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ภาคผนวก ก

การเตรียมสารเคมี

1. การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร (Stool and Blanchard, 1990)
1.1 สารละลายซิเตรต บัฟเฟอรเขมขน 0.1 โมลาร (0.1 M citrate buffer)

สารละลาย A : สารละลายกรดซิตริก 0.1 โมลาร  (กรดซิตริก 21.01  กรัม   ละลายใน   
น้ํากลั่น 1 ลิตร)

สารละลาย B : สารละลายโซเดียมซิเตรต 0.1 โมลาร (โซเดียมซิเตรต 29.41 กรัม
ละลายในน้ํากลั่น 1 ลิตร)

ผสมสารละลาย A  และ B ตามพีเอชที่ตองการ ดังตาราง

pH 0.1 M citric acid (ml) 0.1 M  tri-sodium citrate(ml)
3.0
3.2
3.4
3.6
3.8
4.0
4.2
4.4
4.6
4.8
5.0
5.2
5.4
5.6
5.8
6.0
6.2

82.0
77.5
73.0
68.5
63.5
59.0
54.0
49.5
44.5
40.0
35.0
30.5
25.5
21.0
16.0
11.5
8.0

18.0
22.5
27.0
31.5
36.5
41.0
46.0
50.5
55.5
60.0
65.0
69.5
74.5
79.0
84.0
88.5
92.0
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1.2 สารละลายอะซิเตต บัฟเฟอรเขมขน 0.1 โมลาร ( 0.1 M acetat buffer)
สารละลาย A : สารละลายกรดอะซิติก 0.2 โมลาร  (กรดอะซิติก 11.55  มล.ในน้ํากลั่น

1 ลิตร)
สารละลาย B : สารละลายโซเดียมอะซิเตต 0.2 โมลาร (โซเดียมอะซิเตต 27.22 กรัม

ละลายในน้ํากลั่น 1 ลิตร
ผสมสารละลาย A  และ B ตามพีเอชที่ตองการ ดังตาราง ปรับปริมาตรเปน 100 มล.
ดวยน้ํากลั่น

pH 0.2 M acetic acid (ml) 0.2 M sodium acetate (ml)
3.6
3.8
4.0
4.2
4.4
4.6
4.8
5.0
5.2
5.4
5.6

46.3
44.0
41.0
36.8
30.5
25.5
20.0
14.8
10.5
8.8
4.8

3.7
6.0
9.0

13.2
19.5
24.5
30.0
35.2
39.5
41.2
45.2
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1.3 สารละลายทริส-มาลิเอท บัฟเฟอรเขมขน 0.1 โมลาร (0.1 M tris-
maleate buffer)
สารละลาย A : สารละลายกรดทริส-มาลิเอท 0.2 โมลาร (tris acid maleate) (tris

(hydroxymethyl) aminomethane 24.2  กรัม + กรดมาลิอิก(maleic 
acid) 23.2 กรัม หรือ maleic anhydride 19.6 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 
1 ลิตร)

สารละลาย B : สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 0.2 โมลาร (0.2 M NaOH)
ผสมสารละลาย A  ปริมาตร 50 มล. และสารละลาย B ตามพีเอชที่ตองการ ปรับ
ปริมาตรเปน 200 มล. ดวยน้ํากลั่น

pH 0.1 M tris-maleate (ml)
5.2
5.4
5.6
5.8
6.0
6.2
6.4
6.6
6.8
7.0
7.2
7.4
7.6
7.8
8.0
8.2
8.4
8.6

7.0
10.8
15.5
20.5
26.0
31.5
37.0
42.5
45.0
48.0
51.0
54.0
58.0
63.5
69.0
75.0
81.0
86.5
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1.4 สารละลาย McIIvaine บัฟเฟอร หรือ ซิเตรต-ฟอสเฟต บัฟเฟอร เขมขน
0.1 โมลาร ( 0.1 M citrate phosphate buffer)
สารละลาย A : สารละลายกรดซิตริก 0.1 โมลาร   (กรดซิตริก 19.21  กรัม  ละลายใน

น้ํากลั่น 1 ลิตร)
สารละลาย B : สารละลายไดโซเดียมฟอสเฟต 0.2 โมลาร (Na2HPO4, 7H2O  53.65 

กรัม หรือ Na2HPO4, 12H2O 71.7 กรัม ละลายในน้ํากลั่น ปรับปริมาตร
เปน 1 ลิตร)

ผสมสารละลาย Aและ B ตามพีเอชที่ตองการ ดังตารางปรับปริมาตรเปน 100 มล. ดวย
น้ํากลั่น

pH 0.1 M citric acid (ml) 0.2 M sodium phosphate (ml)
2.6
3.0
3.4
3.8
4.2
4.6
5.0
5.4
5.8
6.2
6.6
7.0

44.6
39.8
35.9
32.3
29.4
26.7
24.32
22.2
19.7
16.9
13.6
6.5

5.4
10.2
14.1
17.7
20.6
23.3
25.7
27.8
30.3
33.1
36.4
43.6
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1.5  สารละลายฟอสเฟต บัฟเฟอรเขมขน 0.1 โมลาร (0.1 M phosphate 
buffer)
สารละลาย A : สารละลายโมโน โซเดียมฟอสเฟต 0.2 โมลาร  (monobasic sodium 

phosphate) ละลายโมโนโซเดียมฟอสเฟต 27.8 กรัม ในน้ํากลั่น 1 ลิตร
สารละลาย B : สารละลายไดโซเดียมฟอสเฟต 0.2 โมลาร (ละลาย Na2HPO4, 7H2O

53.65 กรัม หรือ Na2HPO4, 12H2O 71.7 กรัม ในน้ํากลั่น เปน 1 ลิตร)
ผสมสารละลาย Aและ B ตามพีเอชที่ตองการ ดังตารางปรับปริมาตรเปน 200 มล. ดวย
น้ํากลั่น

pH 0.2 M monosodium phosphate  (ml) 0.2 M di-sodium phosphate(ml)

5.7
5.9
6.0
6.1
6.2
6.3
6.4
6.5
6.6
6.7
6.8
6.9
7.0
7.1
7.2
7.3
7.4
7.5
7.6
7.7
7.8
8.0

93.5
90.0
87.7
85.0
81.5
77.5
73.5
68.5
62.5
56.5
51.0
45.0
39.0
33.0
28.0
23.0
19.0
16.0
13.0
10.5
8.5
5.3

6.5
10.0
12.3
15.0
18.5
22.5
26.5
31.5
37.5
43.5
49.0
55.0
61.0
67.0
72.0
77.0
81.0
84.0
87.0
90.5
91.5
94.7
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2. เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต

