา FA มีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธสูง
สําหรับหมึกทั้งสองชนิด เมื่อสรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาคุณภาพทางประสาทสัมผัส 
(คะแนนคุณภาพโดยรวมและ QIM) กับ FA ดัง Figure 36-39 จะเห็นวากราฟดังกลาวมี
ความสัมพันธเปนเสนตรงและมีคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (Coefficient of determination, R

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

2) สูง
อยูในชวง 0.74 ถึง 0.93 และสามารถใชทํานายคุณภาพของหมึกทั้งสองชนิดในระหวางการเก็บ

รักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียสไดที่ระดับ α เทากับ 0.01  

89 



 

Table 16 Correlation coefficient between objective qualities and subjective of squid and cuttlefish frozen using different methods during frozen storage. 
               

squid cuttlefish 
Analysis/Samples 

QIM  score Overall quality score QIM score Overall quality score 

 Air-blast freezing Contact plate freezing Air-blast freezing Contact plate freezing Air-blast freezing Contact plate freezing Air-blast freezing Contact plate freezing 

Expressible drip 0.868* 0.570 -0.846* -0.654* 0.675* 0.495 -0.799* -0.533 
Free drip 0.965* 0.705* -0.923* -0.737* 0.792* 0.502 -0.879* -0.531 

Cooking loss 0.562 0.605* -0.588* -0.637* 0.571* 0.624* -0.715* -0.657* 
Texture 0.833* -0.028 0.634* -0.124 -0.417 -0.277 0.474 0.210 
Color: L* -0.727* -0.816* 0.851* 0.822* -0.753* -0.838* 0.797* 0.873* 
           a* 0.575 0.596* -0.713* -0.516 0.680* 0.775* -0.756* -0.811* 
           b* 0.850* 0.691* -0.835* -0.778* 0.356 0.439 -0.424 -0.483 
TBARS 0.634* 0.730* -0.835* -0.809* 0.818* 0.872* -0.861* -0.920* 
Formaldehyde 0.952* 0.927* -0.852* -0.846* 0.930* 0.945* -0.956* -0.954* 

Protein solubility:          

S1 -0.823* -0.713* 0.786* 0.757* -0.540 -0.614* 0.588* 0.653* 
S2 0.783* 0.871* -0.813* -0.879* -0.006 0.395 -0.053 -0.455 
S3 0.546 0.735* -0.675* -0.716* 0.445 0.569* -0.522 -0.600* 

S4 0.605* 0.736* -0.769* -0.762* 0.572* 0.462 -0.604* -0.493 
pH -0.495 -0.753* 0.601* 0.430 -0.582* -0.564* 0.462 0.404 
Psychrophiclic count 0.627* 0.627* -0.800* -0.800* - - - - 

90 

- - - - -0.605* -0.605* 0.457 Total viable count  0.457 

Note: * =significant (p<0.01)  
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 (b) 
Figure 36. Correlation regression between sensory analysis (overall quality (a) and QIM (b)) and  

๐                 formaldehyde content of squid frozen using air-blast freezing during storage at –18 C  
      for 6 months,  at 99% confidence intervals. 
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 (b) 
Figure 37. Correlation regression between sensory analysis (overall quality (a) and QIM (b)) and  
                 formaldehyde content of squid frozen using contact plate freezing during storage at  
                 –18๐C for 6 months, at 99% confidence intervals. 
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Figure 38. Correlation regression between sensory analysis (overall quality (a) and QIM (b)) and  
               formaldehyde content of cuttlefish frozen using air-blast freezing during storage at  
     –18๐C for 6 months, at 99% confidence intervals. 
 
 
 
 



  

94 

y = -0.6585x + 8.4267

R2 = 0.9325

0

2

4

6

8

10

0 1 2 3 4 5 6 7
Formaldehyde (μg/g muscle)

Ov
er

all
 qu

ali
ty 

sc
or

e (
y)

offserve of y
99% confidance intervals for predicted value of y (+)
99% confidance intervals for predicted value of y (-)
predicted y

 (a) 

y = 1.1439x + 4.1126

R2 = 0.8814

0

2

4

6

8

10

12

14

0 1 2 3 4 5 6 7
Formaldehyde (μg/g muscle)

QI
M

 Sc
or

e (
y)

offserve of y
99% confidance intervals for predicted value of y (+)
99% confidance intervals for predicted value of y (-)
predicted y

 (b) 
Figure 39. Correlation regression between sensory analysis (overall quality (a) and QIM (b)) and  
                 formaldehyde content of cuttlefish frozen using contact plate freezing during storage at  
           –18๐C for 6 months, at 99% confidence intervals. 
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บทที่ 4 

บทสรุปและขอเสนอแนะ 

บทสรุป 
 
  1. การศึกษาปจจัยคุณภาพที่ใชเปนดัชนีความสดของหมึกกลวย และหมึกกระดอง
ที่เก็บรักษาโดยการแชน้ําแข็ง พบวาหมึกกลวย (Photololigo duvaucelii) และหมึกกระดอง (Sepia 
aculeata) มีอายุการเก็บรักษาในน้ําแข็ง 6 วัน จากการทดสอบทางประสาทสัมผัส โดยวิธีคุณภาพ
โดยรวม ซ่ึงเปนระยะเวลาที่ตัวอยางอยูในระดับคะแนนไมยอมรับ และถึงจุดที่ไมสามารถบริโภค
ได (จุดปฏิเสธ) หลังจากเก็บรักษาเปนเวลา 14 วัน คาปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อมี
ความสัมพันธทางตรงกับคา QIM และมีความสัมพันธทางตรงขามกับคาคุณภาพโดยรวม โดยมีคา
สัมประสิทธิ์สหสัมพันธสูงสุดอยางมีนัยสําคัญ (p<0.01) โดยคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ 
(Coefficient of determination, R2) อยูในชวง 0.81 ถึง 0.92 และคาดังกลาวสามารถใชเปนดัชนีที่
เหมาะสมสําหรับตรวจสอบความสดของหมึกทั้งสองชนิดในระหวางการเก็บรักษาในน้ําแข็งที่

ระดับ α=0.01  
 

2. การศึกษาการเปลี่ยนแปลงโปรตีนและโครงสรางจุลภาคของเนื้อหมึกระหวาง
การเก็บรักษาโดยการแชน้ําแข็ง พบวาหมึกทั้งสองมีเนื้อสัมผัสนิ่มขึ้นและมีคาแรงเฉือนลดลง 
(p<0.05) เมื่อเก็บรักษานานขึ้น เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของเสนใยกลามเนื้อและ       
ไมโอซินเสนหนัก (MHC) ถูกยอยสลาย  
  

3. วิธีการแชเยือกแข็งและการเก็บรักษาที่ -18 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 6 
เดือนสงผลใหหมึกกลวยและหมึกกระดองสูญเสียสภาพของโปรตีนเพิ่มขึ้น และเกิดการ            
ออกซิเดชั่นของไขมัน โดยการแชเยือกแข็งแบบลมเย็นมีการเปลี่ยนแปลงของการออกซิเดชั่นสูง
กวาการแชเยือกแข็งแบบแผนสัมผัส จากการทดสอบทางประสาทสัมผัส แสดงใหเห็นวาลําตัวของ
หมึกทั้งสองชนิดมีคะแนนระดับไมยอมรับหลังเก็บรักษา 3 เดือน และมีคุณภาพไมถึงระดับปฏิเสธ
หลังจากเก็บรักษา 6 เดือนการเปลี่ยนแปลงของคาฟอรมัลดีไฮดมีความสัมพันธทางตรงกับ QIM 
และทางตรงขามกับคาคุณภาพโดยรวมมีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธสูงอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) 
โดยคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ อยูในชวง 0.74 ถึง 0.93 และสามารถใชทํานายคุณภาพของหมึกทั้ง

สองชนิดในระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียสเปนเวลา 6 เดือนไดที่ระดับ α 
เทากับ 0.01  
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ขอเสนอแนะ 
 

