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บทที่ 2

วัสดุ อุปกรณและวิธีการทดลอง

วัสดุ
1. นมดิบ (whole milk) จากคณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร
2. สับปะรด พันธุปตตาเวีย จากอํ าเภอปาบอน  จังหวัดพัทลุง ที่ระดับความสุกเบอร

3 (สุกตั้งแตรอยละ40 แตไมเกินรอยละ 60 โดยสังเกตสีเหลืองของผล)
3. เพกติน (High methoxyl pectin classic CM 203) จากบริษัท Herbstreith & Fox

Corporate Group
อุปกรณ

1.   เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 2 ตํ าแหนง และ 4 ตํ าแหนง
2.   เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร ยี่หอSHIMADZU รุนuv-16001ประเทศออสเตรเลีย
3. เครื่องวัดคาพีเอช ยี่หอ Scientific รุน Denver15 ประเทศสหรัฐอเมริกา
4. อางควบคุมอุณหภูมิ ยี่หอ W350 รุน Memmert ประเทศสหรัฐอเมริกา
5. ชุดอิเล็คโตฟอรีซีส ยี่หอ Bio-Rad รุน mini-Protein II ประเทศสหรัฐอเมริกา
6. เครื่อง Densitometer ยี่หอ Bio-Rad รุน GS-700 ประเทศสหรัฐอเมริกา
7. เครื่องมือวิเคราะหทางเคมี
8. เครื่องแกวสํ าหรับวิเคราะหทางเคมี
9. อุปกรณสํ าหรับประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัส
10. อุปกรณสํ าหรับวิเคราะหทางจุลินทรีย
11. หองควบคุมอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
12. หองควบคุมอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส
13. โฮโมจีไนเซอร ยี่หอ Gaurin corporation ประเทศสหรัฐอเมริกา
14. เครื่องวัดความหนืด ยี่หอBrookfield รุน DV-II+ ประเทศสหรัฐอเมริกา
15. เครื่องหมุนเหวี่ยง ยี่หอ  Sorvall รุน RC-B plus ประเทศสหรัฐอเมริกา
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วิธีการทดลอง

1. ศึกษาสมบัติทางเคมีของนํ้ าสับปะรด
คัดเลือกตัวอยางสับปะรดพันธุปตตาเวีย จากอํ าเภอปาบอน จังหวัดพัทลุง ที่

ระดับความสุกเบอร 3 ตามการจัดชั้นคุณภาพของ กนกมณฑล ศรศรีวิชัย (2526 อางโดย
วิจิตร วรรณชิต, 2529) จํ านวน 10 ตัวอยาง นํ าผลสับประรดมาปอกเปลือก สับเปนชิ้น
เล็กๆ ค้ันนํ้ าและกรองดวยผาขาวบาง นํ านํ้ าสับปะรดที่ไดมาวิเคราะหดังนี้
   1.1 พีเอช  (AOAC,1999)  (ภาคผนวก ก)
   1.2 ความเปนกรด (AOAC,1999)  (ภาคผนวก ก)
   1.3 ของแข็งที่ละลายนํ้ าได(คาบริกซ) โดยใช Hand refractometer
   1.4  ปริมาณโปรตีน (Bradford,1976)  (ภาคผนวก ก)
   1.5  กิจกรรมการยอยโปรตีนจํ าเพาะของเอนไซมโบรมิเลน ดัดแปลงวิธีของ  Arima
              และคณะ(2000) (ภาคผนวก ก)

2. ศกึษาผลของปริมาณเอนไซมจากนํ้ าสับปะรดตอระดับการยอยสลายโปรตีนและรส
ขม
        เตรียมนํ้ าสับปะรดที่ไดจากขอ 1 ปรับบริกซเทากับ 12 ดวยนํ้ าตาลซูโครส นํ า
มาเจือจางดวยนํ้ าสับปะรดที่ผานการทํ าลายเอนไซมแลว (ดวยความรอน 80 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 นาที) ใหมีคากิจกรรมจํ าเพาะเทากับ 0.14, 0.18 และ 0.22 และ
0.26  Pu/mg.prot (Protease activity unit / mg. protein)  ตามลํ าดับแลวนํ าไปผสมกับ
สวนผสมอื่นๆ ดังตารางที่ 5  ปรับพเีอชใหได 4.2 ดวยกรดซิตริกเขมขนรอยละ 50  บมที่
35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  แลวจึงนํ าไปโฮโมจีไนซ ที่ความดัน 2500 psi และ
พาสเจอรไรส ที่ 72 องศาเซลเซียส นาน 15 วินาที     ดวยการใหความรอนผานหมอสเตน
เลส ทํ าการบรรจุในขวดแกวปากแคบขนาด 300 มิลลิลิตร และเก็บรักษาที่ 4 องศา
เซลเซียส สุมตัวอยาง PMPP ภายใน 4 ชั่วโมงเพื่อวิเคราะหดังนี้