ตารางภาคผนวก 1 การเปลี่ยนความเขมขนของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
Ammonium sulfate concentration conversion table
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ภาคผนวก ข

อาหารเลี้ยงเชื้อ

1. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ (วรรณา ชูฤทธิ์, สุกัญญา จันทะชุม, นัยทัศน ภูศรันย
และ อรัญ หันพงศกิตติกูล. 2539)

1.1 อาหาร De man Rogusa Sharpe (MRS)
Proteose peptone No. 3 10.0  กรัม
Beef extract 10.0 กรัม
Yeast extract 5.0    กรัม
Dextrose 20.0   กรัม
Tween 80 1.0     กรัม
Ammonium citrate 2.0      กรัม
Sodium acetate 5.0     กรัม
Magnesium sulfate (MgSO4.7H2O) 0.1     กรัม
Manganese sulfate (MnSO44H2O) 0.05   กรัม
Dipotassium phosphate (K2HPO4) 2.0     กรัม
Agar 15.0    กรัม
Distilled water         1000.0 มล.
วิธีเตรียม
ละลายสวนผสมโดยใชความรอน (ยกเวน agar) ปรับพีเอชใหได 6.5 ดวย 

โซเดียมคลอไรด 6 นอรมอล และ กรดไฮโดรคลอริก 6 นอรมอล จึงใสวุนลงไป หลอมให
ละลายดวยความรอน นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 15 นาที
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1.2 อาหาร Lauryl Sulfate Tryptone (LST) Broth (single strength medium)
Tryptone 20.0   กรัม
Lactose 5.0     กรัม
Dipotassium phosphate (K2HPO4) 2.75   กรัม
Potassium di-hydrogent phosphate (KH2PO4) 2.75   กรัม
Sodium chloride 5.0 กรัม

 Sodium lauryl sulphate 0.1 กรัม
Distilled water       1000.0  มล.

วิธีเตรียม
ละลายสวนผสมใหเขากันโดยใชความรอน ปรับพีเอชใหได 6.8 ฆาเชื้อดวย

ความดันไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 15 นาที

1.3 อาหาร EC (EC) broth
Pancreatic digest of casein 20.0 กรัม
Bile salt mixture or Bile salts No.3 1.5 กรัม
Lactose 5.0 กรัม
Dipototassium phosphate 4.0 กรัม
Potassium phosphate 1.5 กรัม
Sodium chloride 5.0 กรัม
Distilled water 1000.0  มล.

วิธีเตรียม
ละลายสวนผสมในน้ํากลั่นปรับพีเอชเปน 6.9+0.2 ถายอาหารใสหลอด

ปริมาตร 8 มล.ตอหลอด ภายในหลอดบรรจุอาหารใส durham tube ดวย นําอาหารนึ่ง
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว   ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส   นาน   
15 นาที
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1.4 อาหาร Plate Count Agar (PCA)
Tryptone 5.0 กรัม
Yeast extract 2.5 กรัม
Glucose 1.0 กรัม
Agar 15 กรัม
pH  7.1+0.1

วิธีเตรียม
ละลายสวนผสมในน้ํากลั่น 1ลิตร คนใหเขากัน ตมจนสารละลายเดือด นึ่ง

ฆาเชื้อดวยความดันไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้วเปนเวลา 15 นาที

1.5 อาหาร Potato Dextrose Agar (PDA)
Potato 200 กรัม
Dextrose 20.0 กรัม
Agar 15 กรัม

วิธีเตรียม
- มันฝรั่งปอกเปลือกออกใหหมด ชั่งน้ําหนักประมาณ 200 กรัม ลางน้ําให

สะอาด
- หั่นมันฝรั่งใหเปนชิ้นสี่เหลี่ยมจัตุรัสขนาด 6 มล.   พยายามหั่นใหไดขนาด

เทา ๆ กัน
- ตมมันฝรั่งในน้ํากลั่นปริมาตร 400 มล. เมื่อน้ําเดือดใหหรี่ไฟและตมตอไปจน

มันฝรั่งสุก   กรองเอาสวนน้ํามันฝรั่งและเติมน้ํากลั่นประมาณ  500  มล.  เติมวุนและ
น้ําตาลเด็กโตส  ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยการตมใหเดือด  ปรับปริมาตรอาหาร  
PDA ใหได 1 ลิตรดวยน้ํากลั่น นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้วเปน
เวลา 15 นาที
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1.6 อาหาร Baird Parker Agar (BPA)
Tryptone 10.0 กรัม
Meat extract 5.0 กรัม
Yeast extract 1.0 กรัม
Lithium chloride 5.0 กรัม
Agar 20.0 กรัม
Distilled water        1000.0  มล.

วิธีเตรียม
ละลายสวนผสมในน้ํากลั่น 1 ลิตร คนใหเขากันตมจนสารละลายเดือด    

ปรับพีเอชใหได 6.8 แบงใสขวด ๆ  ละ 90 มล. นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอน้ํา 15 ปอนด/
ตารางนิ้วเปนเวลา 15 นาที แลวทิ้งใหเย็นลงประมาณ 50 องศาเซลเซียส  เติม         
สารละลายตอไปนี้ ซึ่งสารเหลานี้ฆาเชื้อโดยการกรองผานเครื่องกรองบักเตรี

Glycine  20 % 6.3 มล.
Potassium  tellurite 1% 1.0 มล.
Sodium  pyruvate 20% 5.0 มล.
Egg Yolk emulsion * 5.0 มล.

*เมื่อผสมแลวตองใชทันที
วิธีเตรียม Egg Yolk emulsion
ลางไขใหสะอาด แชใน เมอคิวริก คลอไรด (mercuric chloride) รอยละ

0.1 เจาะไขดานปานเพื่อเอาไขขาวออกใหหมด เทไขแดงใส กระบอกตวงที่นึ่งฆาเชื้อ
แลว    เติมโซเดียมคลอไรดรอยละ 0.85   ที่นึ่งฆาเชื้อแลวลงไปใหเทากับปริมาตรของ
ไขแดง ใชปเปตคนใหเปนเนื้อเดียวกัน
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ภาคผนวก ค

การวิเคราะห

1. การวิเคราะหปริมาณโปรตีน

1.1 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน โดยวิธี Lowry  (Lowry, 1951)
สารเคมี

1. สารละลาย A: คอปเปอรซัลเฟต (CuSo4 5H2O) รอยละ 1
2.สารละลาย B:โซเดียมโปแตสเซียมทารเทรต(sodium potassium 

tartrate) รอยละ 1
3. สารละลาย C:โซเดียมคารบอเนต (Na2co3) รอยละ 2 ใน สารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 โมลาร
4. สารละลาย D: นําสารละลาย Folin ciocalteu reagent มาทําใหเจือจาง

