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บทคัดยอ 
  

 จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณภาพของหมึกกลวย (Photololigo duvaucelii) 
และหมึกกระดอง (Sepia aculeata) ที่เก็บรักษาในน้ําแข็งเปนเวลา 16 วัน พบวา ปริมาณดางทีร่ะเหย
ไดทั้งหมด แอมโมเนีย และปริมาณน้ําที่ออกจากกลามเนื้อเพิ่มขึ้นตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 
(p<0.05) ปริมาณไตรเมทิลเอมีนของหมึกกลวยและหมึกกระดองเพิ่มขึ้นหลังจากวันที่ 10 และวันที่ 
8 ของการเก็บรักษาในน้ําแข็ง ตามลําดับ ปริมาณจุลินทรียทั้งหมดและจุลินทรียที่ชอบอุณหภูมิต่ํา
เพิ่มขึ้น อยางไรก็ตามเมื่อส้ินสุดการเก็บรักษามีปริมาณจุลินทรียต่ํากวา 106 cfu ตอกรัมตัวอยาง     
คาความสวาง (L*) ของหมึกทั้งสองชนิดลดลง (p<0.05) คาสีแดง (a*) มีคาเพิ่มขึ้น (p<0.05) โดย
หมึกกลวยมีคาสูงกวาหมึกกระดอง แสดงใหเห็นวามีการยอมติดสีแดงเพิ่มขึ้นบนเนื้อหมึกกลวย   
คาสีเหลือง (b*) ของหมึกกลวยลดลง สวนหมึกกระดองมีการเปลี่ยนแปลงเพิ่มขึ้นเล็กนอย (p<0.05) 
นอกจากนี้การเก็บรักษาในน้ําแข็งมีผลทําใหคาแรงเฉือนของหมึกทั้งสองชนิดแบบสดและแบบตม
มีคาลดลง (p<0.05) เนื่องจากเกิดการยอยสลายของโปรตีนไมโอซินเสนหนัก ดังแสดงจาก sodium 
dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) และปริมาณเพปไทดที่ละลายได
ในกรดไตรคลอโรอะซิติกที่เพิ่มขึ้น (p<0.05) รวมทั้งการเปลี่ยนแปลงโครงสรางทางจุลภาคแสดง
ใหเห็นการคลายตัวและเกิดชองวางของเสนใยกลามเนื้อ รวมทั้งไมปรากฏโครงขายเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน 
คะแนนจากการทดสอบทางประสาทสัมผัสโดยวิธี quality index method (QIM) มีคาเพิ่มขึ้น ขณะที่
คุณภาพโดยรวมมีคะแนนลดลง (p<0.05) โดยพบวาหมึกทั้งสองชนิดมีอายุการเก็บรักษา 6 วัน การ
เปลี่ยนแปลงของปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อ มีความสัมพันธกับการทดสอบทางประสาท
สัมผัสมากที่สุด (p<0.05) และสามารถเปนดัชนีความสดของหมึกกลวยและหมึกกระดองที่เก็บ

รักษาในน้ําแข็ง (α=0.01) 
 จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของหมึกกลวยและหมึกกระดองในระหวางการ 
เก็บรักษาโดยวิธีแชเยือกแข็งที่ อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 6 เดือน พบวา 
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คา  thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) ของหมึกทั้งสองชนิดมีคาเพิ่มขึ้น เมื่อ
ระยะเวลาการเก็บรักษานานขึ้น (p<0.05) โดยวิธีการแชเยือกแข็งแบบลมเย็นมีการเปลี่ยนแปลงสูง
กวาแบบแผนสัมผัส (p<0.05) ระหวางการเก็บรักษา คาการละลายโปรตีนของหมึกกระดองไม
แตกตางกัน (p>0.05) ขณะที่คาการละลายโปรตีนในสารละลายโพแทสเซียมคลอไรด (KCl) เขมขน 
0.6 โมลารของหมึกกลวยมีคาลดลงสอดคลองกับการเพิ่มขึ้นของคาฟอรมัลดีไฮด (p<0.05) แสดง
ใหเห็นวาเมื่อเก็บรักษาหมึกกลวยระยะเวลานานขึ้นมีผลทําใหโปรตีนเสียสภาพมากขึ้น ตลอดจน
เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางทางจุลภาคโดยเสนใยกลามเนื้อของหมึกทั้งสองชนิดเริ่มคลายเกรียว
และเกิดชองวางระหวางเสนใยกลามเนื้อหลังจาก 2 เดือนของการเก็บรักษา คาปริมาณน้ําอิสระ 
ปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อและการสูญเสียน้ําหนักหลังจากทําใหสุกเพิ่มสูงขึ้น (p<0.05) 
คาแรงเฉือนของหมึกทั้งสองชนิดหลังจากการเก็บรักษามีคาเพิ่มขึ้น (p<0.05) คา L* ของหมึกทั้ง
สองชนิดลดลง (p<0.05) ขณะที่คา a* และ b* มีคาเพิ่มขึ้น (p<0.05) โดยไมขึ้นกับวิธีการแชเยือก
แข็ง คะแนนจากการทดสอบทางประสาทสัมผัสโดยวิธี QIM มีคาเพิ่มขึ้น ขณะที่คุณภาพโดยรวมมี
คะแนนลดลงตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา (p<0.05) โดยหมึกทั้งสองชนิดมีคะแนนระดับไม
ยอมรับหลังเก็บรักษา 3 เดือน อยางไรก็ตามตัวอยางที่เก็บเปนระยะเวลา 6 เดือนมีคะแนนไมถึง
ระดับปฏิเสธ การเปลี่ยนแปลงของคาฟอรมัลดีไฮดมีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธสูงสุดกับการ
ทดสอบโดยการใหคะแนน QIM และคุณภาพโดยรวม (p<0.05) ดังนั้น คาดังกลาวจึงเปนดัชนีที่
เหมาะสมสําหรับเปนดัชนีคุณภาพของหมึกทั้งสองชนิดในระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 

องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 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 

บทนําตนเรื่อง 

การสงออกหมึกของประเทศไทยเปนสวนสําคัญในการสรางรายไดกับประเทศ 
โดยมีการสงออกไปญี่ปุนเปนอันดับ 1 ในชวงป 2552 มีปริมาณ 18,361.81 ตัน มูลคา 2,692.48 พัน
บาท  ตลาดสงออกที่สําคัญ คือ อิตาลี ญี่ปุน สหรัฐอเมริกา จีนและสเปน (อําพร เลาวพงษ, 2552) 
ความสดของหมึกมีความสําคัญมากตอคุณภาพและการกําหนดมูลคาของผลิตภัณฑ โดยเฉพาะ
ผลิตภัณฑที่ตองการความสดสูง เชน ซาซิมิแชเยือกแข็ง ซ่ึงเปนผลิตภัณฑของญี่ปุนที่ผูบริโภคนําไป
บริโภคสด อุตสาหกรรมการแปรรูปหมึกมักประสบปญหาการเปลี่ยนแปลงคุณภาพของหมึกที่
รวดเร็วระหวางการเก็บรักษา โดยหมึกจะเปลี่ยนจากสีเขมเปนสีจางภายใน 1 ช่ัวโมงหลังจากการ
ตาย และในหมึกกระดองมักเกิดปฏิกิริยาของไขมันกับออกซิเจน ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงสีของ
เนื้อหมึกกระดองเปนสีเหลือง เนื่องจากปฏิกิริยาการเกิดสีน้ําตาลโดยไมอาศัยเอนไซม ระหวาง
ไขมันที่เกิดการออกซิเดชั่นกับหมูเอมีนในองคประกอบของฟอสโฟลิปด หรือหมูเอมีนของโปรตีน 
(Thanonkaew et al., 2008) รวมทั้งการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนเนื่องจากกิจกรรมของเอนไซม     
โปรติเนส ทําใหไมเปนที่ตองการของผูบริโภค ปจจุบันการตรวจสอบคุณภาพของหมึกที่นําไปใช
เปนวัตถุดิบในการแปรรูปในโรงงานอุตสาหกรรมยังไมมีวิธีการที่สะดวกและถูกตองแมนยําแต
อาศัยความชํานาญเฉพาะบุคคล ทําใหผลการตรวจสอบคุณภาพของหมึกไมแนนอน 

จากการศึกษาขอมูลการวิจัยเบื้องตนเกี่ยวกับการตรวจคุณภาพหมึก พบวามี
การศึกษาดัชนีความสดของหมึกในตางประเทศ ไดแก หมึกกระดอง (Sepia pharaonis) หมึกสาย 
(Octopus vulgaris) และหมึกกลวย (Loligo plei) ของประเทศสเปน โดยการใชดัชนีความสดที่มีผูศึกษา
มาแลวจํากัดสําหรับในการตรวจสอบคุณภาพหมึกเฉพาะบางสายพันธุเทานั้น (Vaz-Pires and 
Seixas, 2006) สําหรับประเทศไทยยังไมมีการศึกษาขอมูลดังกลาว ดังนั้นเปาหมายของการศึกษาใน
คร้ังนี้เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณภาพหรือความสดของหมึกทั้งที่เก็บรักษาตามแบบที่โรงงาน
อุตสาหกรรมปฏิบัติ ไดแก การเก็บรักษาในน้ําแข็ง และแบบแชเยือกแข็ง ในดานเคมี ดานจุลินทรีย 
และทางกายภาพ เพื่อหาความสัมพันธของปจจัยคุณภาพที่มีความใกลเคียงกับการเปลี่ยนแปลง
คุณภาพทางประสาทสัมผัส ซ่ึงถือวาเปนวิธีที่สําคัญที่สุดในการประเมินความสดของผลิตภัณฑ
ประมง (Vaz-Pires and Seixas, 2006) เพื่อสามารถตรวจสอบคุณภาพหรือความสดของหมึกได
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โดยสะดวก รวดเร็ว และถูกตองแมนยํา ใหไดวัตถุดิบที่มีคุณภาพในการนําไปแปรรูปเพื่อเพิ่ม
ศักยภาพในการสงออกของอุตสาหกรรมอาหารทะเลของไทยตอไป 