การทดสอบทางประสาทสัมผัส QIM ที่ใชยังไมเหมาะสมกับคุณลักษณะของหมึก
กลวย (Photololigo duvaucelii) และหมึกกระดอง (Sepia aculeata) ซ่ึงคะแนนของ QIM เปน
คะแนนรวมของคุณภาพทางประสาทสัมผัสจะตองมีความสัมพันธเปนเสนตรงกับระยะเวลาการ
เก็บรักษาน้ําแข็ง และสามารถใชในการทํานายอายุการเก็บรักษาได แตสําหรับการทดลองนี้ ไดนํา 
QIM ที่ใชการตรวจสอบความสดของหมึกกลวย (Illex coindetii) (Vaz-Pires and Seixas, 2006) และ 
หมึกกระดอง (Sepia officinalis) (Vaz-Pires and Seixas, 2006) มาใชจึงทําใหกราฟคะแนนที่ไดไม
เปนเสนตรงและคะแนนรวมของ QIM ในตัวอยางที่ปฏิเสธไมเทากับคะแนนสูงสุด (16 และ17 
สําหรับหมึกกลวยและหมึกกระดอง ตามลําดับ) หากตองการนํา QIM มาใชสําหรับทํานายอายุการ
เก็บรักษาของหมึกกลวย (Photololigo duvaucelii) และหมึกกระดอง (Sepia aculeata) ที่ใชในการ
วิจัยนี้จะตองมีการศึกษาเพิ่มเติมในการปรับพารามิเตอรที่ไมบงชี้คุณภาพของหมึกทั้งสองชนิดให
สอดคลองกับการเปลี่ยนแปลงของหมึกดังกลาว เชน การติดกันของกระดูกและหัวของหมึก
กระดอง หรือการเพิ่มพารามิเตอรที่จําเปนในการตรวจสอบ เชน ความสมบูรณของผิวหนัง และการ
ยอมติดสีบนกลามเนื้อ เปนตน 
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ภาคผนวก ก การวิเคราะหทางเคมี 
 
ก1 การวิเคราะหหาปริมาณดางที่ระเหยได (TVB-N) และไตรเมทิลเอมีน (TMA-N) โดยวิธี  
     Conway unit (Hasegawa, 1987) 
อุปกรณ 

1. จานคอนเวย 
2. ไมโครบิวเรต 
3. กระดาษกรอง 

 

สารเคมี 
1. Mixed indicator  :  ละลายโบรโมครีซอลกรีน 0.01 กรัม และเมททิลเรด 0.02 กรัม ดวย

เอธานอล แลวปรับปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตร 
2. Inner ring solution : ละลายกรดบอริก 10 กรัม ในเอธานอล 200 มิลลิลิตร แลวเติม 

mixed indicator (จากขอ 1) 10 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรเปน 1 ลิตรดวยน้ํากลั่น 
3. ละลายกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 0.02 นอรมอล 
4. สารละลายโพแทสเซียมคารบอเนตอิ่มตัว : ละลายโพแทสเซียมคารบอเนต (K2CO3) 

60 กรัม ในน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร ตมนาน 10 นาที ทําใหเย็นแลวกรองผานกระดาษ
กรอง 

5. สารละลายกรดไตรคลอโรอะซีติกเขมขนรอยละ 4 : ละลายกรดไตรคลอโรอะซีติก 
(CCl3COOH) 40 กรัม ในน้ํากลั่น 960 มิลลิลิตร 

6. สารละลายฟอรมัลดีไฮดอิสระเขมขนรอยละ 10 : เติมแมกนีเซียมคารบอเนต (MgCO3) 
10 กรัม ลงใน 100 มิลลิลิตร ของฟอรมาลีน (Formalin) (สารละลายฟอรมัลดีไฮด
อิสระเขมขนรอยละ 35) เขยาใหเขากนัแลวกรองผานกระดาษกรองทําใหเจือจาง 3 เทา
ดวยน้ํากลั่น 

7. วาสลีน 
 

วิธีการ 
การเตรียมตวัอยาง 

ช่ังตัวอยาง 2 กรัม เติมสารละลายกรดไตรคลอโรอะซีติกเขมขนรอยละ 4 ปริมาณ 
8  มิลลิลิตร โฮโมจีไนสใหละเอียด ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาที กรองดวยกระดาษกรองเบอร 
41 ปรับปริมาตรใหได 10 มิลลิลิตร (เก็บตัวอยางในน้ําแข็งขณะใช) 
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การหาปริมาณดางที่ระหยได (TVB-N) 
1. ทาวาสลีนที่ขอบฝาจานคอนเวย 
2. ดูดสารละลายตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ลงในวงกลมชั้นนอกของจานคอนเวย 
3. ดูด Inner ring solution 1 มิลลิลิตร ลงในวงกลมชั้นในของจานคอนเวย 
4. ดูดสารละลายโพแทสเซียมคารบอเนตอิ่มตัว 1 มิลลิลิตร ใสช้ันนอก แตใหอยูคนละ

ดานกับสารละลายตัวอยางทีใ่สในขอ 2 
5. ปดฝาจานคอนเวยใหสนิท 
6. เอียงหรือหมนุจานคอนเวยเบาๆ ใหสายละลายโพแทสเซียมคารบอเนตอิ่มตัว ผสมกบั

สารละลายตัวอยาง ระวังอยาใหเกิดการผสมกับ Inner ring solution ที่วงกลมชั้นใน 
7. บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 45-60 นาที หรือทิ้งไวที่อุณหภูมหิองนาน 3 ช่ัวโมง 
8. เปดฝาจานคอนเวย แลวไตรเตรทวงกลมชัน้ใน ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก

เขมขน 0.02 นอรมอล จนกระทั้งสีเขียวจางหายไป จดปรมิาตรกรดไวคาํนวณ 
9. ทํา blank โดยใชสารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติกเขมขนรอยละ 4 จํานวน 1 มิลลิลิตร 

แทนตวัอยาง 
 

การคํานวณ   
 TVB-N (มิลลิกรัมไนโตรเจน/100 กรัม ตวัอยาง)  =  (N)(14)(A-B)(V)(100) 
           น้ําหนกัตัวอยาง 
 

โดยที่      N = Normality ของกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไตรเตรท 
   A = มิลลิลิตรของกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไตรเตรทตัวอยาง 
   B = มิลลิลิตรของกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไตรเตรท blank 
   V = ปริมาตรรวมของตัวอยางและสารละลายของกรดไตรคลอโรอะซีติก ที่ใชในการ 
                      เตรียมตัวอยาง 
 

การหาปริมาณไตรเมทิลเอมีน (TMA-N) 
1. ทําเชนเดยีวกบัการหา TVB-N ขอ 1-3 
2. เติม 1 มิลลิลิตรของสารละลายฟอรมัลดีไฮดอิสระเขมขนรอยละ 10 ผสมกับตัวอยาง 
3. ปดฝาทันทีแลวคอยๆ เอียงหรือหมุนเบาๆ ใหสารละลายชั้นนอกผสมกนั 
4. ดูดสารละลายโพแทสเซียมคารบอเนตอิ่มตัว  1 มิลลิลิตร ใสช้ันนอก ปดฝาแลวคอยๆ

หมุนจานคอนเวย 
5. บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง 
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6. เปดฝาจานคอนเวย แลวไตรเตรทวงกลมชัน้ใน ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก
เขมขน 0.02 นอรมอล จนกระทั่งสีเขียวเปลี่ยนเปนสีชมพู จดปริมาตรกรดไวคํานวณ 

7. ทํา blank โดยใชสารละลายกรดไตรคลอโรอะซีติกเขมขนรอยละ 4 จํานวน 1 มิลลิลิตร 
ทําเชนเดยีวกบัตัวอยาง 

 

การคํานวณ 
 TMA-N (มิลลิกรัมไนโตรเจน/100 กรัม ตวัอยาง)  =   (N)(14)(C-B)(V)(100) 
                น้ําหนกัตัวอยาง 
 

โดยที่      N = Normality ของกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไตรเตรท 
   A = มิลลิลิตรของกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไตรเตรทตัวอยาง 
   B = มิลลิลิตรของกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไตรเตรท blank 
   V = ปริมาตรรวมของตัวอยางและสารละลายของกรดไตรคลอโรอะซีติก ที่ใชในการ 
                      เตรียมตัวอยาง 
 