ดวยน้ํากลั่น (1:1) กอนใช
วิธีการ

1. เตรียมสารละลาย E โดยผสมสารละลาย A: สารละลาย B: สารละลาย C
ในอัตราสวน 1:1:98 (ปริมาตร : ปริมาตร : ปริมาตร) เตรียมใหมทุกครั้งกอนใช

2.ใชสารตัวอยางที่ตองการหาปริมาณโปรตีน (โดยมีคาโปรตีนไมเกิน 0.5 
มก.) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใสในหลอดทดลอง

3. ปเปตสารละลาย E จํานวน 2.5 มล. ผสมใหเขากันตั้งที่อุณหภูมิหอง 10 
นาที

4. ปเปตสารละลาย C  จํานวน 0.25 มล. ลงในสารละลายผสมขอ 3 ผสม
ใหเขากันตั้งที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที

5. นําสารละลายไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตรโดยใช sample 
buffer เปน blank ทําตามขอ 1-4  และนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐาน โดยใชโบวินซีรัมอัลบูมิน เปนโปรตีนมาตรฐาน
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การเตรียมกราฟมาตรฐานโปรตีน BSA
1. ละลายโบวินซีรัมอัลบูมิน 0.1 กรัม ในน้ํากลั่น 100 มล.จะได stock

solution มีความเขมขน 1000 ไมโครกรัม/มล.
2. เจือจางสารละลายโบวินซีรัมอัลบูมิน ใหไดความเขมขน 0 50 100 150 

200 250 300 350 และ 400 ไมโครกรัม/มล. มาปรับปริมาตรของแตละหลอดใหได 10 
มล. ดวย sample buffer

3. วิเคราะหปริมาณโปรตีนของแตละความเขมขนตามวิธี ขอ 3-5
4. นําขอมูลที่ไดมาเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร กับความเขมขนของโบวินซีรัมอัลบูมิน กราฟมาตรฐาน
โปรตีนโบวินซีรัมอัลบูมินที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร

0
0.2
0.4
0.6
0.8

1

0 200 400 600 800 1000
 BSA (ug/ml)

OD
 75

0 n
m

R 2= 0.9979
Y  = 0.001X

ภาพภาคผนวก 1 กราฟมาตรฐานโบวินซีรัมอัลบูมิน ที่ความยาวคลื่น 750 นาโน
เมตร

Standard curve of bovine serum albumin (BSA) at  OD  750
nm
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1.2 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน  โดยวิธี Bradfort  (Bradfort, 1976)
สารเคมี

Dye reagent: ละลาย coomassie Brilliant Blue G 250 จํานวน 0.1 กรัม
ในเอทานอล รอยละ 95 ปริมาตร 50 มล. และกรดฟอสฟอริก รอยละ85 ปริมาตร 100
มล. ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตรดวยน้ํากลั่น

วิธีการ
1. ปเปตสารละลายตัวอยาง 40 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง เติมสาร

ละลาย Dye reagent ปริมาตร 2 มล.  ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 
นาที

 2. นําสารละลายวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 590 นาโนเมตร
3. นําสารละลายไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ 590 นาโนเมตร โดยใช Sample

buffer เปน blank ทําตามขอ 1   และนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐาน โดยใชโบวินซีรัมอัลบูมิน เปนโปรตีนมาตรฐาน

0
0.2
0.4
0.6
0.8

1

0 200 400 600 800 1000
 BSA (ug/ml)

OD
 59

0 n
m

R 2= 0.9847
Y  = 0.009X

ภาพภาคผนวก 2 กราฟมาตรฐานโบวินซีรัมอัลบูมิน ที่ความยาวคลื่น 590 นาโน
เมตร
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2. การทดสอบกิจกรรมยอยสลายโปรตีน (proteolytic activity) ในเอนไซมและ
สารสกัดเอนไซมจากพืช Anson (Narahara et al.,1982 อางโดย Chen et al.,
1998)

สารเคมี
1. สารละลายโซเดียมเคซีนเนท (Na-caseinate) เตรียมไดจากละลาย

โซเดียมเคซีนเนท 1 กรัม ในน้ํากลั่น 100 มล. กวนเบา ๆ ใหโซเดียมเคซีเนทละลาย จะ
ไดสารละลายสีขาวขุน

2. ละลายกรดไตรคลอโรอะซิติกเขมขน (trichloroacetic acid,MW.163.39) 
0.4 โมลาร  เตรียมไดจากละลายกรดไตรคลอโรอะซิติก  65.36 กรัม ในน้ํากลั่น 1 ลิตร

3. สารละลายโซเดียมคารบอเนตเขมขน 0.5 โมลาร (Na2CO3 MW. 105.99)
เตรียมไดจากละลายโซเดียมคารบอเนต 52.99 กรัม ในน้ํากลั่น 1 ลิตร

4. สารละลาย McIIvaine บัฟเฟอรเขมขน 0.1 โมลาร  พีเอช 6.5 (ภาคผนวก 
ก)

5. สารละลาย Folin ciocalteu reagent ทําใหเจือจางดวยน้ํากลั่น  (1:1)
กอนใช

วิธีการ
1. ปเปตสารสกัดเอนไซม  0.5   มล.  ลงในสารละลายผสม   (สารละลาย

เคซีนรอยละ 1 ปริมาตร 1.5 มล.และ McIIvaine บัฟเฟอรเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 6.5
ปริมาตร 1 มล.) ผสมใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง

2. ปเปตสารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติก เขมขน 0.4 โมลาร ปริมาตร 3
มล. ลงในสารละลายผสมจากนั้นนําไปเหวี่ยงแยกดวยความเร็วรอบ 8,000 รอบ/วินาที
5 นาที

3. ปเปตสวนใสที่ไดปริมาตร 1 มล. ผสมกับสารละลาย Folin  reagent 
ปริมาตร 1 มล. และสารละลายโซเดียมคารบอเนตเขมขน 0.5 โมลาร ปริมาตร 5 มล.
บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที วัดคาดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร
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หนึ่งหนวยของกิจกรรมยอยสลายโปรตีน (ยูนิต) คือปริมาตรเอนไซมที่ทําให
เกิดสี เทากับ ไทโรซิน 1 ไมโครกรัม/ชั่วโมง ภายใตสภาวะที่กําหนด

การเตรียมกราฟมาตรฐานไทโรซิน
1. ละลายไทโรซิน 0.1 กรัม  ในน้ํากลั่น 100 มล.จะได stock solution มี

ความเขมขน 1000 ไมโครกรัม/มล.
2. เจือจางสารละลายไทโรซิน (stock solution) ใหไดความเขมขน 0 20 40 

