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บทที่ 2

วสัดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง

วัสดุ
1. เมล็ดถั่วเหลือง [Glycine max(L) merril] พนัธุเชยีงใหม 1 จากศูนยวิจัยพืชไร จังหวัดสงขลา
2. ถงุไนลอนจากบริษัท เอเชียอุตสาหกรรมโฟม จํ ากัด อํ าเภอหาดใหญ จังหวัดสงขลา
3. เตาหูออนทางการคา โดยควบคุมยี่หอและแหลงที่ซื้อเดียวกันตลอดการทดลอง
4. สารเคมทีีใ่ชสํ าหรับการตกตะกอนโปรตีนในนํ้ านมถั่วเหลือง ไดแก  กลูโคโนเดลตาแลคโตน 

(Glucono delta lactone, GDL) แคลเซียมซัลเฟต (Calcium sulfate, CaSO4.2H2O) จาก
บริษัท Fluka และแมกนีเซียมคลอไรด (Magnesium chloride, MgCl2) จากบริษัท Carlo 
Erba   โดยใชเกรดสํ าหรับวิเคราะห

5. สารเคมสํี าหรับใชในการวิเคราะหทางเคมีโดยใชเกรดสํ าหรับวิเคราะห

อุปกรณ
อุปกรณสํ าหรับผลิตเตาหูออน
1. เครือ่งปนละเอียด (blender) ยี่หอ National รุน MX-T2G ประเทศไตหวัน
2. เครือ่งหมนุเหวี่ยง ยี่หอ Sorvall รุน RC-5B plus ประเทศสหรัฐอเมริกา
3. เครือ่งปดผนึก ยี่หอ FJ รุน SFM300 ประเทศมาเลเซีย
4. เครือ่งกํ าเนิดความดันสูง (High pressure) ยี่หอ SFP รุน S-FL-850-9-W ประเทศอังกฤษ
5. อางควบคุมอุณหภูมิ ยี่หอ Memmert รุน W350 ประเทศสหรัฐอเมริกา
6. เครือ่งผสม ยี่หอ IKA LABTECHNIK รุน RW20 DZMn ประเทศมาเลเซีย
อุปกรณสํ าหรับวิเคราะหคุณภาพ
1. เครือ่งเขยายี่หอ Vortex-Genie2 รุน G-560E ประเทศสหรัฐอเมริกา
2. เครือ่งชัง่ละเอยีดทศนิยม 4 ตํ าแหนง ยี่หอ METTLER TOLEDO รุน AB204 ประเทศ
      สวิสเซอรแลนด
3. เครือ่งชัง่ละเอยีดทศนิยม 2 ตํ าแหนง ยี่หอ SARTORIUS รุน BP2100S ประเทศเยอรมันนี
4. เครือ่งสเปกโตรโฟโตมิเตอร ยี่หอ SHIMADZU รุน UV-16001 ประเทศออสเตรเลีย
5. เครือ่งวดัคาความเปนกรดดาง  ยี่หอ Scientific รุน Denver15  ประเทศสหรัฐอเมริกา
6. เครือ่ง Texture Analyser ยี่หอ TA-XT2i รุน Stable Micro System ประเทศอังกฤษ
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7. เครือ่งโฮโมจีไนเซอร ยี่หอ NISSEI รุน AM-8 ประเทศมาเลเซีย
8. อางควบคุมอุณหภูมิ ยี่หอ Memmert รุน W350 ประเทศสหรัฐอเมริกา
9. เครือ่งวเิคราะหโครงสรางทางจุลภาค ยี่หอ JEOL รุน JSM5800LV ประเทศญี่ปุน
10. เครือ่งกวนแมเหล็กไฟฟา ยี่หอ IKA-WERKE รุน RO15 ประเทศเยอรมันนี
11. อุปกรณทดสอบทางประสาทสัมผัส
12. อุปกรณทดสอบทางจุลินทรีย