ก2 การวิเคราะหหาปริมาณฟอรมาลดีไฮด ตามวิธีการทดสอบของ Nash (1953) 
 
สารเคมี 
          1. Acetylacetone reagent (Nash’s reagent) 
 ละลาย 150 กรัม แอมโมเนียมอะซิเตรท ในกรดอะซิตกิ 3 มิลลิลิตร และอะซิติลอะซิโตน 2  

มิลลิลิตร ในน้ํากลั่นและปรบัปริมาตรเปน 1 ลิตร 
          2. สารละลายฟอรมัลดไีฮดอิสระมาตรฐาน 

ปเปตสารละลายฟอรมัลดีไฮดอิสระเขมขนรอยละ 35 ปริมาณ 0.285 มิลลิลิตรและปรับ
ปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น เพื่อใหไดความเขมขน 1000 ppm และเจือจาง
ความเขมขนเปน 10 ppm กอนใชสําหรับการเตรียมกราฟมาตรฐาน 

 
วิธีการ 
การเตรียมตวัอยาง 

1. ช่ังตัวอยาง 5 กรัม ในบีกเกอรขนาด 50 มิลลิลิตร 
2. เติมกรดไตรคลอโรอะซิติกเขมขนรอยละ 5 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร และโฮโมจีไนซให

ละเอียด 
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3. ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมหิองประมาณ 30 นาที 
4. กรองตัวอยางดวยกระดาษกรองเบอร 41 
5. เติมกรดไตรคลอโรอะซิติกเขมขนรอยละ 5 ปริมาณ 10 มิลลิลิตร ลงในตัวอยางที่ผาน

การสกัดโฮโมจีไนซแลวกรองอีกครั้งหนึ่ง รวมสวนใสทัง้ 2 คร้ังเขาดวยกัน 
6. ปรับพีเอชของสารละลายใหมีคาประมาณ 6.0-6.5 โดยใชสารละลายโพแตสเซียมไฮ 

ดรอกไซด 1นอรมอล หรือ 0.1 นอรมอล แลวปรับปริมาตรใหเปน 50 มิลลิลิตร ดวยน้ํา
กล่ัน 

 
การตรวจสอบฟอรมัลดีไฮดอิสระ 

1. ปเปตสารละลายตัวอยางที่เตรียมไวปริมาณ 3 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง เติม 
Acetylacetone reagent ปริมาณ 3 มิลลิลิตร และผสมใหเขากัน 

2. แชสารละลายในอางควบคุมอุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
3. ทําใหสารละลายเยน็โดยใหน้ําไหลผาน 
4. วัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 412 นาโนเมตร (เตรียม blank โดยใชน้ํากลั่น

แทนสารละลายตัวอยาง) 
 
การเตรียมกราฟมาตรฐาน 

1. ปเปตสารละลายฟอรมัลดีไฮดอิสระมาตรฐานเขมขน 10 ppm ปริมาณ 0, 0.3, 0.6, 1.2 
และ 2.4 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองโดยใชไมโครปเปต ซ่ึงใหสารละลายที่มีเนื้อสาร
เทากับ 0, 3, 6, 12 และ 24 ไมโครกรัม ตามลําดับ 

2. เติมน้ํากลั่น 3, 2.7, 2.4, 1.8 และ 0.6 มิลลิลิตร ตามลําดับแลวเติม Acetylacetone 
reagent ปริมาณ 3 มิลลิลิตร แลวทําเชนเดียวกับขั้นตอนในขอ 2  

3. เขียนกราฟแสดงความสัมพนัธระหวางความเขมขนของสารละลายฟอรมัลดีไฮดอิสระ
กับคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 412 นาโนเมตร แทนคาในสมการของกราฟ
มาตรฐานฟอรมัลดีไฮดอิสระ 
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y = 0.003x + 0.0669

R2 = 0.9919
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การคํานวณ 
 ฟอรมัลดีไฮดอิสระ (ไมโครกรัมตอกรัม)  =         (A)(ปริมาตรรวมทั้งหมดของสารสกัด) 
                     (ปริมาตรของสารสกัดที่ใช)(น้ําหนักตวัอยาง) 
 
โดย         A = ปริมาณฟอรมัลดีไฮดอิสระจากกราฟมาตรฐาน (ไมโครกรัม) 
 
ก3 การตรวจสอบคา Thiobabituric acid-reaction substance (TBARS) (Buege and Aust, 1978) 
สารเคมี 

1. TBA solution : ละลาย Thiobabituric acid (TBA) 1.875 กรัม และกรดไตรคลอโรอะซี
ติก 75 กรัม ในสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 0.25 นอรมอล 10.45 มิลลิลิตร 
แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่เปน 500 มิลลิลิตร 

2. Blank solution : ละลายกรดไตรคลอโรอะซีติก 75 กรัม ในสารละลายกรดไฮโดรคลอ
ริกเขมขน 0.25 นอรมอล 10.45 มิลลิลิตรแลวปรับปริมาตรดวยน้าํกลั่นเปน 500 
มิลลิลิตร 

 
วิธีการ 

1. ช่ังตัวอยาง 0.5 กรัม เติม TBA solution 2.5 มิลลิลิตร โฮโมจีไนซนาน 1 นาที 
2. นํามาตมในน้ําเดือด (95-100 องศาเซลเซียส) นาน 10 นาที ทําใหเย็น 
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3. หมุนเหวีย่งทีค่วามเร็วรอบ 3,600 รอบ นาน 25 นาที นาํสวนใสที่ไดมาวัดการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 532 นาโนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐานมาลโลนอลดีไฮด 

4. ทํา blank โดยการใชตวัอยางผสมกับ blank solution แลวทําการทดลองเชนเดียวกบั
ตัวอยาง 

 
การเตรียมกราฟมาตรฐาน 

1. ดูดสารละลายมาลโลนอลดีไฮดเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จํานวน 0 10 50 
100 150 และ 200 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 1000 ไมโครลิตร 

2. นําสารละลายมาลโลนอลดีไฮดจากขอ 1 ที่ความเขมขนตางๆ มาหาคา TBARS 
เชนเดยีวกับตวัอยาง 

3. เขียนกราฟแสดงความสัมพนัธระหวางความเขมขนของสารละลายมาลโลนอลดีไฮด
กับคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 532 นาโนเมตร แทนคาในสมการของกราฟ
มาตรฐานมาลโลนอลดีไฮด 

y = 0.0013x + 0.008

R2 = 0.9989
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ก4 การตรวจสอบ TCA-soluble peptide (Morrissey et al., 1993) 
สารเคมี 

1. สารละลายกรดไตรคลอโรอะซีติกเขมขนรอยละ 5 : ละลายกรดไตรคลอโรอะซีติก  
      (CCl3COOH) 50 กรัม ในน้ํากลั่น 950 มิลลิลิตร 
2. สารละลาย A: โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) รอยละ 2 ในสารละลายโซเดียม   
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      ไฮดรอกไซดเขมขน 0.1 นอรมอล 
3. สารละลาย B: คอปเปอรซัลเฟตรอยละ 0.5 ในสารละลายโซเดียมซิเตรทเขมขน 
       รอยละ 1  
4. สารละลาย C: สารละลายโฟลีนฟนอล (Folin-Ciocalteu’s phenol reagent) เขมขน 2  

                     นอรมอล โดยการนํามาเจือจางดวยน้ํากลั่น (1ตอ1) กอนใช 
5. สารละลาย D: นําสารละลาย B จํานวน 1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย A 

                     จํานวน 50 มิลลิลิตร 
วิธีการ 

1. ช่ังตัวอยาง 3 กรัม ใสลงในสารละลายกรดไตรคลอโรอะซีตกิเขมขนรอยละ 5 ปริมาตร 27 
มิลลิลิตร  

2. นํามาโฮโมจีไนซในอางน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที 
3. นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 5000g เปนเวลา 20 นาที  
4. นําไปวดัปริมาณโปรตีนที่ละลายโดยวิธี Lowry method (Lowry et al., 1951) 

 

ก5 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry method (Lowry et al., 1951) 
สารเคมี 

1. สารละลาย A: โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) รอยละ 2 ในสารละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซดเขมขน 0.1 นอรมอล 