การตรวจเอกสาร  

 1. ลักษณะทางกายภาพและชีวภาพของหมึก 

หมึกเปนสัตวทะเลที่ไมมีกระดูกสันหลังจัดอยูในไฟลัม mollusca คลาส 
Cephalopods และซับคลาส Coleodides มีทั้งหมด 3 ชนิด คือ หมึกกลวย หมึกกระดองและหมึกสาย 
โครงสรางพื้นฐานภายนอกของหมึกกลวย โดยทั่วไปมีองคประกอบสวนใหญ คือ ลําตัว (mantle) มี
รูปรางเปนรูปกรวย และบริเวณสวนทายมีครีบ (fin) ผิวหนังบริเวณหลังมีเม็ดสี (chromatophores) 
มากกวาสวนทอง หมึกกลวยมีหนวดทั้งหมด 5 คู โดยบนหนวดจะมีปุมที่เรียกวา sucker หนวด
บริเวณหลังมี 1 คู คือ หนวดคูที่ 1 ดานซายและขวา (left arm I and right arm I) ถัดมาเปนหนวดที่
อยูสวนทองเรียงตามลําดับ คือ หนวดคูที่ 2 (left-right arm II) คูที่ 3 (arm III) หนวดที่ยาวที่สุด
เรียกวา tentacle และหนวดคูที่ 4 (arm IV) บริเวณใตหนวดคูที่ 4 จะมีชองวางที่เรียกวา funnel 
(Figure 1) (Hanabe et al., 1989) สายพันธุหมึกกลวยที่พบในประเทศไทย ไดแก L. chinensis และ 
L. duvauceli (กรมประมง, 2552) โดยสายพันธุ Photololigo duvauceli (หมึกกลวยอินเดียหรือ 
Indian squid) เปนหมึกที่พบมากและใชเปนวัตถุดิบสวนใหญในโรงงานอุตสาหกรรม ลักษณะ
โดยทั่วไป คือ รูปรางยาวเรียว ลํา ตัวกลม ครีบเปนสามเหลี่ยมอยูดานทาย ลําตัวมีกระดองใส
เหมือนแผนพลาสติก วงแหวนของปุมดูดอันใหญบนมือ มีฟนรูปกรวยแหลม ยาวอยูรอบวง 14-17 
ซ่ีไมมีฟนเล็กสลับวงแหวนของปุมดูดบนแขนคูที่ 3 เปนฟนตัดซี่ใหญ (Figure 3 (right)) (สถาบัน
อาหาร, 2543; กรมประมง, 2550) โครงสรางพื้นฐานภายนอกของหมึกกระดอง โดยทั่วไป คือ 
หนวดสั้นทั้งหมด 8 เสน และมีหนวดยาวที่สุดเรียกวา tentacle ซ่ึงหมึกกระดองจะใช tentacle ใน
การจับเหยื่อ ลําตัวจะปอมส้ันกวาหมึกกลวย (Figure 2) (Ross, 2005) สายพันธุหมึกกระดองที่พบ
ในประเทศไทย ไดแก Sepioteuthis lessoniana, Sepia brevimana, S. recurvirosta, S. pharaonis, 
Sepiella inermis และ Sepia aculeata (กรมประมง, 2552) โดยหมึกกระดอง Sepia aculeate 
(Needle cuttlefish) เปนหมึกที่พบมากและใชเปนวัตถุดิบสวนใหญในโรงงานอุตสาหกรรม 
ลักษณะโดยทั่วไป คือ มีรูปรางเรียวยาว ปุมดูดมีขนาดเล็กเกือบเทาๆ กันใน เพศผูมี 10 – 12 ปุม 
ตามแนวขวาง เพศเมียมี 13 – 14 ปุม กระดองแข็งรูปไข ไมมีรองตรงกลาง ขอบในทางสวนทายของ
กระดอง เปนรูปแคบโคงนูน เพศผูแขนสําหรับผสมพันธุคูที่ 4 ขางซาย ปุมดูดแถวที่ 4 – 10 นับจาก
โคนแขน ขึ้นมามีขนาดเล็ก ดานบนใกลๆ ขอบแขนเปนหลุมกลม สีดานหลังของลําตัวมีสีเทาดํา 
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เพศผูมีลายเปนทางสีจางพาดขวางลําตัว ความยาวตัวสูงสุด 23 เซนติเมตร (Figure 3 (left)) พบ
แพรกระจายในอาวไทย มหาสมุทรอินเดีย และแปซิฟกตั้งแตตอนใตของอินเดียถึงทะเลจีนใต และ
ทะเลจีนตะวันออก ตลอดเหนือถึงใตของญี่ปุน (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) 

เนื้อสวนลําตัวของหมึกประกอบดวยช้ันเนื้อเยื่อจํานวน 5 ช้ัน ช้ันกลางเปนชั้นที่มี
ความหนามากที่สุด (ประมาณรอยละ 98 ของความหนาทั้งหมด) โดยประกอบดวยแผนของเสนใย
กลามเนื้อหลายแผนเรียงซอนกัน เสนใยกลามเนื้อประกอบดวยไมโอไฟบริลจํานวนมาก บริเวณ
ตรงกลางของเสนใยกลามเนื้อ ประกอบดวย ซารโคพลาสซึม ไมโทคอนเดรีย และนิวคลีไอ ปกติ
เสนใยกลามเนื้อมีเสนผาศูนยกลางโดยเฉลี่ยประมาณ 3.5 ไมครอน ช้ันของเสนใยกลามเนื้ออยู
ระหวางชั้นของเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน 2 ช้ัน คือ outer tunic และ inner tunic สวนของ outer tunic 
ประกอบดวยเสนใยของคอลลาเจนจะอยูติดกับ outer lining ซ่ึงมีเนื้อเยื่อเกี่ยวพันเปนองคประกอบ
และอยูติดกับผิวหนัง สําหรับ inner tunic ซ่ึงมีการจับตัวของเสนใยหลวมๆ จะถูกปกคลุมดวย 
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. องคประกอบทางเคมีของเนื้อหมึก 