60 80 100 และ 120 ไมโครกรัม/มล. มาปรับปริมาตรของแตละหลอดใหได 1000
ไมโครลิตร ดวย sample buffer

3. วิเคราะหปริมาณไทโรซินของแตละความเขมขนดังวิธีการในขอ 3
4. นําขอมูลที่ไดมาเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร กับความเขมขนของไทโรซิน
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ภาพภาคผนวก 3 กราฟมาตรฐานไทโรซิน ที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร
Standard curve of tyrosine at OD 660 nm
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3. การตรวจวิเคราะหคุณสมบัติของผลิตภัณฑคอทเทจชีส สเปรด

3.1 การตรวจวิเคราะหคุณสมบัติทางเคมีของผลิตภัณฑคอทเทจชีส สเปรด
3.1.1 การวิเคราะหความชื้น ดวยวิธี Gravimetric (AOAC, 1999)
วิธีการ
1. อบภาชนะสําหรับหาความชื้นในตูอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 3 

ชั่วโมง แลวนําออกจากตูอบใสไวในโถดูดความชื้น ปลอยทิ้งไวจนกระทั่งอุณหภูมิของ
ภาชนะลดลงเทากับอุณหภูมิหองแลวชั่งน้ําหนัก

2. กระทําซ้ําเชนขอ 1 จนไดผลแตกตางของน้ําหนักที่ชั่งทั้งสองครั้งติดตอกันไม
เกิน 1-3 มก.

3. สําหรับตัวอยางน้ํานม  ปเปตตัวอยางน้ํานมที่ผสมเขากันดี  3 มล.  ปดฝา
และชั่งน้ําหนัก   นําภาชนะหาความชื้นที่ไมมีฝาวางในอางควบคุมอุณหภูมิ (100 องศา
เซลเซียส)  นาน 30 นาที นําไปอบในตูอบ  (105 องศาเซลเซียส)   นาน 2 ชั่วโมง นํา
ออกจากตูอบใสไวในโถดูดความชื้น แลวชั่งน้ําหนักถวยหาความชื้น นําถวยหาความชื้น
กลับไปอบตออีก 1 ชั่วโมง และนําไปทําใหภาชนะหาความชื้นเย็นในโถดูดความชื้น 
กระทําซ้ําเชนเดิมจนไดผลตางของน้ําหนักที่ชั่งทั้งสองครั้งไมเกิน 1-3 มก.

4. สําหรับตัวอยางตะกอนโปรตีนและเนยแข็ง สุมตัวอยางที่บดละเอียดแลว 
ชั่งน้ําหนักใหไดน้ําหนักที่แนนอน 1-3 มก.  ลงในภาชนะหาความชื้น  นําไปอบในตูอบ
ไฟฟาอุณหภูมิ (105 องศาเซลเซียส) นาน 5-6 ชั่วโมง  นําออกจากตูอบใสไวในโถดูด
ความชื้น และชั่งน้ําหนักภาชนะพรอมตัวอยาง จากนั้นนํากลับไปเขาตูอบอีก และ
กระทําซ้ําเชนเดิมจนไดผลตางของน้ําหนักที่ชั่งทั้งสองครั้งไมเกิน 1-3 มก.

การคํานวณ
ปริมาณความชื้น (รอยละ)=ผลตางของน้ําหนักตัวอยางกอนอบและหลังอบ X100

 น้ําหนักตัวอยางกอนอบ
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3.1.2  การวิเคราะหปริมาณโปรตีน ดวยวิธี Kjeldahl (AOAC, 1999)
สารเคมี

1. กรดซัลฟูริกเขมขน
2. สารเรงปฏิกิริยา  ใชคอปเปอรซัลเฟต  (Cu2SO4) 1 สวนตอโปแตสเซียม

ซัลเฟต (K2SO4) 9 สวน
3. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) เขมขนรอยละ 40 ชั่งสาร

โซเดียมไฮดรอกไซด 40 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปรับปริมาตรเปน 100 มล.
4. สารละลายกรดบอริก (H3BO3)  เขมขนรอยละ 4   ละลายกรดบอริก 40 

กรัม ดวยน้ํากลั่น ปรับปริมาตรใหได 1,000 มล.
5. สารละลายกรดเกลือ เขมขน 0.02 นอรมอล
6. อินดิเคเตอร Fashiro indicator เตรียมเปน stock solution (ชั่งเมทธิลีน

บูล (methylene blue) 0.2 กรัม ละลายในเอทธานอล 200 มล. และชั่งเมทธิลเรด 
(methyl red) 0.05 กรัม ละลายในเอทธานอล 50 มล.) เวลาใชนํามาผสมในอัตราสวน 
stock solution 1 สวน ตอ เอทธานอล 1 สวนตอน้ํากลั่น 2 สวน

วิธีการ
1. ชั่งตัวอยางน้ําหนักประมาณ  1  กรัม   (ทศนิยม 4 ตําแหนง)  ใหทราบ

น้ําหนักที่แนนอน 1-2 กรัม บนกระดาษกรอง   ปราศจากไนโตรเจน (whatman เบอร 1) 
หอใหมิดชิดใสลงในขวดยอยโปรตีน

2. เติมสารเรงปฏิกิริยา 5 กรัม และกรดซัลฟูริกเขมขน 20 มล.
3. นําไปยอยโดยชุดยอยโปรตีนที่อุณหภูมิ 300 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

30 นาที และยอยที่ 400 องศาเซลเซียส จนไดสารละลายใส
4. เติมน้ํากลั่นรอนลงไปลางบริเวณคอขวดใหทั่วและใหความรอนตอไปจน

เกิดควันของกรดซัลฟูริก แลวตั้งทิ้งไวใหเย็น
5. จัดอุปกรณกลั่น ตอหลอดยอยในสวนของเครื่องกลั่นโปรตีน และวาง

ขวดรูปชมพู ที่ตําแหนงรับสารละลายของเครื่องกลั่น  โดยใหปลายจุมในสารละลาย
กรดบอริก โดยเติมอินดิเคเตอร 2-3 หยด ทําการกลั่นโปรตีนตามโปรแกรมที่ตั้งไว  โดย
ใชสารละลายบอริก 5 มล. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 50 มล.กลั่นเปนเวลา 4 นาที
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6. ไตเตรทของเหลวที่กลั่นไดดวยสารละลายไฮโดรคลอริกมาตรฐาน       
จนกระทั่งสารละลายเปลี่ยนจากสีเขียวอมฟาเปนสีชมพูที่จุดยุติ

7. ทําแบลงกและตัวอยางควบคุมภายในเชนเดียวกับตัวอยางปฏิบัติตาม
ขอ1-8

8. บันทึกขอมูลและการคํานวณผลในแบบบันทึกการทดสอบหาปริมาณ
โปรตีน / ไนโตรเจน ทั้งหมด

การคํานวณ
ปริมาณโปรตีน (รอยละ) = (a-b) X N X1.4007 X6.25

W
โดยที่ a  =  ปริมาตรของสารละลายกรดเกลือที่ใชเปน มล.