วธิกีารทดลอง

1. ศึกษาองคประกอบทางเคมี ของเมล็ดถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 1 ดังนี้คือ
- ปริมาณความชื้น (AOAC, 1999)
- ปริมาณไขมัน (AOAC, 1999)
- ปริมาณโปรตีน (AOAC, 1999)
- ปริมาณเถา (AOAC, 1999)
- ปริมาณคารโบไฮเดรต (AOAC, 1999)

2. เตรยีมวตัถุดิบนํ้ านมถั่วเหลืองตามวิธีของ Kajiyama และคณะ (1995) ดังภาพที ่ 5  ศึกษา
องคประกอบของนํ้ านมถั่วเหลืองเชนเดยีวกับขอ 1 รวมทั้งตรวจสอบปริมาณของเเข็งทั้งหมด 
(AOAC, 1999) และคาความเปนกรดดางโดยเครื่องวัดคาความเปนกรดดาง
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เมล็ดถั่วเหลือง
↓

ลางและแชนํ ้ากลั่นในอัตราสวนถั่วเหลืองแหง:นํ้ า เทากับ 1:3 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขามคืน
(14 ชั่วโมง)

↓
บดถัว่ดวยเครื่องปนผสมที่ความเร็วระดับ 1 นาน 2 นาที

↓
หมนุเหวีย่งสารแขวนลอยที่ไดดวยความเร็ว 3,500 รอบตอนาที นาน 5 นาที

↓
ไดนํ ้านมถัว่เหลืองซึ่งมีปริมาณของแข็งทั้งหมด (Total Solid) ประมาณรอยละ 17

↓
ปรับปริมาณของแข็งทั้งหมดตามตองการ

ภาพที ่5 การผลิตนํ้ านมถั่วเหลืองเพื่อผลิตเปนเตาหูออน
ทีม่า : ดัดแปลงจาก Kajiyama และคณะ (1995)

3. ศึกษาผลของความดันหรือความรอนรวมกับความดันตอคุณสมบัติดานเนื้อสัมผัสและกลิ่นรส
ของนํ้ านมถั่วเหลือง

    น ํานํ ้านมถัว่เหลืองที่มีปริมาณของแข็งทั้งหมด 3 ระดับ คือรอยละ 10 12 และ 14 แบง
ออกเปน 2 สวน โดยสวนแรกนํ าไปใหความรอนที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที แลว
ท ําเยน็ อีกสวนไมผานการใหความรอน จากนั้นนํ านํ้ านมถั่วเหลืองทั้ง 2 สวน ไปใหความดันที่
ระดบัตางๆ คือ 0.1 200 400 600 และ 800 เมกกะปาสคาล นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง นํ านํ้ า
นมถัว่เหลืองหรือเคิรดที่ไดไปตรวจสอบดังนี้

3.1 กจิกรรมของเอนไซมไลพอกซิจิเนส ตามวิธีของ Ben-Aziz และคณะ (1970 อางโดย
Tangwongchai et al., 2000)

3.2 Texture Profile Analysis (TPA) ดวยเครื่อง Texture Analyser  ตามวิธีของ 
Bourne (1978)

3.3 การละลายของโปรตีนดวยสารละลายตางๆ ตามวิธีที่ดัดแปลงจาก Roussel และ
Cheftel (1990) เปรียบเทียบกับเตาหูออนทางการคา
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3.4 คุณสมบัติทางประสาทสัมผัสโดยวิธี Multisample difference test ดานกลิ่นรสถั่ว
เหลอืง(เหมน็เขยีว) รสขม ความฝาด และความหยาบ โดยผูทดสอบชิมที่ผานการฝกฝนจํ านวน 
10 คน  โดยวางแผนการทดลองแบบ Randomized Complete Block Design (RCB)

3.5 คาสีดวยเครื่อง Color analyser (CIE Lab)

4 ศึกษาผลของความดันหรือความรอนรวมกับการใชสารตกตะกอนโปรตีนตอคุณสมบัติของ
เตาหูออน

4.1 ศึกษาผลของการใหความดันหรือความรอนรวมกับชนิดสารตกตะกอนโปรตีนตอคุณ
สมบัติของเตาหูออน