2. สารละลาย B: คอปเปอรซัลเฟตรอยละ 0.5 ในสารละลายโซเดียมซิเตรทเขมขนรอยละ 
1  

3. สารละลาย C: สารละลายโฟลีนฟนอล (Folin-Ciocalteu’s phenol reagent) เขมขน 2 
นอรมอล โดยการนํามาเจือจางดวยน้ํากลั่น (1ตอ1) กอนใช 

4. สารละลาย D: นําสารละลาย B จํานวน 1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย A จํานวน 50 
มิลลิลิตร 

 
วิธีการ 

1. นําสารละลายโปรตีนตัวอยาง 200 ไมโครลิตร ใสในหลอดทดลอง เติมสารละลาย D 
จํานวน 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง นาน 10 นาที 

2. เติมสารละลาย C 200 ไมโครลิตร ลงไปในสารละลายผสมขอ 1 ผสมใหเขากนั ตั้งทิ้ง
ไวที่อุณหภมูหิองนาน 30 นาที 
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3. นําสารละลายไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไป
เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานไทโรซิน 

 
การเตรียมกราฟมาตรฐาน 

1. ดูดสารละลายไทโรซีนเขมขน 1 มิลลิโมลาร จํานวน 0 20 40 60 100 140 และ 200 
ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 200 ไมโครลิตร 

2. นําสารละลายไทโรซีนจากขอ 1 ที่ความเขมขนตางๆ มาหาปริมาณโปรตีนเชนเดยีวกับ
ตัวอยาง 

3. เขียนกราฟแสดงความสัมพนัธระหวางความเขมขนของสารละลายไทโรซีน กับคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร) ปริมาณโปรตีนที่คํานวณโดยนําคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร แทนคาในสมการของกราฟมาตรฐานไทโรซีน 

y = 0.9834x + 0.0826

R2 = 0.9953
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ก6 การวิเคราะหหาแอมโมเนีย (Parris and Foglia, 1983) 
สารเคมี 

1. 0.1 โมลาร กรดไฮโดรคลอริก 
2. 0.05 โมลาร โซเดียมไฮดรอกไซด 
3. เมทิลเรด 

วิธีการ 
1. สุมตัวอยางหนัก 10 กรัมลงในหลอด Kjeldahl 
2. เติมน้ําที่ผานการกําจัดไอออน (DI) 200 มิลลิลิตร 
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3. เติมแมกนีเซียมออกไซด 10 กรัม 
4. เติมสารปองกันการเกดิฟอง 
5. ทําการกลั่นตัวอยางลงในฟลาสกที่บรรจุ 0.1 โมลาร กรดไฮโดรคลอริก ปริมาตร 20 

มิลลิลิตร จนไดของเหลวปรมิาณ 100 มิลลิลิตร 
6. ไตเตรทดวย 0.05 โมลาร โซเดียมไฮดรอกไซด โดยใชเมทิลเรดเปนอินดิเคเตอร 

 
วิธีคํานวณ 
 จากสมการ   NH3 + HCl      NH4Cl 
ปริมาณ 0.1 M HCl ที่ใชสําหรับทําปฏิกิริยากับ NH3 ที่กล่ันได เทากับ 20 มิลลิลิตร= 0.002 mol 
หาปริมาณ HCl สวนเกินทีใ่ชไปจากปริมาณของ 0.05 M NaOH ที่ใชไตรเตรท  
 
   จํานวนโมลของ HCl ที่ใชในการจับกับ NH3 =   

                                 ความเขมขนของ NaOH (0.05M) x ปริมาตรของ 0.05 M NaOH ที่ใชไตรเตรท   
                                                         1000 

 
 
ปริมาณแอมโมเนีย   =  ((0.002 mol - จํานวนโมล HCl ที่ใชไป) x 17)/น้ําหนกัตัวอยาง (กรัม) 
 
ก7 การตรวจสอบรูปแบบโปรตีน โดยใชวิธี Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) 
 
อุปกรณ 
 ชุดอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบมินิเจล 
 
สารเคมี 
 1.  Acrylamide/bis-acrylamide : ละลาย Acrylamide 29.2 กรัม และ bis-acrylamide 0.8 
กรัมในน้ํากลั่น ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ใชได
ประมาณ  1 เดอืน หลังจาการเตรียม 
 2.  สารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอรเขมขน 1.5 โมลาร ความเปนกรดดาง 8.8 
 3.  สารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอรเขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรดดาง 6.8 
 4.  สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขนรอยละ 10 (เก็บที่อุณหภมูิหอง) 
 5.  สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขนรอยละ 5  (เก็บที่อุณหภูมหิอง) 
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 6.  Sample buffer (non-reducing buffer) : 
  ทริส-ไฮโดรคลอไรด  0.1514   กรัม 
  กลีเซอรอล   2.5         มิลลิลิตร 
  โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต  0.25      กรัม 
  EDTA    0.0186  กรัม 
  โบรโมฟนอลบลู   0.25      กรัม 
นํามาละลายในน้ํากลั่น ปรับความเปนกรดดางใหได 6.8 แลวปรับปริมาตรเปน 25 มิลลิลิตร 

7. Sample buffer (reducing buffer) 
ทริส-ไฮโดรคลอไรด  0.1514   กรัม 

  กลีเซอรอล   2.5         มิลลิลิตร 
  โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต  0.25      กรัม 
  EDTA    0.0186  กรัม 
  โบรโมฟนอลบลู   0.25      กรัม 
  เบตา-เมอแคปโตเอธานอล 0.25     กรัม 
นํามาทําละลายในน้ํากลั่น ปรับความเปนกรดดางใหได 6.8 แลวปรับปริมาตร เปน 25 มิลลิลิตร  

8. Electrode buffer : 
ทริส-ไฮโดรคลอไรด  3.0     กรัม 
ไกลซีน    14.4   กรัม 
โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต  1.0     กรัม 
นํามาละลายในน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 

9. Catalyst ประกอบดวย 
สารลายแอมโมเนียมเปอรซัลเฟตเขมขนรอยละ 10 (เตรียมกอนใช) 

 TEMED (N,N,N,N-tetramethyl ethylenediamine) 
10. โปรตีนมาตรฐานที่ทราบน้ําหนักโมเลกุล High Molecular Weight (Sigma)  

ประกอบดวย myosin, β-galactosidase, phosphorylase b, fructose-6-phosphate kinase, albumin, 
glutamic dehydrogenase, ovalbumin, glyceraldehydes-3-phosphate dehydedrogenase มีน้ําหนกั
โมเลกุล 250,000 116,000 97,000 84,000 66,000 55,000 45,000 และ 36,000 ดาลตัน ตามลําดับ 

11. สียอมโปรตีน Coomassie Billiant Blue R-250    
12. Staining solution: Coomassie Billiant Blue R-250  ละลาย 0.04 กรัม ในเมธานอล 100  

มิลลิลิตร คนจนละลายหมด แลวเติม Glacial acetic acid 15 มิลลิลิตร และน้ํากลั่น 85 มิลลิลิตร 
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 13.  Destaining solution 1: ผสมเมธานอล 200 มิลลิลิตร กรดอะซิติก 30 มิลลิลิตรและน้ํา
กล่ัน 170 มิลลิลิตร 
 14.  Destaining solution 2: ผสมเมธานอล 50 มิลลิลิตร กรดอะซิติก 75 มิลลิลิตร และน้ํา
กล่ัน 875 มิลลิลิตร 
 