B  =  ปริมาตรของสารละลายกรดเกลือที่ใชกับ blank เปน มล.
N  =  ความเขมขนของสารละลายกรดเกลือเปนนอรมอล
W =  น้ําหนักตัวอยางเปนกรัม

   1.4007 =  น้ําหนักสมมูลยของไนโตรเจน
       6.25 =  ตัวเลขที่เหมาะสม

3.1.3 การวิเคราะหปริมาณไขมัน โดยวิธี Werner schmid (Egan et al.,
1981)

สารเคมี
1. แอมโมเนีย 0.88
2. สารละลายกรดไฮโดรคลอริก ( กรดไฮโดรคลอริกเขมขนตอน้ํา  7:3)
3. เอทานอลรอยละ 95
4. อีเทอร
5. ปโตรเลียมอีเทอร

วิธีการ
1. อบขวดกลมสําหรับหาไขมัน ซึ่งมีขนาดความจุ 250 มล.ในตูอบไฟฟาทิ้ง

ใหเย็นในโถดูดความชื้น และชั่งน้ําหนักที่แนนอน
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2. ชั่งตัวอยาง1-2 กรัม (บันทึกน้ําหนักที่แนนอนตัวอยางควรมีไขมัน
ประมาณ0.3-0.7 กรัม) ลงในบิกเกอรขนาด 100 มล.

3. หยดแอมโมเนีย  1-2 หยด ใชแทงแกวบดตัวอยางใหละเอียด เติมกรด
ไฮโดรคลอริก  ปริมาตร 10 มล.

4. ปดดวยกระจกนาฬิกา ใหความรอนและกวนสารละลายเปนครั้งคราว 
จนตัวอยางละลายหมด คอยๆ ทําใหเย็น

5. เติมเอทานอลรอยละ 95 ปริมาตร 10 มล.  ผสมใหเขากัน  ตั้งใหเย็น เท
สารละลายตัวอยางลงในกรวยแยก กลั้วตัวอยางดวยอีเทอร ปริมาตร 25 มล. เขยา
กรวยแยก แรงๆ เปนเวลา 1 นาที

6. เติมปโตรเลียมอีเทอร  ปริมาตร  25 มล.   เขยาใหเขากันทิ้งใหแยกชั้น 
ไขมันสารละลายสวนลางเก็บไวในขวดกลมที่ทราบน้ําหนักที่แนนอน และนําสวนบนมา
ทําการสกัดซ้ําดวยอีเทอรและปโตรเลียมอีเทอร ตามขอ 6-7 อยางนอย 3 ครั้ง

7. นําสารละลายตัวอยางที่รวมอยูกับชั้นปโตรเลียมอีเทอรในขวดกลมไปทํา
การระเหยปโตรเลียมอีเทอร

8. นําขวดกนกลมไปอบที่อุณหภูมิ 80-90 องศาเซลเซียส จนแหง ทิ้งใหเย็น
ในโถดูดความชื้น

9. ชั่งน้ําหนัก แลวอบซ้ําครั้งละ 30 นาที จนกระทั่งผลตางของน้ําหนัก 2 
ครั้งติดตอกันไมเกิน 1-3 มก.

การคํานวณ
ปริมาณไขมัน (รอยละ) =     น้ําหนักไขมันหลังอบ X 100

น้ําหนักตัวอยางเริ่มตน

3.1.4 การวัดคาพีเอช  (AOAC, 1999)
วิธีการ

1. ชั่งตัวอยาง 10 กรัม ในบิกเกอรขนาด 150 มล.แลวเติมน้ํากลั่น 100 มล. 
โฮโมจิไนสเปนเวลา 2 นาที

2. วัดคาความเปนกรด-ดางดวยเครื่องวัดพีเอช
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3.1.5 การวิเคราะหปริมาณกรดแลกติก  ดวยวิธี Tritration (AOAC, 1999)
สารเคมี

สารละลายมาตรฐาน โซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 โมลาร
วิธีการ

1. นําตัวอยางที่ใชวัดคาพีเอช มากรองทันทีผานกระดาษกรอง กลั้วลาง
ดวยน้ํากลั่นปริมาตร 20 มล.

2. นําสารที่กรองไดไตเตรตกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดมาตรฐาน  
ใชฟนอฟทาลีน (phenolphthalein) เปนอินดิเคเตอรบันทึกปริมาตรโซเดียมไฮดรอกไซด
ที่ใช   โดยปริมาตรโซเดียมไฮดอรกไซดเขมขน 0.1 นอรมอล   ปริมาตร 1 มล. เทากับ
กรดแลกติก 0.0090 กรัม

3.1.6 ตรวจวัดปริมาณแคลเซียม ดวยวิธี  Atomic Absorption 
Spectrophotometric (AOAC, 1999)

วิธีการ
1. ลาง ถวยกระเบื้องเคลือบ เครื่องแกว และกลั้วดวยน้ํากลั่นจากนั้นนําไป

แชในสารละลายกรดไนตริกรอยละ 10  เปนเวลา 1 คืน และใชน้ํา de-ionize ในการ
เตรียมสารละลายกรดไนตริกที่ใชกับเครื่อง Atomic Absorption Spectrophotometer

2. อบถวยกระเบื้องในตูอบลมรอน  102  องศาเซลเซียส นาน 1-2 ชั่วโมง  
ชั่งตัวอยางใหไดน้ําหนักที่แนนอนประมาณ 1 กรัม นําไปเผาบน hot plateในตูควันจน
หมดควัน แลวจึงนําเขาเตาเผาอุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส 4 ชั่วโมง นําถวยกระเบื้อง
ออกมาใสในโถดูดความชื้น  นําออกจากตูอบใสไวในโถดูดความชื้น และชั่งน้ําหนัก
ภาชนะพรอมตัวอยาง จากนั้นนํากลับไปเขาเผาอบอีก 30 นาที และกระทําซ้ําเชนเดิม
จนตัวอยางในถวยกระเบื้องเปนเถาสีขาว เมื่อเผาจนไดเถาสีขาวแลวจึงนําไปเก็บในโถ
ดูดความชื้นจนกระทั่งนําไปวัดกับเครื่อง Atomic Absorption Spectrophotometer

3. ละลายตัวอยางดวยกรดไนตริกรอยละ 2 ปรับปริมาตรเปน 250 มล. นํา
สารละลายตัวอยางฉีดเขาเครื่อง Atomic Absorption Spectrophotometer โดยใช
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แคลเซียมเปนมาตรฐาน ความเขมขน 0-8 ppm คํานวณหาปริมาตรแคลเซียมหนวย 
มก.ตอมล.หรือ มก.ตอ กก.