 องคประกอบหลักทางเคมีของหมึกประกอบดวย น้ํา โปรตีน และไขมัน โดย
องคประกอบดังกลาวมีประมาณรอยละ 98 ของน้ําหนักเนื้อทั้งหมด ดัง Table 1 องคประกอบ
เหลานี้มีผลตอ สมบัติเชิงหนาที่ คุณภาพดานประสาทสัมผัสและอายุเก็บรักษา สําหรับองคประกอบ
อ่ืนๆ เชน คารโบไฮเดรต วิตามิน และเกลือแรมีปริมาณนอยมีความสําคัญตอกล่ินรสมากกวาคุณคา
ทางโภชนาการ (มัทนา แสงจินดาวงษ, 2548) 

ความแตกตางขององคประกอบทางเคมีจะขึ้นอยูกับเพศ ขนาดและฤดูวางไข โดย
ในชวงเดือนเมษายน (กอนฤดูวางไข) จะมีองคประกอบของน้ําในกลามเนื้อนอยกวาแตมีปริมาณ
โปรตีนมากกวาหมึกในชวงเดือนมิถุนายน (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 

กลามเนื้อของหมึกประกอบดวยน้ํารอยละ 75-80 น้ํามีบทบาทสําคัญในการละลาย
สารอินทรียและอนินทรียสําหรับปฏิกิริยาทางชีวเคมี และมีสวนรวมในปฏิกิริยาตางๆ ซ่ึงการจับน้ํา
ของโปรตีน (hydration) มีผลตอลักษณะเนื้อสัมผัสและความฉ่ําน้ําของเนื้อ (juiciness) (Hanabe et 
al., 1989)   

2.2 โปรตีน 
ปริมาณโปรตีนในกลามเนื้อหมึกแตละชนิดจะมีปริมาณแตกตางกันไป โดย

กลามเนื้อของหมึกกลวยสายพันธุ Illex coindetii และสายพันธุ Photololigo duvauceli ประกอบดวย
โปรตีนรอยละ 18-20 และ 20.21 ตามลําดับ หมึกกระดองสายพันธุ Sepia pharaonis และ Sepia 
aculeate ประกอบดวยโปรตีนรอยละ 14.91 และ 18.81 ตามลําดับและหมึกสายสายพันธุ Octopus 
vulgaris ประกอบดวยโปรตีน รอยละ 16 (Vaz-Pires and Barbosa, 2004; Vaz-Pires and Barbosa, 
2006; Thanonkaew et al., 2006a; กรมประมง, 2552) โดยโปรตีนแตละชนิดจะมีหนาที่แตกตางกัน
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ไป ปริมาณและสัดสวนของโปรตีนแตละกลุมจะแตกตางกันขึ้นกับอายุ เพศ และการเคลื่อนไหว
ของรางกายของหมึก (Okuzumi and Fujii, 2000) โดยทั่วไปสามารถจําแนกโปรตีนที่สําคัญในสัตว
น้ําได 3 ประเภท คือ  
 2.2.1 โปรตีนไมโอไฟบริล (myofibrillar proteins)  

โปรตีนไมโอไฟบริลมีความสําคัญตอการเคลื่อนที่ และมีบทบาทตอการยืดหดของ
กลามเนื้อ นอกจากนี้มีความสําคัญตอการอุมน้ําของเนื้อ และความสามารถในการเกิดเจล 
(สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548) โปรตีนไมโอไฟบริลสามารถสกัดไดดวยสารละลายเกลือที่มีคา     
ความแรงไอออนมากกวา 0.15 แตไมละลายในน้ํา โดยทั่วไปเนื้อสัตวน้ําประกอบดวยโปรตีน               
ไมโอไฟบริลอยูรอยละ 40-60 ของโปรตีนทั้งหมด หมึกกลวยจะมีโปรตีนไมโอไฟบริลเปนสวน
ใหญประมาณรอยละ 77-85 ซ่ึงมากกวาสัตวน้ําชนิดอ่ืน (Okuzumi and Fujii, 2000) สวนหมึก
กระดองจะมีโปรตีนไมโอไฟบริลเปนสวนใหญประมาณรอยละ 58 (Thanonkaew et al., 2006a) 
โปรตีนไมโอไฟบริลประกอบดวย 
 2.2.1.1 ฟลาเมนทเสนหนา (thick filament) 