วิธีการ 
1. การเตรียมตวัอยาง 

              นําตัวอยาง 3 กรัม ผสมกับสารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขนรอยละ 5 
จํานวน27 มิลลิลิตร โฮโมจีไนส 1 นาท ี บมที่อุณหภมูิ 85 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง นาํ
สารละลายมาเหวีย่งแยกที่ความเร็ว 5,500g นาน 15 นาที นําสวนใสที่ไดมาผสมกับ sample buffer 
(อัตราสวน 1:1) ใหมีความเขมขนโปรตีนเทากับ 4 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ตมสารละลายในน้ํา
เดือด นาน 3 นาที ทําใหเยน็เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
 2.  การเตรียม running gel (10% gel) (สําหรับเจล 2 แผน) 
  30% Acrylamide/0.8% bis-acrylamide  3.333 มิลลิลิตร 
  1.5 M Tris-HCl buffer pH 8.8   2.500 มิลลิลิตร 
  น้ํากลั่น      4.012 มิลลิลิตร 
  10% SDS     100   ไมโครลิตร 
  10% Ammonium persulfate     50   ไมโครลิตร 
    เขยาใหเขากัน 
  TEMED       5   ไมโครลิตร 
   เขยาใหเขากัน แลวดูดใสในแผนเจล แผนละ 3.5 มิลลิลิตร 
 3.  การเตรียม stacking gel (สําหรับเจล 2 แผน) 
  30% Acrylamide/0.8% bis-acrylamide  0.665 มิลลิลิตร 
  1.5 M Tris-HCl buffer pH 8.8   1.250 มิลลิลิตร 
  น้ํากลั่น      3.000 มิลลิลิตร 
  10% SDS     50     ไมโครลิตร 
  10% Ammonium persulfate    25     ไมโครลิตร 
    เขยาใหเขากัน 
  TEMED       3   ไมโครลิตร 
   เขยาใหเขากัน แลวดูดใสในแผนเจล แผนละ 3.5 มิลลิลิตร 
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4.  การแยกโปรตีนโดยเจลอิเลคโตรโฟริซีส 
              ประกอบชุดเจลอิเลคโตรโฟริซีส จากนั้นเติม electrode buffer ใหเตม็ chamber 
ดานในจากนัน้ lode ตัวอยางที่เตรียมจากขอ 1 จํานวน 6 ไมโครลิตร จะไดความเขมขนของโปรตีน 
18 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร แลวเติม electrode buffer ใน chamber ดานนอก ตอชุดอิเลคโตรโฟริ
ซีสเขากับ power supply เปดกระแสไฟฟา 30 mA (สําหรับเจล 2 แผน) รอจนสีของโบรโม
ฟนอลบลูเคล่ือนที่จนเกือบสุดปลายกระจก จึงหยุดใหกระแสไฟฟา 
             5.  การยอมสีโปรตีนในเจล 
               นําเจลมายอมสีโดยแชใน staining solution นาน 3 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาแชใน 
Destaining solution 1 นาน 15 นาที แลวนํามาแชทิ้งไวขามคืนใน Destaining solution 2  

 

ภาคผนวก ข การตรวจสอบการละลายของโปรตีน (ดัดแปลงจาก Chawla et al., 1996) 
สารเคมี 

1. สารละลาย S1: สารละลายโพแทสเซียมคลอไรด (KCl) เขมขน 0.6 โมลาร 
2. สารละลาย S2: สารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร (Tris-HCl buffer เขมขน 20 

มิลลิโมลาร ความเปนกรดดาง 8.0 ที่มี โซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขนรอยละ 1) 
3. สารละลาย S3: S2 ที่มีสารละลายยเูรียเขมขน 8 โมลาร 
4. สารละลาย S4: S2 ที่มีสารละลายยเูรียเขมขน 8 โมลาร และสารละลายเบตา-เมอแคป

โตเอธานอล เขมขนรอยละ 2  
5. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.5 โมลาร 
6. สารละลายกรดไตรคลอโรอะซีติกเขมขนรอยละ 50 (แชเย็นกอนใช) 
7. สารละลายกรดไตรคลอโรอะซีติกเขมขนรอยละ 10 (แชเย็นกอนใช) 

วิธีการ 
1. ช่ังตัวอยาง 1 กรัม ใสลงในสารละลาย S1 S2 S3 และ S4 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร โฮโมจี

ไนซที่ 12,000 รอบ เปนเวลา 1 นาที 
2. นํามาเขยาในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียส นาน 4 ชม. 
3. นําแตละชดุการทดลองทําการทดลองดังนี ้

- นําชุดการทดลองสารละลาย S2 และ S3 มาหมุนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 10,000xg นาน 30 
นาที 

- นําชุดการทดลองสารละลาย S1 มาเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 4 ชม. แลว
นํามาหมุนเหวีย่งที่ความเรว็ 10,000xg นาน 30 นาท ี
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- นําชุดการทดลองสารละลาย S4 มาใหความรอนที่อุณหภมูิน้ําเดือด 2 นาที แลวนํามา
เขยาในอางน้ําควบคุมอุณหภมูิ 40 องศาเซลเซียส นาน 4 ชม. และนํามาหมุนเหวีย่งที่
ความเร็ว 10,000xg นาน 30 นาที 

4. นําสวนใสที่ได จํานวน 10 มิลลิลิตร มาเติมสารละลายกรดไตรคลอโรอะซีติกเขมขน
รอยละ 50 จํานวน 2.5 มิลลิลิตร เก็บไวทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง 

5. นํามาหมุนเหวีย่งที่ความเรว็ 10,000xg นาน 30 นาที แยกเอาสวนใสทิ้ง แลวลาง
ตะกอนดวยสารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติกเขมขนรอยละ 10 จํานวน 2 มิลลิลิตร 
นํามาหมุนเหวีย่งที่ความเรว็ 10,000xg นาน 30 นาที แยกเอาสวนใสทิ้ง 

6. เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.5 โมลาร จํานวน 5 มิลลิลิตร ลงใน
ตะกอนทีไ่ดและเติมลงในตวัอยาง 1 กรัม ตั้งทิ้งไวจนกวาตะกอนและตัวอยางละลาย
หมด 

7. นําสารละลายที่ไดไปวัดปรมิาณโปรตีนดวยวิธีไบยูเรท เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน 
Bovine Serum Albumin (BSA) คํานวณปริมาณโปรตีนโดยหารอยละการละลายของ
โปรตีนเปรียบเทียบกับชดุการทดลองที่มีการเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด
เขมขน 0.5 โมลาร ลงในตัวอยางโดยตรงซึ่งเปนชดุการทดลองทีม่ีรอยละของการ
ละลายของโปรตีนเทากับ 100 

 
ข1 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธีไบยูเรท (Copeland, 1994) 
สารเคมี 

1. สารละลายโปรตีนมาตรฐาน Bovine Serum Albumin (BSA) เขมขน 10 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร 

2. สารละลายไบยูเรท: ช่ังคอปเปอรซัลเฟต 1.5 กรัม โซเดียมโพแทสเซียมทาเตรท 6.0 
กรัม เติมน้ํากล่ันจนมีปริมาตร 500 มิลลิลิตร กวนจนเปนเนื้อเดยีวกนั เติมสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขนรอยละ 10 จํานวน 300 มิลลิลิตร ในขณะกวน ปรับ
ปริมาตรดวยน้าํกลั่นใหได 1000 มิลลิลิตร 

วิธีการ 
1. ดูดสารละลายโปรตีน 500 ไมโครลิตร ใสในหลอดทดลอง 
2. เติมสารละลายไบยูเรท 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัดวย vortex mixer วางทิ้งไวที่

อุณหภูมิหองเปนเวลานาน 30 นาที 
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3. นําสารละลายไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไป
เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน BSA 

 การเตรียมกราฟมาตรฐาน 
1. ดูดสารละลาย BSA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จํานวน 100 200 300 400 และ 

500 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 500 ไมโครกรัม 
2. เติมสารละลายไบยูเรท จํานวน 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวย vortex mixer วางทิ้งไว

ที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาที 
3. วัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตรเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน 

BSA ซ่ึงปริมาณโปรตีนคํานวณโดยนําคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโน
เมตร แทนคาในสมการของกราฟมาตรฐาน BSA 

y = 0.0499x + 0.062

R2 = 0.9993
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ภาคผนวก ค วิธีการเตรียมตัวอยางเพื่อการตรวจสอบโครงสรางทางจุลภาค (ดัดแปลง

จาก Dublán-Garcia et al., 2005) 
อุปกรณ 

1. เครื่องจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด ยี่หอ JEOL รุน JSM-5800LV ประเทศญีปุ่น 
2. เครื่องทําแหงเหนือจุดวิกฤต (critical point dry) ยี่หอ Polaron รุน CPD 7501 ประเทศ