น ํานํ ้านมถัว่เหลืองที่มีปริมาณของเเข็ง 3 ระดับ คือ รอยละ 10 12 เเละ14  มาเติมสารตก
ตะกอนโปรตีน  4 ชนิด คือ กลูโคโนเดลตาแลคโตน (GDL), แคลเซียมซัลเฟต (CaSO4), 
แมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2)  เเละ  กลูโคโนเดลตาแลคโตนผสมกับแคลเซียมซัลเฟตในอัตราสวน 
7: 3  ปริมาณรอยละ 0.3  โดยนํ้ าหนักนํ้ านมถั่วเหลือง  เเลวกวนใหเขากันดวยเครื่องกวนเเบบใบ
พดัความเรว็ 250 รอบตอนาที  นาน 25 วินาที  เเบงตัวอยางทุกชุดการทดลองออกเปน 2 สวน 
สวนหนึง่น ําไปใหความดันระดับ  400 เมกกะปาสคาล นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง  อีกสวนนํ า
ไปใหความความรอนที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ตรวจสอบคุณลักษณะของเตาหู
ออนทัง้สองสวนโดยเปรียบเทียบกับเตาหูออนทางการคา ดังนี้

- Texture Profile Analysis (TPA) ดวยเครื่อง Texture Analyser  ตามวิธีของ Bourne 
(1978)

-  การละลายของโปรตีนดวยสารละลายตางๆ ตามวิธีที่ดัดแปลงจาก Roussel และ 
Cheftel (1990) เปรียบเทียบกับเตาหูออนทางการคา

-  คาสีดวยเครื่อง Color analyser (CIE Lab)
- คุณลกัษณะทางประสาทสัมผัสโดยวิธี Multisample difference test โดยผูทดสอบชิม

ทีผ่านการฝกฝนจ ํานวน 10 คน ดานกลิ่นรสถั่วเหลือง(เหม็นเขียว) รสขม ความฝาด และความ
หยาบ โดยวางแผนการทดลองแบบบล็อคไมสมบูรณสมดุลย (Balanced Incomplete Block 
Design, BIB)  (สุรพล  อุปดิสสกุล, 2536)

    คัดเลือกชนิดของสารตกตะกอนโปรตีนเเละปริมาณของเเข็งทั้งหมดในการผลิตเตาหู
ออนที่มีคุณลักษณะทางเนื้อสัมผัสใกลเคียงกับเตาหูออนทางการคาและมีคุณลักษณะดานกลิ่น
รสถัว่ ความขมเเละความฝาดตํ่ าเพื่อใชทดสอบในขอ 4.2 ตอไป
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4.2 ศึกษาผลของความเขมขนสารตกตะกอนโปรตีนรวมกับความดันระดับตางกันตอคุณ
สมบัติของเตาหูออน โดยเเบงนํ ้านมถั่วเหลืองออกเปน 2 ชุดการทดลอง คือ

4.2.1 เตมิสารตกตะกอนโปรตีนที่คัดเลือกจากขอ 4.1 ที ่3 ระดับความเขมขน
คือ รอยละ 0.1  0.2 เเละ 0.3 โดยนํ้ าหนักนํ้ านมถั่วเหลือง  เเลวใหความดันที่ระดับตางๆกัน  3 
ระดบั คือ 200 400 เเละ 600 เมกกะปาสคาล อุณหภูมิหอง  นาน 30 นาที

4.2.2 ใหความดนั 200 เมกกะปาสคาล อุณหภูมิหอง  นาน 30 นาที กอนการ
เตมิสารตกตะกอนโปรตีนชนิดเดียวกันกับขอ 4.2.1
                 จากนัน้เเบงนํ ้านมถัว่เหลืองทั้ง 2 ชุดการทดลอง ออกเปน 2 สวน  สวนเเรกนํ าไปให
ความรอนทีอุ่ณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที  อีกสวนไมผานการใหความรอน  ตรวจ
สอบคุณสมบติัของเตาหูออนเชนเดียวกับขอ 4.1  เปรียบเทียบกับเตาหูออนทางการคา