ฟลาเมนทเสนหนาในหมึกประกอบดวยโปรตีนแกนที่เรียกวา พาราไมโอซิน และ
ลอมรอบดวยไมโอซินที่มีโครงสรางเปนเกลียว ทําใหฟลาเมนทมีความยาวและหนามากกวาสัตวที่
มีกระดูกสันหลัง และเปนโครงสรางที่เปนลักษณะเฉพาะของหมึก (Okuzumi and Fujii, 2000)      
ฟลาเมนทเสนหนา (thick filament) ประกอบดวยไมโอซินเปนองคประกอบสําคัญปริมาณรอยละ 
45 และพาราไมโอซินซึ่งเปนโปรตีนที่พบเฉพาะสัตวไมมีกระดูกสันหลังมีประมาณรอยละ 14 ของ
โปรตีนไมโอไฟบริล โปรตีนไมโอซินมีสวนในการควบคุมการหดตัวของกลามเนื้อของสัตว
จํ าพวกมอลลัส  และมีบทบาทสํ าคัญในการควบคุมการทํ า ง านของกล าม เนื้ อ เ รี ยบ               
(สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548)  

2.2.1.2 ฟลาเมนทเสนบาง (thin filament) 
 ฟลาเมนทเสนบาง (thin filament) หรือ แอกติน (actin) มีปริมาณรอยละ 20 ของ
โปรตีนไมโอไฟบริล มีรูปรางคลายเม็ดถ่ัว 2 เม็ดที่มีขนาดเทากันเรียงตอกัน โมโนเมอรของแอกติน 
เรียกวา globular actin หรือ จี-แอกติน (G-actin) เมื่อจี-แอกตินเรียงตอกันตามยาวเปนโครงสราง
แบบ double-helical structure เรียกวา fibrous actin หรือ แอฟ-แอกติน (F-actin) มีน้ําหนักโมเลกุล
ประมาณ 4,200-48,000 ดาลตัน ฟลาเมนทของแอฟ-แอกติน สามารถมีอันตรกิริยากับสวนหัวของ
ไมโอซิน (สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548) 
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 2.2.2 โปรตีนซารโคพลาสมกิ (sarcoplasmic proteins) 
หมึกกลวยมีโปรตีนซารโคพลาสมิกปริมาณรอยละ 12-20 ของโปรตีนทั้งหมด 

โปรตีนดังกลาวละลายน้ําหรือสารละลายเกลือที่มีความเขมขนต่ํา (นอยกวา 50 มิลลิโมลาร) โปรตีน
ชนิดนี้ (Kijowski, 2001) ไดแก 

2.2.2.1 เอนไซม เอนไซมสําคัญที่มีผลกับคุณภาพสัตวน้ํา คือ ไฮโดรเลส (hydrolase) 
ออกซิโดริดักเตส (oxidoreductase) และทรานสเฟอเรส (transferase) (สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548) 
โดยไฮโดรเลส (hydrolase) เปนกลุมเอนไซมที่สําคัญตอการเปลี่ยนแปลงภายหลังการตายของสัตว
น้ํา เชน เอนไซมโปรตีเนส เพปทิเดส ไลเพส ฟอสโฟไลเพส และไกลโคเจนไฮโดรเลส Dublan-Garcia 
และคณะ (2005) พบวา เอนไซมโปรตีเนสในกลามเนื้อหมึกกลวย (Giant squid, Dosidicus gigas) มี
กิจกรรมสูงสุดที่พีเอชในชวงกรด 2.7-3.1 และพีเอชในชวงดาง 6.1-7.6 เอนไซมเหลานี้จัดอยูใน
กลุมของซีรีน ซีสเตอีน และเมททัลโลโปรติเนส มีบทบาททําใหหมึกกลวยมีคุณภาพลดลง ใน
ระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยอัตราการยอยสลายจะขึ้นกับปจจัยตางๆ 
ไดแก สายพันธุของหมึก ขนาด ระยะการเจริญเติบโต อาหาร วิธีการจับ และอุณหภูมิการเก็บรักษา 
สงผลใหเกิดการยอยของโปรตีนไมโอซินเสนหนัก ปรากฏจากการตรวจสอบรูปแบบโปรตีนดวย
วิธี Sodium Dodesyl Sulfate – Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) กอใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงของเนื้อสัมผัส มีผลทําใหความสามารถในการอุมน้ําของโปรตีนและการเกิดเจลลดลง 
Ebina และคณะ (1995) พบวา Trypsin-like proteinase ของหมึกกลวย (spear squid) มีกิจกรรม
สูงสุดที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ที่พีเอชเปนกลาง และมีกิจกรรมสูงขึ้นเมื่อเติมโซเดียมคลอไรด 
เอนไซมดังกลาวมีบทบาทสําคัญตอการยอยสลายไมโอซินเสนหนัก และสงผลตอเนื้อสัมผัสของ
เจลที่เหนี่ยวนําดวยความรอนมีคาลดลง An และคณะ (1998) พบวากิจกรรมของเอนไซม             
โปรติเนสของหมึกกลวย สวนใหญจะทํางานในชวงพีเอชเปนกรด ที่อุณหภูมิ 35-40 องศาเซลเซียส 
เอนไซมโปรติเนสจากหมึกกลวยมีกิจกรรมแตกตางกันในแตละสายพันธุ ดังนี้ Illex illecebrous จะ
มีกิจกรรมสูงสุดที่พีเอช 2.6 และสําหรับ Loligo pealei มีกิจกรรมสูงสุดที่พีเอช 3.6 จะมีกิจกรรม
ต่ําสุดที่พีเอชเปนดาง โดยเอนไซมโปรติเนสที่มีบทบาทในหมึกกลวยดังกลาว คือ Cathepsin D และ 
E (Leblanc and Gill, 1982 อางโดย An et al., 1998) สวนในหมึกสาย (Octopus vulgaris) มีกิจกรรม
สูงสุดที่พีเอช 2.5 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส (An et al., 1998) 