อังกฤษ 
3. เครื่องเคลือบทอง (goal sputtering) ยี่หอ SPI Supplies รุน SPI-Module  
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สารเคมี 
1. 1% glutaraldehyde 
2. 0.1 M phosphate buffer, pH 7 
3.    25, 50, 75, 95% และ absolute ethanol 

 
ค1 วิธีการวิเคราะหโครงสรางทางจุลภาค 

1. Preparation 
 ทําการตัดชิ้นปลาหมึกทั้งสองชนิดในสวนตรงกลางลําตัวทั้งดานหนา และดานหลังใหมี 

        ขนาด 0.5x0.5x2 มิลลิเมตร โดยจะทําการวิเคราะหเฉพาะโครงสรางเสนใยกลามเนื้อ   
                ภายในของปลาหมึกทั้งสองชนิด 

2.   Fixation 
  แชช้ินปลาหมึกจากขอ 1 แชในสารละลาย 1% glutaraldehyde ใน 0.1 M phosphate   
               buffer, pH 7  ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 ช่ัวโมง จากนั้นลางชิ้นปลาหมึกดวย    
               0.1 M phosphate buffer, pH 7  
 3.  Dehydration 
    นําชิ้นปลาหมึกมาแชในสารละลายเอทธานอลที่ระดับความเขมขน 25, 50, 70, 90% และ   
              absolute ethanol 2 ครั้ง ตามลําดับ โดยแชเปนเวลา 30 นาที ในแตละความเขมขน 
 4.  Critical point dry  
    ทํา Critical point dry โดยใช liquid carbon dioxide ในการแทนที่เอทธานอลในตัวอยาง  
                สภาวะทีใ่ช คือ 

- pressure  :  1000 psi 
- temperature   :  cooling   4-5๐C 
       :  heating   39-40๐C 

 5.   Mounting 
  นําชิ้นปลาหมกึที่ทํา Critical point dry แลวติดกับ holder stab  

 

holder stab 
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 6.  Coating 
      ทําการเคลือบตัวอยางดวยทอง โดยใชเครื่อง Sputter coater นําตัวอยางวางไวบนแทนวาง  
               ตัวอยางดังรูป  

              โดยทําใหภายใน Chamber เปนสุญญากาศ (vacuum ต่ํากวา 10-1 torr/mmbar) จากนั้นเปด   
              gas Argon ที่วาลวหัวถัง ปรับ pressure ที่ประมาณ 5 psi เพื่อใหอารกอนกระจายอยูใน  
              chamber และปรับกระแสใหอยูที่ 10-20 mA ใชเวลาในการเคลือบทองเปนเวลา 120  
              วินาที 
 7.  การตรวจดแูละสรางภาพโดย SEM 
      ทําการตรวจสอบตัวอยางและถายภาพโดยใชเครื่อง SEM ที่ accelerating voltage เทากับ        
      15 kV และ working distance เทากับ 20 mm และทําการบันทึกภาพที ่magnification x  
                10,000  
 

ภาคผนวก ง การวิเคราะหทางกายภาพ 
ง1 การตรวจหาปริมาณน้ําอสิระ (free drip) และปริมาณน้ําท่ีไหลออกจากกลามเนื้อ (expressible 
drip) (Hasegawa, 1987) 
อุปกรณ 

1.   จานเพาะเชื้อ 
2. เครื่องเจาะจกุคอรกขนาด เสนผาศูนยกลาง 2 ซม. 
3. กระดาษกรอง (Whatman No.1) 
4. นาฬิกาจับเวลา 
5. แทนน้ําหนักขนาด 5 กก. 

 
วิธีการ 

1. เจาะตวัอยางปลาหมึกที่ผานการแชเยือกแข็งดวยเครื่องเจาะจกุคอรกทีม่ีขนาด
เสนผาศูนยกลาง 2 ซม. 
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2. ช่ังน้ําหนกัตัวอยาง (3 ซํ้า) (x กรัม) แลวนาํไปวางในจานเพาะเชื้อที่มกีระดาษกรองวางอยู 2 
แผน ปดฝาจานเพาะเชื้อและนําไปเก็บที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชม. 

3. นําตัวอยางออกมาชั่ง (y กรัม) 
4. เพิ่มกระดาษกรอง 3 แผนวางดานลาง และ 2 แผนวางดานบน 
5. วางแทนน้ําหนักขนาด 5 กก. บนตัวอยางเปนเวลา 2 นาที แลวนําตวัอยางออกมาชั่งน้ําหนกั 

(z กรัม) 
6. คํานวณผลที่ไดจากสูตร 
 
สูตร   
 Free drip (%)    =    x-y   x 100 
         x 
 Expressible drip (%)    =     x-z    x100 
         x 

 
ง2 การตรวจสอบการสูญเสียน้ําหนัก (Jatuphong et al., 2000) 
อุปกรณ 

1. เครื่องชั่งน้ําหนักไฟฟา ทศนิยม 4 ตําแหนง 
 
วิธีการ 

1. ละลายตัวอยางที่ผานการแชเยือกแข็ง 
2.  ตมน้ําใหอยูทีอุ่ณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 
3. ช่ังน้ําหนกัตัวอยางกอนนําไปใหความรอนและนําตัวอยางบรรจุใสในถุงพลาสติกที่ทน

รอน 
4. ตมตัวอยางที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 นาที  
5. ตัดกนถุงเพื่อใหน้ําไหลออกมาประมาณ 10 นาที 
6. ช่ังน้ําหนกัตัวอยางหลังจากใหความรอน 

 
การคํานวณ 

%100
 weightraw g

 weightcooked g - weight raw gloss cooking % ⋅=  
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ง3 การวัดคาสโีดยใชเคร่ืองวดัคาส ี
 
อุปกรณ 
 เครื่องวัดคาสี ยี่หอ Hunter lab รุน Color Flex 
 
วิธีการ 

1. วางตัวอยางลงบนแทนที่มีขนาด  1 นิ้ว 
2. ใชฝาครอบปดตัวอยาง เพื่อมใิหแสงรบกวนจากภายนอก 
3. เร่ิมวัดคาสีโดยใชระบบสีของ CIE Color System คาที่วัดไดจะเปนคา L* a* b* 

 
ง4 การวัดคาความเปนกรดดาง (Dublán-Garcia et al., 2005)  
วิธีการ 

1. ช่ังน้ําหนกัตัวอยาง 5 กรัม ใสในบีกเกอรขนาด 100 มิลลิลิตร แลวเติมน้ํากลั่น 45 
มิลลิลิตร 

2. นํามาโฮโมจีไนซที่  12,000 รอบ เปนเวลา 1 นาที แลวนํามาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
3,600 x g นาน 15 นาที 

3. นําสวนที่ใสทีแ่ยกไดไปวัดคาความเปนกรดดาง โดยใชเครื่องวัดคาความเปนกรดดาง 
(pH meter) 

 
ง5 การตรวจสอบคุณลักษณะเนื้อสัมผัส (ดัดแปลงจาก Dublán-Garcia et al., 2005) 
อุปกรณ 

1. เครื่อง Texture Analyzer  ยี่หอ STABLE MICRO SYSTEM รุน TA-XT2i 
2.   หัววัด Warner-Blatzler Blade 

วิธีการ 
 นําตัวอยางเนื้อตรงกลางลําตัวหมึกขนาด 2x3 ซม. โดยตัดตามแนวตั้งฉากกับเสน
ใยกลามเนื้อมาวัดคาแรงเฉือน โดยใช Warner-Blatzler Blade ความเร็ว 2 มิลลิเมตรตอวินาที ทําการ
ตัดตัวอยางจนขาดออกจากกัน วัดคาแรงสูงสุดที่ใช รายงานผลเปนหนวยนิวตัน (N)  
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ภาคผนวก จ การวิเคราะหทางจุลินทรีย 
จ1 การวิเคราะหหาปริมาณจลิุนทรียท้ังหมด โดยวิธี Total viable count แบบ pour plate (speck, 
1976) 
อาหารเลี้ยงเชือ้ 

1. plate count agar (PCA) 
2. สารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขนรอยละ 0.85 

 
วิธีการ 

1. ช่ังตัวอยางอาหาร 25 กรัม ใสในจานเลีย้งเชื้อที่ฆาเชื้อแลวดวยวิธีปราศจากเชื้อ 
2. นําตัวอยางอาหารและสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขนรอยละ 0.85 ปริมาณ 225 