การคํานวณ
 ปริมาณแคลเซียม (มก./กก.) = คาที่วัดได X100 Xปริมาตรที่ปรับตัวอยาง

น้ําหนักตัวอยาง

3.2 การตรวจวิเคราะหปริมาณจุลินทรียของผลิตภัณฑคอทเทจชีส สเปรด

3.2.1 การวิเคราะหปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด โดยวิธี Standard plate 
count   เทคนิคการ pour plate (AOAC, 1999)

อาหารเลี้ยงเชื้อ
1. อาหาร Plate Count Agar (PCA)
2. เปปโตน (peptone water) รอยละ 0.1 ในหลอดทดลอง 9 มล. ในขวด

ฝาเกลียวปริมาตร 225 มล.
วิธีการทดลอง

1. ชั่งอาหารหนัก  25  กรัม ใสลงในถุงพลาสติกทนรอน เติมเปปโตนรอยละ
0.1 จากขวดฝาเกลียวปริมาตร 225 มล. เขยาใหเขากันจะไดตัวอยางที่มีความเจือจาง 
10-1

2. ใชปเปตดูดตัวอยางเจือจาง 10-1 มา 1 มล.  ใสลงในหลอดที่มีเปปโตน
รอยละ 0.1 ปริมาตร 9 มล. เขยาใหเขากันหลายจะไดตัวอยางที่มีกําลังเจือจาง 10-2   

3. ทําใหตัวอยางเจือจางตอไปเปน 10-3  และ 10-4   ตามลําดับ
4. เขยาตัวอยางที่เจือจาง 10-4   อีกหลาย ๆ ครั้ง  แลวใชปเปต  1 มล.  ดูด

ตัวอยางลงในจานเพาะเลี้ยง 3 จาน จานละ 1 มล.
5. ทําเชนเดียวกับขอ  4  โดยใชปเปตอันเดิมแตใชตัวอยางที่เจือจาง 10-3

6. ใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีวุนอยูเทลงในจากเพาะเลี้ยง (ขอ 4 และ ขอ 5)
ประมาณจานละ 15-20 มล. แกวงจานเพาะเลี้ยงเบาๆ เพื่อใหตัวอยางกับวุนเขากันดี
ตั้งทิ้งไวใหวุนแข็ง  กลับจานเพาะเลี้ยงและเก็บจานเพาะเลี้ยงไวที่อุณหภูมิ 37 องศา
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เซลเซียส 24-48 ชั่วโมง สําหรับตรวจวัดเชื้อจุลินทรียชนิด mesophile bacteria และบม
ที่อุณหภูมิ 4 –10 องศาเซลเซียส 7-10 วัน สําหรับตรวจวัดเชื้อจุลินทรียชนิด
psycophile bacteria

7. ตรวจนับจํานวนโคโลนีจากจานเพาะเชื้อที่มีจํานวนโคโลนีอยูระหวาง 30-
300 โคโลนี และรายงานผลเปน จํานวน Colony Forming Unit (CFU) ตอกรัมตัวอยาง

การคํานวณ จํานวน CFU ตอกรัมตัวอยาง
CFU = คาเฉลี่ยของจํานวนโคโลนี X ระดับความเจือจาง

3.2.2 การวิเคราะหปริมาณโคลิฟอรมและอี-โคไล (AOAC, 1999)
อาหารเลี้ยงเชื้อ
Presumptive test

1.  อาหาร LST (Lactose broth) พรอมหลอดดักจับแกส 9 มล
2. เปปโตนรอยละ 0.1 ปริมาตร  90 มล.

Confirmed test
อาหาร EC medium พรอมหลอดจับแกส

Completed test
1.  อาหาร EMB
2.  อาหาร Lactose broth พรอมหลอดจับแกส
3.  อาหาร Nutrient agar slant

วิธีการ
Presumptive test

1. ชั่งตัวอยางในถุงพลาสติกทนรอน 10 กรัม เติมเปปโตนรอยละ 90 มล. 
ผสมตัวอยางใหเขากันจะไดตัวอยางที่เจือจาง 10-1

2. ทําการเจือจางตัวอยางไปจนกระทั่งไดความเขมขนของตัวอยางที่ 10-2

และ10-3

3. ปเปตตัวอยางที่ 10-3  10-2  และ 10-1  ปริมาตร 1 มล.ลงในหลอดอาหาร
LST  ความเขมขนละ 3 หลอด ตามลําดับ เขยาตัวอยางใหเขากับอาหาร บมที่อุณหภูมิ
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37 องศาเซลเซียส 24-48 ชั่วโมง ดูแกสที่หลอดดักจับแกส ถามีแกสถือวาใหผลบวก
บันทึกผล แลวทํา Confirmed test

Confirmed test
1. หลังจากดูผลใน 24 ชั่วโมง วามีแกสเกิดขึ้นกี่หลอด สวนหลอดที่ยังไม

เกิดแกสใหนํากลับไปบมตออีก 24 ชั่วโมง แลวนํามาดูผลใหม
2. นําหลอดที่มีแกสทุกหลอดมาเขยาเบา ๆ แลวถายเชื้อแตละหลอดลงใน

อาหาร  EC medium หลอดตอหลอดแลวบมที่อุณหภูมิ 44.5+0.2 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 24 ชั่วโมง

3. เมื่อครบ 24 ชั่วโมง ตรวจดูผลหลอดที่ใหแกสแลวบันทึกผลในตารางแลว
เปดหาคา Most Probable Number (MPN)

Completed test
1.ใช Loop ถายเชื้อจากหลอดอาหาร EC ที่มีแกสมา streak บนอาหาร 

EMB แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง
2.เมื่อเชื้อขึ้นบนอาหาร  EMB  แลวตรวจดูวามีโคโลนีที่มีลักษณะเหมือน    

อีโคไลหรือไม (โคโลนีอี-โคไล จะเปนมันวาวสีเขียว ๆ คลายโลหะตัด)
3. ถายเชื้อจากอาหาร EMB ลงใน Lactose broth และ nutrient agar 

slant แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง
4. วันรุงขึ้นดูผลในอาหาร Lactose broth วามีแกสหรือไม และยอมเชื้อ

จาก NA slant วาเปนแกรมลบแทงที่ไมมีสปอร  ถาจาก Lactose broth ใหแกสและ
ยอมมีรูปรางเปนแกรมลบแทง แสดงวา completed test ใหผลบวกและบันทึกผล