2.2.2.2 โปรตีนเม็ดสี โดยทั่วไปจะไมพบฮีโมโกลบินในสัตวจําพวกครัสเตเซีย และ
มอลลัส แตจะพบโปรตีนที่ประกอบดวยทองแดงเรียกวา ฮีโมไซยานิน เปนรงควัตถุหลักซึ่งสามารถ
เปลี่ยนแปลงและกอใหเกิดปญหาดานสีของผลิตภัณฑ (สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548) 
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หมึกมีถุงเม็ดสี (chromatophores) กระจายอยูทั่วไปบนผิวช้ันนอกของอิพิเดอรมีส 
(epidermis) ในแตละถุงเม็ดสีจะประกอบดวย ถุงเม็ดสีเดี่ยวๆ หลายถุงอยูภายใน โดยเม็ดสีจะบรรจุ
อยูในถุง (sac) ที่มีความยืดหยุน ที่เรียกวา cytoelastic sacculus เม็ดสีในหมึกจะประกอบดวยสีตางๆ 
ไดแก สีน้ําตาล  สีดํา สีมวง สีเหลือง สีน้ําเงิน สีสม และสีแดง ในการเปลี่ยนสีของหมึกเกิดจากการ
ยืดและหดตัวของถุงเม็ดสีในหมึก การยืดและหดตัวของถุงเม็ดสีเกิดจากการควบคุมของระบบ
ประสาท เมื่อเซลลประสาทถูกกระตุนจะทําใหเม็ดสีหดตัว ทําใหสีของหมึกเปลี่ยนแปลง (Richard 
et al., 2003) 

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

1.  โอมโมโครม (Ommochrome) 
โอมโมโครม ประกอบดวยสีเหลือง  สีสม และสีมวง อยูบนผิวสวนลําตัวบน 

หนวด หัว ครีบของหมึกและโดยเฉพาะสวนหลังของลําตัว ทริพโตเฟนเปนองคประกอบสวนหนึ่ง
ของโอมโมโครม สามารถแบงออกเปน โอมมาติน (ommatin) ซ่ึงมีโมเลกุลเล็ก และมีความเปนดาง
ต่ํา สวนโอมมินจะมีโมเลกุลใหญและมีความเปนดางสูง 

2.  พีทีริน (Pterin) 
พีทีรินอยูบนชั้นของอิพิเดอรมิส  และจะพบอยูในรูปแซนโธพีทิริน (xanthopterin) 

และลิวโคพิทิริน (leucopterin) 
3.  ลูมินัส ซับสแตนซ (Luminous substance) 
ลูมินัสซับสแตนซปรากฏอยูบนผิวของลําตัวของหมึกจะมีลักษณะเปนสีเงิน 

วาวสวนมากจะพบอยูในสวนของตับ และจะถูกสงผานทางเลือดไปยังสวนตางๆ หมึกบางชนิดที่มี
ปริมาณของลูมินัสซับสแตนสูงจะ เรียกวา luminous squid  
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2.2.3 สโตรมา (stroma) 
สโตรมาเปนสวนที่ เหลือจากการสกัดโปรตีนซารโคพลาสมิกและโปรตีน           

ไมโอไฟบริล สโตรมา ประกอบดวยเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน เชน คอลลาเจน (collagen) และอิลาสติน 
(elastin) ปริมาณของคอลลาเจนในสัตวน้ําขึ้นอยูกับชนิด ระยะการเจริญเติบโต ความสมบูรณของ
อาหาร โดยทั่วไปอัตราสวนของคอลลาเจนตออิลาสตินในเนื้อปลาประมาณ 4 ตอ 1 แตไมพบขอมูล
ในหมึก ปริมาณคอลลาเจนที่มีในหมึกกลวยมีปริมาณรอยละ 2-3 สวนหมึกสายมีปริมาณรอยละ 7 
จึงทําใหหมึกสายมีเนื้อสัมผัสที่เหนียวกวาหมึกกลวย กลามเนื้อหมึกในสวนลําตัวและหนวดจะ
ประกอบดวยคอลลาเจนปริมาณรอยละ 2-11 และ 2-16 ของโปรตีนตามลําดับ สวนหนังของหมึก
กลวยจะมีคอลลาเจนมากกวาสวนเนื้อประมาณ 2 เทา (Okuzumi and Fujii, 2000) และการศึกษา
ของ Morales และคณะ (2000) พบวาคอลลาเจนจาก cephalopods บางชนิด (volador: Illex 
coindetii; pota: Toradopsis eblanae และ octopus: Eledone cirrhosa) จะมีปริมาณคอลลาเจนใน
หนวด (arm) มากกวาในสวนลําตัว (mantle) ซ่ึงคอลลาเจนที่พบเปนคอลลาเจนชนิด I และ V โดย
ปริมาณของคอลลาเจนชนิด I จะมีปริมาณมากกวาคอลลาเจนชนิด V ในอัตราสวน 8 ตอ 1 