มิลลิลิตร เทในถุงพลาสติกเพื่อตีปนดวยเครื่องตีปนไฟฟา โดยใชความเร็วระดับต่ํา 
เปนระยะเวลา 2 นาที ตัวอยางอาหารจะมีระดับความเจือจาง 1:10 

3. เจือจางอาหารดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขนรอยละ 0.85 ปริมาณ 9 มิลลิลิตร 
ใหมีระดับความเจือจางที่ตองการ (1:100, 1:1000, 1:10000) 

4. ปเปตตัวอยางอาหาร 1 มิลลิลิตร จากแตละระดับความเจือจาง 3 ระดับ ระดับละ 3 ซํ้า 
ลงในจานเพาะเชื้อที่ผานการฆาเชื้อแลว 

5. เททับดวยอาหาร PCA ประมาณ 15 มิลลิลิตร 
6. หมุนจานเพาะเชื้อเบาๆ แลวตั้งทิ้งไวใหอาหารแข็งตัวประมาณ 15 นาท ี
7. บมจานเพาะเชือ้ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ในลักษณะคว่ําจานเพาะเชื้อ เปน

ระยะเวลา 48 ช่ัวโมง 
8. ตรวจนับโคโลนีจากจานเพาะเชื้อที่มีจํานวนประมาณ 30-300 โคโลนี และรายงานผล

เปนจํานวน Colony Forming Unit (CFU)/ กรัมตัวอยาง 
 
การคํานวณ 
     Total viable count (CFU/ กรัมตัวอยาง)   =  คาเฉลี่ยของจํานวนโคโลนี x ระดับความเจือจาง 
 
จ2 การวิเคราะหหาปริมาณจลิุนทรียท่ีชอบอุณหภูมิต่ํา แบบ pour plate  (speck, 1976) 
อาหารเลี้ยงเชือ้ 

1. plate count agar (PCA) 
2. สารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขนรอยละ 0.85 

 



   

  132 132 

วิธีการ 
1. ช่ังตัวอยางอาหาร 25 กรัม ใสในจานเลี้ยงเชื้อที่ฆาเชื้อแลวดวยวิธีปราศจากเชื้อ 
2. นําตัวอยางอาหารและสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขนรอยละ 0.85 ปริมาณ 225 

มิลลิลิตร เทในถุงพลาสติกเพื่อตีปนดวยเครื่องตีปนไฟฟา โดยใชความเร็วระดับต่ํา 
เปนระยะเวลา 2 นาที ตัวอยางอาหารจะมีระดับความเจือจาง 1:10 

3. เจือจางอาหารดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขนรอยละ 0.85 ปริมาณ 9 มิลลิลิตร 
ใหมีระดับความเจือจางที่ตองการ (1:100, 1:1000, 1:10000) 

4. ปเปตตัวอยางอาหาร 1 มิลลิลิตร จากแตละระดับความเจือจาง 3 ระดับ ระดับละ 2 ซํ้า 
ลงในจานเพาะเชื้อที่ผานการฆาเชื้อแลว 

5. เททับดวยอาหาร PCA ประมาณ 15 มิลลิลิตร 
6. หมุนจานเพาะเชื้อเบาๆ แลวตั้งทิ้งไวใหอาหารแข็งตัวประมาณ 15 นาที 
7. บมจานเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในลักษณะคว่ําจานเพาะเชื้อ เปน

ระยะเวลา 7 วัน 
8. ตรวจนับโคโลนีจากจานเพาะเชื้อที่มีจํานวนประมาณ 30-300 โคโลนี และรายงานผล

เปนจํานวน Colony Forming Unit (CFU)/ กรัมตัวอยาง 
 

การคํานวณ 
     Aerobic plate count (CFU/ กรัมตัวอยาง)   =  คาเฉลี่ยของจํานวนโคโลนี x ระดับความเจือจาง 
 

ภาคผนวก ฉ การทดสอบทางประสาทสัมผัส 
ฉ1 การฝกฝนผูทดสอบทางประสาทสัมผสั 
วิธีการ 
 ใชผูทดสอบในการฝกฝน 12 คน ประเมนิคุณภาพหมกึสดทั้งตัว (ตวัอยางละ 8-10ตัว) 
จากลักษณะของสวนตางๆ     

- ผิวหนัง (skin) โดยตรวจสอบความสมบูรณของผิวหนัง ลักษณะโดยรวม 
(appearance), สี (color), กล่ิน (odour) และเมือก (mucus)              

       -     เนื้อ (flesh)  โดยทดสอบลักษณะเนื้อสัมผัส (texture) 
              -    ตา (eyes) โดยตรวจสอบลักษณะปรากฏ 
              -    บริเวณปาก (mouth region) โดยตรวจสอบ สี (color), กล่ิน (odour), เมือก (mucus) 
 

โดยใชวิธีการทดสอบ ดังนี ้

 



   

  133 

ฉ2 Quality Index Method (QIM) (Vaz-Piras and Seixas, 2006) 
 - QIM ของหมึกกระดอง 
 

พารามิเตอรของคณุภาพความสด รายละเอียดคณุลกัษณะ QIM score 

ผิวหนัง (ดานหลัง) 
  1. ลักษณะปรากฏและสี 
 
 
 
  2. กลิ่น 
 
 

 
- ลําตัวใสมาก/สะทอนสีรุงตลอดทั้งลําตัว 
- ลําตัวใส/เร่ิมเปลี่ยนเปนสีเทาออนหรือสีเทา 
- ลําตัวคอนขางทึบแสง/มีสีมวงแดงโดยเฉพาะที่ครีบและขาง
ลําตัว 
- ลําตัวทึบแสง/มีสีมวงขางลําตัว, กลางลําตัวมีสีน้ําตาล 
 
- กลิ่นสาหรายทะเล, กลิ่นสด (กลิ่นทะเล) 
- กลิ่นสาหรายเล็กนอย, ไมมีกลิ่น 
- กลิ่นคาว, กลิ่นโลหะ 

 
(0) 
(1) 
(2) 
(3) 

 
(0) 
(1) 
(2) 

ผิวหนัง (ดานทอง) 
  ความยืดหยุน/ส ี

 
- ยืดหยุน, แนนมาก/สีขาว 
- นิ่ม, เมื่อดึงเกิดรอยยน/สีชมพ ู

 
(0) 
(1) 

เนื้อ 
  เนื้อสัมผัส 

 
- แนนมาก, ตึง, ยึดติดกันเหนียวแนน 
- แนน, เหนียวแนนนอยลง 
- ออนนิ่ม 

 
(0) 
(1) 
(2) 

ตา 
  กระจกตา 
 
 
  รูมานตา (ชองตาดํา) 

 
- โปรงแสง (ยอมใหแสงผานไดบาง), เปนน้ํา, แวววาว 
- เปนสีน้ํานมเล็กนอย 
- เปนสีน้ํานม 
 
- สีดําแวววาว 
- สีดํามัวหมอง 
- สีแดงเขม, สีแดงเหมือนเลือด 

 
(0) 
(1) 
(2) 

 
(0) 
(1) 
(2) 

บริเวณปาก 
 กลิ่น 

 
- กลิ่นสาหราย, กลิ่นสด 
- ไมมีกลิ่น 
- กลิ่นคาวเล็กนอย 
- กลิ่นคาวรุนแรง/เขม, มีกลิ่นซัลเฟอร (เหมือนกะหล่ําปลีเนา) 

 
(0) 
(1) 
(2) 
(3) 

กระดูกภายใน 
  การติดกันของกระดูก/หัว 

 
- ยึดแนนติดกับสวนของหัว 
- ยึดติดกับสวนหัวอยางหลวมๆ 

 
(0) 
(1) 

Rang of QIM score  0-16 
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- QIM ของหมึกกลวย 
 

พารามิเตอรของคณุภาพความ
สด 

รายละเอียดคณุลกัษณะ QIM 
score 

ผิวหนัง (ดานหลัง) 
  1. ลักษณะปรากฏและสี 
 
 
 
  
 2. กลิ่น 
 
 
  