3.2.3 การวิเคราะหปริมาณ Staphylococcus aureus  โดยวิธี Standard
plate count   เทคนิคการ spread plate (AOAC, 1999)

อาหารเลี้ยงเชื้อ
1. อาหาร Baird Parker Agar (BPA)
2. เปปโตน (peptone water) รอยละ 0.1 ในหลอดทดลอง 9 มล. ในขวด

ฝาเกลียวปริมาตร 225 มล.
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วิธีการ
1. ปเปตตัวอยางที่เจือจาง 10- 2  ปริมาตร 0.1 มล.   ลงในจานอาหาร   BP 

2 จาน
2. ทําเชนเดียวกับขอ 1 โดยใชปเปตอันเดิมแตใชตัวอยางที่เจือจาง 10-1   
3. จุมแทงแกวสําหรับ spread ลงในแอลกอฮอล แลวนําแทงแกวมาผาน

เปลวไฟ ถือใหเย็นลงประมาณอุณหภูมิหอง เปดฝาจานใสอาหาร ทําการกระจายตัว
อยางที่เหลือตอไปจนเสร็จ

4. ตั้งทิ้งไวประมาณ 10 นาที กลับจานเพาะเลี้ยงและเก็บจานเพาะเลี้ยงไว
ที่ 37 องศาเซลเซียส 24  ชั่วโมง

5. ลักษณะโคโลนีของ S aureus  บนอาหาร BP โคโลนีเรียบ นูน สีดํา และ
ที่ของโคโลนีสีขาว มี Clear zone รอบโคโลนี

6. เลือกโคโลนีทั้งหมดที่คาดวาเปน S aureus  มาทดลองโดยเขี่ยเชื้อลงใน
อาหาร NB และบมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง

7.  ปเปตเชื้อจากขอ 6 ใสหลอดทดลองปริมาตร 0.5 มล. เติมพลาสมาของ
กระตาย (rabbit plasma) 1 มล. เขยาใหสารผสมกัน

8. บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 6 ชั่วโมง ถาไมเกิดการแข็งตัวของ  
พลาสมาบมตอจนครบ 24 ชั่วโมง  ถาพลาสมาแข็งตัวแสดงวาผลเปนบวก

3.2.4 การวิเคราะหปริมาณแบคทีเรียที่ผลิตกรด (lactic acid Bacteria)
(AOAC, 1999)

อาหารเลี้ยงเชื้อ
1. อาหาร De Man Rogusa Sharpe (MRS)
2. เปปโตน (peptone water) รอยละ 0.1 ในหลอดทดลอง 9 มล. ในขวด

ฝาเกลียวปริมาตร  225  มล.
วิธีการ

1. ชั่งอาหารหนัก 25 กรัมใสลงในถุงพลาสติกทนรอนเติมเปปโตนรอยละ 
0.1 ปริมาตร  225  มล. เขยาใหเขากันจะไดตัวอยางที่มีความเจือจาง 10-1
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2. ใชปเปตดูดตัวอยางเจือจาง 10-1 มา  1 มล. ใสลงในหลอดที่มีเปปโตน
รอยละ0.1 ปริมาตร 9 มล. เขยาใหเขากันจะไดตัวอยางที่มีกําลังเจือจาง 10-2   

3. ทําใหตัวอยางเจือจางตอไปเปน 10-3  และ 10-4   ตามลําดับ
4. เขยาตัวอยางที่เจือจาง 10-4   อีกหลาย ๆ  ครั้ง แลวใชปเปต 1 มล. ดูด

ตัวอยางลงในจานเพาะเลี้ยง 2 จาน จานละ 1 มล.
5. ทําเชนเดียวกับขอ 4 โดยใชปเปตอันเดิมแตใชตัวอยางที่เจือจาง 10-3

6. ใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีวุนอยูเทลงในจานเพาะเลี้ยง (ขอ 4 และ ขอ 5) 
ประมาณจานละ 15-20 มล. แกวงจานเพาะเลี้ยงเบา ๆ  เพื่อใหตัวอยางกับวุนเขากันดี  
ตั้งทิ้งไวใหวุนแข็ง   กลับจานเพาะเลี้ยงและเก็บจานเพาะเลี้ยงไวที่อุณหภูมิ  37 องศา
เซลเซียส  24  ชั่วโมง

7. ตรวจนับจํานวนโคโลนีจากจานเพาะเชื้อที่มีจํานวนโคโลนีอยูระหวาง 30-
300 โคโลนี รายงานผลเปนจํานวน CFU ตอกรัมตัวอยาง

3.2.5 การวิเคราะหปริมาณยีสตและรา (AOAC, 1999)
อาหารเลี้ยงเชื้อ

1. อาหาร Potato Dextrose Agar (PDA)
2. เปปโตน (peptone water) รอยละ 0.1 ในหลอดทดลอง 9 มล. ในขวด

ฝาเกลียวปริมาตร 225 มล.
วิธีการ

1. ชั่งอาหารหนัก 25 กรัม ใสลงในถุงพลาสติกทนรอนเติมเปปโตนรอยละ 
0.1ปริมาตร  225 มล. เขยาใหเขากันจะไดตัวอยางที่มีความเจือจาง 10-1

2. ใชปเปตดูดตัวอยางเจือจาง 10-1 มา 1 มล. ใสลงในหลอดที่มีเปปโตน
รอยละ0.1 ปริมาตร 9 มล. เขยาใหเขากันจะไดตัวอยางที่มีกําลังเจือจาง 10-2   

3. ทําใหตัวอยางเจือจางตอไปเปน 10-3  และ 10-4   ตามลําดับ
4. เขยาตัวอยางที่เจือจาง   10-4  อีกหลาย ๆ  ครั้ง   แลวใชปเปต 1 มล. ดูด

ตัวอยางลงในจานเพาะเลี้ยง 2 จาน จานละ 1 มล.
5. ทําเชนเดียวกับขอ 4 โดยใชปเปตอันเดิมแตใชตัวอยางที่เจือจาง 10-3



130

6. ใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีวุนอยูเทลงในจานเพาะเลี้ยง (ขอ 4 และ ขอ 5) 
ประมาณจานละ 15-20 มล. แกวงจานเพาะเลี้ยงเบาๆ เพื่อใหตัวอยางกับวุนเขากันดี  
ตั้งทิ้งไวใหวุนแข็ง  กลับจานเพาะเลี้ยงและเก็บจานเพาะเลี้ยงไวที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส 24 ชั่วโมง

7. ตรวจนับจํานวนโคโลนีจากจานเพาะเชื้อที่มีจํานวนโคโลนีอยูระหวาง 30-
300 โคโลนี รายงานผลเปนจํานวน CFU ตอกรัมตัวอยาง

3.3  ศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพของผลิตภัณฑคอทเทจชีส สเปรด