2.3 สารประกอบไนโตรเจนที่ไมใชโปรตีน (non-proteinaceous compound)  
สารประกอบไนโตรเจนที่ไมใชโปรตีนมีประมาณรอยละ 37 ของเนื้อหมึก มี

บทบาทสําคัญตอคุณภาพสัตวน้ําในดานกลิ่นรสและรสชาติ รวมทั้งมีผลตอการเสื่อมเสียของสัตว
น้ํา ในกลามเนื้อของหมึกประกอบดวย ไกลซีน อะลานีน บีเทนนิวคลีโอไทด และไตรเมทิลามีน
ออกไซด (TMAO) และผลผลิตที่ไดจากเมตาบอลิซึม เชน เอมีน กรดอะมิโนอิสระ ออกโทปน 
ประมาณ 450-1150 มิลลิกรัมตอ 100 กรัม สวนอารจินีนมีประมาณ 600 มิลลิกรัมตอ 100 กรัม 
(Sikorski and Kolodziejska, 1986) ปริมาณกรดอะมิโนอิสระ และแอมโมเนียในเนื้อหมึกจะ
แตกตางกันไป โดยหมึกกลวย Boreal clubhook มีปริมาณแอมโมเนียเพียงเล็กนอย (57 มิลลิกรัม ตอ 
100 กรัมเนื้อ) ขณะที่ในหมึกกลวย Giant squid มีมากถึง 600 มิลลิกรัม ตอ 100 กรัมเนื้อ (Okuzumi 
and Fujii, 2000) 

2.4 ไขมัน  
เนื้อหมึกกลวยประกอบดวยไขมันคอนขางต่ํา โดยมีไขมันรอยละ 1-2 สวนมากพบ

ในรูปฟอสโฟลิปด ประมาณรอยละ 62-84 มีไตรกลีเซอไรดปริมาณต่ําประมาณรอยละ 0.8-3.2 มี 
สเตอรอลประมาณรอยละ 15-20 และมีกรดไขมันอิสระประมาณรอยละ 22 (Okuzumi and Fujii, 
2000) หมึกกระดองสายพันธุ Sepia aculeate มีไขมันรอยละ 0.84 (กรมประมง, 2550) และขณะที่
สายพันธุ Sepia pharaonis มีปริมาณไขมันรอยละ 1.2-1.3 ไขมันที่พบจากสวนหัวและสวนลําตัวจะ
ประกอบดวยฟอสโฟลิปดเปนสวนใหญประมาณรอยละ 78.6-87.8 ไดกลีเซอไรดรอยละ 10.6-19.5 
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สวนประกอบของกรดไขมันที่ไมอ่ิมตัวสวนใหญจะเปน Docosahexaenoic acid (DHA) และ 
Eicosapentaenoic acid (EPA) รอยละ 50.3-54.9 ของกรดไขมันทั้งหมด (Thanonkaew et al., 2006a) 

3. การเปล่ียนแปลงของหมกึระหวางการเก็บรักษาในน้ําแข็ง 

3.1 การเปล่ียนแปลงของโปรตีน 

ภายหลังการตายของสัตวจําพวก cephalopods โปรตีนจะเกิดการยอยสลายอยาง
รวดเร็ว เนื่องจากเอนไซมภายในลําตัวของหมึกที่มีกิจกรรมสูง สงผลใหเกิดสารประกอบ
ไนโตรเจนที่ไดจากการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนกลามเนื้อ ซ่ึงสงเสริมการเจริญของจุลินทรียทําให
สามารถยอยสลายโปรตีนไดอยางรวดเร็วยิ่งขึ้น โดยในหมึกสายเอนไซมโปรติเนสมีบทบาทสําคัญ
ในการยอยสลายโปรตีนกลามเนื้อ และมีกิจกรรมสูงกวาในปลาชนิดอื่นๆ (Hurtado et al., 1999 อาง
โดย Vaz-Pires and Barbosa, 2004) จากการศึกษาของ Dublan-Garcia และคณะ (2005) ในการเก็บ
รักษาหมึกกลวย giant squid ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบวา โปรตีนกลามเนื้อหมึกเกิดการยอย
สลายโดยเอนไซมภายในกลามเนื้อหรือ/และเอนไซมโปรติเอสจากจุลินทรีย จากการตรวจสอบ
รูปแบบโปรตีนดวยวิธี  SDS-PAGE แสดงใหเห็นการยอยสลายของไมโอซินเสนหนัก และไมพบ
แถบของโปรตีนดังกลาวภายหลังการเก็บรักษาเปนเวลา 6 วัน รวมทั้งการลดลงของแถบโปรตีน
แอกติน ขณะที่พาราไมโอซิน และแถบโปรตีนอื่นๆ ไมเปล่ียนแปลงตลอดการเก็บรักษา 9 วัน 
นอกจากนี้ผลการตรวจสอบโครงสรางจุลภาคโดยอิเล็กตรอนแบบสองกราด (scanning electron 
microscope) แสดงใหเห็นวา การยอยสลายโปรตีนโดยกิจกรรมเอนไซมดังกลาวมีผลใหโครงสราง
ของกลามเนื้อเกิดชองวางระหวางเสนใยกลามเนื้อและเสนใยเนื้อเยื่อเกี่ยวพันเกิดเปนบริเวณ      
อสัณฐาน (amorphous area) การเปลี่ยนแปลงดังกลาวทําใหกลามเนื้อหมึกมีเนื้อสัมผัสนิ่มลง โดยมี
คาตานแรงเฉือนลดลงจาก 16.5 นิวตัน ไปเปน 7.0 นิวตัน หลังจากเก็บรักษาเปนเวลา 8 วัน และยัง
สงผลใหความแข็งแรงของเจลที่เตรียมจากเนื้อหมึกกลวยที่เก็บรักษามีคาลดลงเชนเดียวกัน  