 
- สีสดใสมาก/บงบอกความแตกตางเม็ดสีอยางชัดเจน ไดแก ขนาดและ
สี (น้ําตาล, มวง, แดง, แดงเขม), สีเหลือบเปนรุง 
- สีสดใส/เริ่มมีการเปลี่ยนแปลงสี 
- สีคอนขางขุน, ไมมีความแวววาว, มีสีมวงตรงกลางลําตัว, เกิดพื้นที่สี
สม, สีชมพู 
- กลิ่นสาหรายทะเล, กลิ่นสด (กลิ่นทะเล) 
- กลิ่นสาหรายทะเลออนๆ 
- กลิ่นน้ําทะเล, กลิ่นคาวเล็กนอย 
- กลิ่นคาว, กลิ่นโลหะ 

 
(0) 

 
(1) 
(2) 

 
(0) 
(1) 
(2) 
(3) 

เนื้อ 
  เนื้อสัมผัส 

 
- แนน, ตึงแนน, ยึดติดกันเหนียวแนน 
- นุม, เหนียวแนนนอยลง 
- ออนนิ่ม 

 
(0) 
(1) 
(2) 

ตา 
  รูปราง/ลักษณะปรากฏ 
 
 
  เนื้อเยื่อตา 

 
- โคงนูน 
- แบน 
- เวาลง 
 
- โปรงแสง, เปนน้ํา 
- เปนสีน้ํานมเล็กนอย 
- สีน้ํานม 

 
(0) 
(1) 
(2) 

 
(0) 
(1) 
(2) 

บริเวณปาก 
 กลิ่น 
 
 
 

 
- กลิ่นสาหราย, กลิ่นสด 
- ไมมีกลิ่น 
- กลิ่นคาวเล็กนอย, กลิ่นกรด 
- กลิ่นคาวรุนแรง/เขม, มีกลิ่นซัลเฟอร (เหมือนกะหล่ําปลีเนา) 

 
(0) 
(1) 
(2) 
(3) 

Rang of QIM score  0-14 
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ฉ3 ใบรายงานการทดสอบดวยวิธี Quality Index Method (QIM) 
 

ตัวอยางหมึกกลวย   
 

ผูทดสอบ ..............................................................  วันที่ ................................................... 
 
 

คุณลักษณะ ชวงคะแนน รหัส........ รหัส........ รหัส........ รหัส......... 

ผิวหนัง (ดานหลัง) 
  1. ลักษณะปรากฏ/สี 
  2. กล่ิน   

 
0-2 
0-3 

    

เนื้อ 
  เนื้อสัมผัส 

 
0-2 

    

ตา 
  1. รูปราง/ลักษณะปรากฏ 
  2. เนื้อเยื่อตา 

 
0-2 
0-2 

    

บริเวณปาก 
  1. กล่ิน 

 
0-3 

    

รวม 0-14     
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ตัวอยางหมึกกระดอง   
 

ผูทดสอบ ..............................................................  วันที่ ................................................... 
 
 

คุณลักษณะ ชวงคะแนน รหัส........ รหัส........ รหัส......... รหัส........ 

ผิวหนัง (ดานหลัง) 
  1. ลักษณะปรากฏและสี 
  2. กล่ิน   

 
0-3 
0-2 

    

ผิวหนัง (ดานทอง) 
  ความยืดหยุน/สี 

 
0-1 

    

เนื้อ 
  เนื้อสัมผัส 

 
0-2 

    

ตา 
  1. กระจกตา 
  2. รูมานตา (ชองตาดํา) 

 
0-2 
0-2 

    

บริเวณปาก 
  กล่ิน   

 
0-3 

    

กระดูกภายใน 
  การติดกันของกระดกู/หวั 

 
0-1 

    

รวม 0-16     
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ฉ4 การทดสอบคุณภาพโดยรวม  (Lawless and Heymann, 1999) 
โดยพิจารณาสี ลักษณะปรากฏ กล่ินและเนื้อสัมผัส ทั้งสวนหวัและสวนลําตัวของ

หมึกทั้งสองสายพันธุ   
ใบรายงานการทดสอบ 
 
ตัวอยาง ........................... ผูทดสอบ........................................................... วันที่ ............................ 
 
คําแนะนํา: กรุณาทดสอบตัวอยางโดยพจิารณาคุณภาพโดยรวมเปรียบเทียบกับตวัอยางควบคุม แลว
วงกลมรอบหมายเลขที่ตรงตามคุณลักษณะที่ทานเลือก 
 
รหัส ...................... 
    1       2        3         4        5        6         7        8        9      10 

   Reject    
 
     Unacceptable           Acceptable           Match  

รหัส ...................... 
    1       2        3         4        5        6         7        8        9      10 

   Reject    
 
     Unacceptable           Acceptable           Match  

รหัส ...................... 
    1       2        3         4        5        6         7        8        9      10 

   Reject    
 
     Unacceptable           Acceptable           Match  

รหัส ...................... 
    1       2        3         4        5        6         7        8        9      10 

   Reject    
 
     Unacceptable           Acceptable           Match  

 
 
 
 
 
 
 
 

 



   

  138 138 

ฉ5 Multisample Difference Test (Meilgaard et al., 1999) 
ใบรายงานการทดสอบ 
 
ตัวอยาง ........................... ผูทดสอบ............................................................. วันที่ ............................ 
คําแนะนํา: กรุณาทดสอบตัวอยางโดยพจิารณาความแตกตางของลักษณะเนื้อสัมผัสเมื่อเปรียบเทียบ
กับตัวอยางควบคุม แลวใหคะแนนที่ตรงตามคุณลักษณะที่ทานเลือก 
 
 0        

1 
 
2 
3 
 
4 
5 
 
6 
7 
 
8 
9

เหนียว 

เหนียวมาก 

เนื้อแนน 

ออนนิ่ม 

นิ่มมาก  
 
 
 
 
 
 
 
 

รหัสตัวอยาง         ....................           ...................  ................... .................. 
คะแนน    ...................       ..................  .................. ..................  
 

    ขอเสนอแนะ ................................................................................................................................... 
    ......................................................................................................................................................... 
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ภาคผนวก ช อัตราการแชเยือกแข็ง 
ช1 อัตราการแชเยือกแข็ง ตามวิธี Boonsumrej และคณะ 2007 
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Appendix Figure 1 Temperature changes of squid frozen using contact plate freezing during  
                                storage at –18๐C.  
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Appendix Figure 2 Temperature changes of cuttlefish frozen using contact plate freezing during  
                                storage at –18๐C.  
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Appendix Figure 3 Temperature changes of squid frozen using air-blast freezing during storage at  
                                –18๐C. 
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Appendix Figure 4 Temperature changes of cuttlefish frozen using air-blast freezing during  
                                storage at –18๐C. 
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วิธีการคํานวณ (Pan and Yeh, 1993) 
อัตราการแชเยอืกแข็ง (ซม./ชม.)= ระยะทางนอยสุดจากพื้นผิวถึงจุดกึง่กลางของหมึกกลวย 

             เวลา (ชม.)ที่ถึงอุณหภมูิ -18°C 
 
Table 1 Freezing rate of squid and cuttlefish frozen using air-blast and contact plate  
             freezing methods. 

Sample Method Freezing rate (cm/h) 
squid contact plate freezing 1.36 

 airblast freezing 0.68 
cuttlefish contact plate freezing 1.27 

 airblast freezing 0.63 
 

ภาคผนวก ซ การคํานวณคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Rees, 1995) 

 
การคํานวณ 

b =     Σxy - ΣxΣy

          Σx2 – (Σx)2          

                                x = Σx  ,    y = Σy

 a = y– b x 

n

n

nn                      

Sr2 = [Σy2 - (Σx)2] - b2[Σx2 – (Σx)2] 
       n-2 
แทนคาตัวแปรทั้งหมดในสมการ 
 
(a + bx0)+ tSr     1 +   (x0  –  x)2         
                     
x0 หมายถึง คา x ใดๆ  

n n

n Σx2 – (Σx)2

n

n  หมายถึง จํานวนวันที่เก็บรักษา 
คา t จากตาราง Critical Values of t (One-Tailed Test) 

α= 0.01, คา t 0.005 = 3.499                            α= 0.05, คา t 0.025 = 2.365   
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