5. ศึกษาโครงสรางทางจุลภาคของเตาหูออนโดย Scanning Electron Microscope (SEM)
     คัดเลือกเตาหูออนชดุการทดลองที่เหมาะสมจากขอ 3  4.2 เตาหูออนทางการคาและ

เตาหูออนที่ผลิตเลียนแบบเตาหูออนทางการคาตามวิธีผลิตที่ดัดเเปลงจาก Shen เเละคณะ 
(1991) โดยมปีริมาณของแข็งทั้งหมดรอยละ 14 ตกตะกอนโปรตีนดวยสารกลูโคโนเดลตาแลค
โตน ปริมาณรอยละ 0.3 โดยนํ้ าหนักนํ้ านมถั่วเหลือง (ภาพที ่ 6) มาตรวจสอบโครงสรางทาง
จลุภาคโดย Scanning Electron Microscope (SEM) เพือ่ศึกษาถึงผลของความดัน ความรอน
เเละสารตกตะกอนโปรตีนตอโครงสรางของเตาหูออน โดยมีวิธีการเตรียมตัวอยางตามวิธีที่ดัด
เเปลงจาก Verheul และ Poefs (1998)

6. ศึกษาอายุการเก็บของเตาหูออน
    น ําเตาหูชดุการทดลองที่คัดเลือกจากขอ 3 และ 4.2 มาเก็บที่อุณหภูมิประมาณ 10 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 วัน   เเลวเก็บตัวอยางเพื่อตรวจสอบคุณภาพทุก 3 วัน  ดังนี้
1.1 ตรวจสอบคุณภาพดานจุลินทรียโดยวิธี total plate count สํ าหรับ psychrophile ตามวิธี

ที่ดัดเเปลงจาก Hansen เเละคณะ (1995) เปรียบเทียบกับเตาหูออนที่ผลิตเลยีนแบบทางการคา
     6.2 ตรวจสอบคณุภาพดานประสาทสัมผัสโดยทํ าการเปรียบเทียบเเบบ Multisample
difference test ดานกลิ่นรสผิดปกติเเละเนื้อสัมผัส รวมทั้งทดสอบการยอมรับคุณภาพทาง
ประสาทสมัผัสดานลักษณะปรากฏ กลิ่นรส เนื้อสัมผัส และการยอมรับรวม ดวยวิธี hedonic 
scale (9 คะเเนน) เปรียบเทียบกับเตาหูออนเลยีนเเบบการคา
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7. การวเิคราะหทางสถิติ
    วเิคราะหความเเปรปรวน (ANOVA) เเละวิเคราะหความเเตกตางโดยใช Duncan’ 

new multiple range test (DMRT)  โดยใช SPSS for Window Version 10.0

เมล็ดถั่วเหลือง
↓

ลางและแชนํ ้ากลั่นในอัตราสวนถั่วเหลืองแหง:นํ้ า เทากับ 1:7 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขามคืน
(14 ชั่วโมง)

↓
บดถัว่ดวยเครื่องปนผสมที่ความเร็วระดับ 1 นาน 2 นาที

↓
น ําสารแขวนลอยที่ไดไปตมใหเดือดนาน 15 นาที โดยกวนตลอดเวลา

↓
กรองดวยผาขาวบางขณะรอน

↓
ไดนํ ้านมถั่วเหลืองที่มีปริมาณของแข็งทั้งหมด ประมาณรอยละ 14

↓
ลดอณุหภมูขิองนํ้ านมถั่วเหลืองใหเหลือประมาณ 70 องศาเซลเซียส

↓
เตมิสารกลูโคโนเดลตาแลคโตนปริมาณรอยละ 0.3 นํ้ าหนักโดยปริมาตร

กวนดวยความเร็ว 250 รอบตอนาที นาน 25 วินาที
↓

บรรจุใสถุงและปดผนึก
↓

แชในอางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิที่ 70 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที
↓

ท ําใหเย็นแลวเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขามคืน

ภาพที ่6 การผลิตเตาหูออนเลียนแบบเตาหูออนทางการคา
ทีม่า : ดัดเเปลงจาก Shen เเละคณะ (1991)