2.1 ระดับการยอยสลาย(degree of hydrolysis) โดยดัดแปลงวิธีของ Benjakul และ
Morrissey(1997) (ภาคผนวก ก) ทํ าการวิเคราะห 3 ซํ้ า
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ตารางที่ 5  สวนผสมของ PMPP
Table 5  Component of PMPP.
           Component                                     Percentage (%)

Pineapple juice 10
Whole milk 50
Pectin solution (5%)  8
Sugar   5
Water 27

   
2.2   ทดสอบทางประสาทสัมผัส

         2.2.1 ทดสอบความขมดวยวิธี Quantitative descriptive analysis (QDA)  โดยผู
ทดสอบที่ผานการฝกฝนตามวิธีของ Tamura และคณะ(1990) (ภาคผนวก ง) จํ านวน 8-10
คน
         2.2.2 ทดสอบการยอมรับดวยวิธี Hedonic-5-scale (ภาคผนวก ง) โดยใชผู
ทดสอบจํ านวน 10 คน วางแผนการทดลองแบบ Random complete block design (RCB)
คัดเลือกความเขมขนของเอนไซมที่เหมาะสมจากตัวอยาง PMPPที่ไดรับคะแนนการยอม
รับตั้งแต 3 คะแนนขึ้นไปเพื่อทํ าการทดลองในขอ 3

3. ศกึษาผลของเวลาตอระดับการยอยสลายโปรตีนและรสขม
        เตรียมนํ้ าสับปะรดที่มีความเขมขนของเอนไซมโบรมิเลน ตามที่คัดเลือกจาก
ขอ2 ผสมกับสวนผสมอื่นๆเชนเดียวกับขอ 2 ปรับพเีอชใหได 4.2 ดวยกรดซิตริก บมที่
35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 ,10 ,15 และ 20นาที  แลวจึงนํ าไปโฮโมจีไนซ ที่ความดัน
2500 psi และพาสเจอรไรส ที่ 72 องศาเซลเซียส 15 วินาที บรรจุในขวดแกวสะอาดเก็บ
รักษาที่ 4 องศาเซลเซียส สุมตัวอยาง PMPP ภายใน 4 ชั่วโมง  เพื่อทํ าการวิเคราะหดังนี้
   3.1   ระดับการยอยสลาย (degree of hydrolysis) โดยดัดแปลงวิธีของ Benjakul และ
Morrissey (1997) (ภาคผนวก ก)
   3.2   ทดสอบทางประสาทสัมผัส เชนเดียวกับขอ 2.2
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   3.3 ตรวจสอบรูปแบบโปรตีน Sodium dodecyl Sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) ดัดแปลงวิธีของ Laemmli(1970) (ภาคผนวก ก)
   3.4   ตรวจสอบปริมาณโปรตีนที่ถูกยอยสลายโดยใชผลจากขอ 3.3   นํ าไปวิเคราะห
ดวยเครื่อง Densitometer
                 คัดเลือกเวลาที่เหมาะสมจากตัวอยาง  PMPP ที่มีระดับการยอยสลายสูงสุด
ขณะที่ไดรับคะแนนการยอมรับมากกวา 3 คะแนน  เพื่อทํ าการทดลองในขอ 4