3.3.1การวัดความแข็งและความนิ่มของผลิตภัณฑคอทเทจชีส สเปรด
ดวยเครื่อง Texture analyzer  

วิธีการ
บรรจุตัวอยางครีมคอทเทจชีส สเปรด ในแกวทรงกระบอก   ที่มีเสนผาน 

ศูนยกลาง 3 ซม.และพื้นที่หนาตัด 11 ซม.3  วัดคาแรงที่ Probe กดลงไปในตัวอยางและ
แรงที่ดึง Probe ออกจากตัวอยาง โดยใช  cylinder probe ที่มีเสนผานศูนยกลาง 6 
มม. วัดคาแรง (force) ความนิ่ม (softness) และความหนืด (adhesive) ของผลิตภัณฑ
คอทเทจชีส สเปรด โดยใชเครื่อง Texture analyzer

3.3.2 การวัดคาสีของผลิตภัณฑคอทเทจชีส สเปรด ดวยเครื่องวัดสี
วิธีการ

1. ทําการ calibrate เครื่องทุกครั้งกอนใชงาน
2. นําตัวอยางผลิตภัณฑคอทเทจชีส สเปรดใสในภาชนะพลาสติกสําหรับ

วัดคาสี ใชชอนพลาสติก เกลี่ยตัวอยางใหทั่วกนภาชนะพลาสติก ไมใหเกิดชองวาง วาง
ภาชนะพลาสติกลงบน  port ขนาด 1.25 นิ้ว

3. ใชฝาครอบปดตัวอยาง เพื่อไมใหมีแสงรบกวนจากภายนอก
4. เร่ิมวัดคาสีโดยใชระบบสีของ Hunter color  วัดคา L* a* และ b*
เมื่อ L* แสดงถึงคาความสวาง (lighness) มีคาตั้งแต 0-100

a  แสดงถึงคาสีแดง  (+)  หรือ สีเขียว (-)
b แสดงถึงคาสีเหลือง (+) หรือสีน้ําเงิน (-)
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ภาคผนวก ง

การผลิตคอทเทจชีส สเปรด

การผลิตคอทเทจชีส สเปรด ดวยเอนไซมจากฟกเขียว ดัดแปลงตามวิธีของ 
Walstra และคณะ (1999)

1. การเตรียมหัวเช้ือ
1. ถายเชื้อ Streptococcus lactis จากกลีเซอรอล ปริมาตร 0.1 มล.ลงใน

อาหาร MRS Broth ปริมาตร 5 มล.   บมที่ 37 องศาเซลเซียส    เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
จากนั้นถายเชื้อลงในอาหาร MRS Broth อีก 2-3 ครั้ง เพื่อใหไดจํานวนเซลล 10 7-9

เซลล/มล. และนับจํานวนโคโลนีโดยวิธีการ pour plate
2. ถายเชื้อ S. lactis ในอาหาร MRS Broth จากขอ 1 ปริมาณ 8 มล.ลงใน

อาหาร MRS Broth ปริมตร 100 มล. (หัวเชื้อรอยละ 5) เขยาดวยความเร็วรอบ 175-
180 รอบ/วินาที ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมงและนับจํานวนโคโลนีโดยวิธี
การ pour plate ที่ระดับการเจือจาง 10-5-10-8 แลวนําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 24 ชั่วโมงเพื่อทราบจํานวนเซลลที่แนนอน

3 ปเปตเชื้อ  S. lactis ในอาหาร MRS Broth จากขอ  2   ลงในหลอด
เหวี่ยงแยกที่ปลอดเชื้อจํานวน  4 หลอด หลอดละ 25 มล.นําไปเหวี่ยงแยกที่ความเร็ว
รอบ 8,000 รอบ/วินาที นาน 15 นาที ลางเซลลเชื้อดวยสารละลายปลอดเชื้อโซเดียม
คลอไรด รอยละ 0.85 หลอดละ 5 มล. และเหวี่ยงแยกอีกครั้ง   นําตะกอนเซลลที่ไดใส
ในน้ํานมพรองไขมันพาสเจอรไรสปริมาตร  2,000 มล.ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
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2. การผลิตคอทเทจชีส สเปรด

.

ภาพภาคผนว

ัน

น้ํา

พักใหมีอุณห
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ชีส สเปรด
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เติมสาร
รอยละ 5 

ม

ั่วโมง
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เทจชีส สเปรด
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นาน 1-1.5 ชั่วโมง
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ลางตะกอนโปรตีนดวยน้ําเย็น (ปลอดเชื้อ
 ตะกอนโปรตีน
เติมครีมรอยละ 10 ของน้ําหนักตะกอน
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3. คุณสมบัติของผลิตภัณฑคอทเทจชีส สเปรด (United States department of 
agriculture, 2001)

3.1  คุณสมบัติทางกายภาพ
-  กลิ่นรส (falvor)  มีกลิ่นรสคลายกับน้ํานมสด (fresh whole milk) หรือ

ครีม (กรณีที่มีครีมเปนองคประกอบ) มีกลิ่นรส (flavor) และกลิ่น (aroma) ของกรดแลก
ติกและไดอะซิทิล (diacetyl) ออนๆ อาจมีการเติมกรดหรือกลิ่นรสของเกลือ (salty 
flavor) ไมควรมีลักษณะผงสีขาว (chalky) กลิ่นผลไม (fruity) ยีสต (yeast)

- ลักษณะและเนื้อสัมผัส (body and texture) มีลักษณะ meaty texture 
แตถามีครีมเปนองคประกอบเนื้อสัมผัสจะนุมขึ้น  เนื้อสัมผัสควรเรียบ (smooth) นุมเบา 
(velvety) ไมเปนเนื้อแปง (mealy) ไมรวน (crumble) ไมเปนลักษณะแปงเปยก (pasty)
ไมเหนียว (sticky) ไมเปนน้ําแฉะ(watery) หรือ มีลักษณะเปนเลน (slimy)

- สีและลักษณะปรากฏ มีสีสะอาด สีขาวครีม  มีขนาดของตะกอนโปรตีน
สมํ่าเสมอ

3.2  คุณสมบัติทางเคมี 
- ปริมาณความชื้นไมเกินรอยละ 80 ของน้ําหนักเนยแข็ง
- ปริมาณไขมันนอยกวารอยละ 0.5 ของน้ําหนักเนยแข็ง
-   พีเอช ไมเกิน 5.2

3.3  คุณสมบัติทางจุลินทรีย
-  โคลิฟอรม ไมเกิน 10  CFU/กรัม
-   Psychrotrophie  ไมเกิน 100  CFU/กรัม
-   ยีสตและรา ไมเกิน 10  CFU/กรัม
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