4.  ศกึษาผลของปริมาณนํ้ าสับปะรดตอการยอมรับผลิตภัณฑ
        เตรียมนํ้ าสับปะรดใหมีคากิจกรรมเฉพาะตามที่คัดเลือกจากขอ2 ผสมกับสวน
ผสมอื่นๆ ในปริมาณรอยละ 10,14,18 และ 22  เชนเดียวกับขอ 2 โดยลดปริมาณนํ้ าใน
สูตรลงสํ าหรับตัวอยางที่มีอัตราสวนนํ้ าสับปะรดเพิ่มขึ้นจากรอยละ10 ปรับพีเอชใหได
4.2 ดวยกรดซิตริก บมที่ 35 องศาเซลเซียส โดยใชระยะเวลาในการบมตามที่คัดเลือกจาก
ขอ 3 แลวจึงนํ าไปโฮโมจีไนซที่ 2500 psi และพาสเจอรไรสที่ 72 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 วินาทีเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สุมตัวอยาง PMPPเพื่อทํ าการ
ประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัสภายในเวลา 4 ชั่วโมง ดวยวิธี Hedonic-9-scale (ภาค
ผนวก ง) เพื่อหาความชอบรวม โดยผูทดสอบจํ านวน 30 คน วางแผนการทดลองแบบ
RCB คัดเลือกตัวอยางPMPP ที่ไดรับคะแนนความยอมรับสูงสุดเพื่อทํ าการทดลองในขอ
5

5.  ศกึษาผลของปริมาณเพกตินตอความคงตัวและความยอมรับผลิตภัณฑ
        เตรียม PMPP ที่ผสมดวยนํ้ าสับปะรดในปริมาณที่คัดเลือกจากขอ 4 โดยให
ตัวอยาง PMPP มีความเขมขนของเพกตินรอยละ 0.3, 0.4, 0.5 และ 0.6 เก็บรักษาที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตรวจวัดความคงตัวของตัวอยางนมทุกวัน เปนเวลา 14 วัน
โดยดัดแปลงจาก  Laurent และ Boulenguer (2003) (ภาคผนวก ข) และวัดความหนืดโดย
ดัดแปลงจาก  Nakamura และคณะ(2003) (ภาคผนวก ข)

เตรียม PMPP ที่มีความเขมขนของเพกตินที่ทํ าใหตัวอยาง PMPPมีความคงตัว
เมื่อครบ 14 วัน มาทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยวิธี Hedonic 9 scale (ภาคผนวก ง)
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เพื่อหาความชอบรวม โดยผูทดสอบจํ านวน 30 คน  คัดเลือกตัวอยาง PMPP ที่ไดรับ
คะแนนความชอบสูงที่สุด เพื่อทํ าการทดลองในขอ 6 และ 7 ตามลํ าดับ

6.ศกึษาอายุการเก็บรักษาและการเปลี่ยนแปลงทางเคมีและกายภาพของผลิตภัณฑ
         ผลิตตัวอยางPMPPตามกรรมวิธีและปริมาณเพกตินที่คัดเลือกจากขอ 5 เก็บ
รักษาที่ 4 องศาเซลเซียส สุมตัวอยาง PMPP เพื่อทํ าการวิเคราะหทุก 5 วัน เปนเวลา 30
วันดังนี้
   6.1 ปริมาณจุลินทรียทั้งหมด โดยวิธีของNorrelและMessley(1997)(ภาคผนวก ค)
   6.2 การเปลี่ยนแปลงทางเคมี ไดแก  กิจกรรมจํ าเพาะการยอยโปรตีนของโปรตีเอส
ระดับการยอยโปรตีน  คาความเปนกรด  และพีเอช (ภาคผนวก ก)
   6.3  การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ ไดแกความหนืด และความคงตัว(ภาคผนวก ข)

7. ทดสอบการยอมรับของผูบริโภคตอผลิตภัณฑ
        เตรียมPMPPตามวิธีการและสวนผสมที่คัดเลือกจากขอ 5 มาทํ าการทดสอบ
การยอมรับรวมของผูบริโภคในอํ าเภอหาดใหญ   จังหวัดสงขลา จํ านวน 100 คน โดย
ออกแบบสอบถามเกี่ยวกับผูตอบแบบสอบถาม พฤติกรรมการบริโภค และความชอบ
ผลิตภัณฑ โดยใชวิธี Hedonic-5-scale (ภาคผนวก ง)    วางแผนการทดลองแบบ RCB

8. วิเคราะหทางสถิติ
         วิเคราะหความแปรปรวนทางสถิติ(ANOVA)และวิเคราะหความแตกตางโดย
ใช Duncan’s New Multiple Rang Test (DMRT) โดยใช SPSS for Window Version
10.0
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