Ando และคณะ (1999) พบวา กลามเนื้อหมึกกลวย (arrow squid) มีคาแรงเฉือน
ลดลงอยางรวดเร็วภายหลังการตายที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส สงผลใหกลามเนื้อหมึกกลวยมีเนื้อ
สัมผัสนิ่มลงโดยโครงสรางทางจุลภาคจากการใชกลองจุลทรรศน (light microscope) แสดงใหเห็น
รูเล็กๆ (pore) ระหวางเซลลกลามเนื้อของเนื้อหมึกกลวยและโครงสรางทางจุลภาคจากการใช
อิเล็กตรอนแบบสองผาน (transmission electron microscopic) แสดงใหเห็นชองวางที่เกิดจากการ
แยกเซลลกลามเนื้อออกจากเนื้อเยื่อเก่ียวพันซ่ึงเปนผลมาจากการยอยสลายของโปรตีน และพบวา
ความสดมีผลตอความแนนเนื้อ (firmness) และโครงสรางของกลามเนื้อหมึกสด แตไมมีผลตอหมึก
ที่ผานการใหความรอน นอกจากนี้การศึกษาของ Kagawa และคณะ (2002) พบวาการยอยสลาย
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กลามเนื้อของหมึกกลวย oval squid, arrow squid และ Japanese common squid ระหวางการเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยแถบโปรตีนที่น้ําหนักโมเลกุล 580 กิโลดาลตัน ซ่ึงคาดวาเปน
แถบของโปรตีนนีบูลิน (nebulin) มีความเขมลดลงและมีความสัมพันธทางตรงกับคาความแนนเนื้อ 
(firmness) และคาแรงยึดติด (adhesiveness) ขณะที่ไมพบการเปลี่ยนแปลงปริมาณของคอลลาเจน
ทั้งหมดและคอลลาเจนที่ละลายในน้ํา ตลอดการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 120 
ช่ัวโมง 

3.2 การเปล่ียนแปลงสารประกอบไนโตรเจนที่ไมใชโปรตีน 
ในระหวางการเนาเสียของสัตวน้ําโดยจุลินทรียจะเกิดสารระเหยไดหลายชนิด เชน  

แอมโมเนีย ไดเมทิลเอมีน (dimethylamine, DMA) และไตรเมทิลเอมีน (trimethylamine, TMA) 
เปนตน ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงของสารเหลานี้ สามารถใชเปนดัชนีบงบอกคุณภาพของสัตวน้ําไดโดย
แสดงในรูปปริมาณของดางที่ระเหยไดทั้งหมด (total volatile based nitrogen, TVBN) (Okuzumi 
and Fujii, 2000) จากการศึกษาของ Lapa-Guimaraes และคณะ (2005) พบวาชวงเริ่มตนของการเก็บ
รักษาหมึกกลวย (Loligo plei) โดยการแชน้ําแข็งมีการเปลี่ยนแปลงของดางที่ระเหยไดทั้งหมดเพียง
เล็กนอย แตหลังจาก 12 วันของการเก็บรักษาจะมีปริมาณดางที่ระเหยไดทั้งหมดเพิ่มขึ้น ซ่ึงดางที่
ระเหยไดทั้งหมดเกิดจากกิจกรรมของเอนไซมโปรติเนสจากจุลินทรีย ดังนั้นดางที่ระเหยไดทั้งหมด
จึงเปนดัชนีบงบอกการเนาเสียของสัตวน้ําได  

อยางไรก็ตามดางที่ระเหยไดทั้งหมดไมสามารถใชบงบอกการเสื่อมเสียคุณภาพ
สัตวน้ําในระยะเริ่มตน เนื่องจากมักพบปริมาณดางที่ระเหยไดทั้งหมดอยางเดนชัดในชวงที่เกิดการ
เนาเสีย (Lapa-Guimaraes et al., 2005) ดางระเหยที่เกิดขึ้นระหวางการเก็บรักษาสัตวน้ําในสภาวะที่
ไมใชสภาวะแชเยือกแข็งนั้นประกอบดวยแอมโมเนีย และ TMA เปนสวนใหญ ดังนั้นจึงสามารถใช
ปริมาณ TMA และแอมโมเนียเปนตัวกําหนดคุณภาพสัตวน้ําได อยางไรก็ตามตองพิจารณาถึงชนิด
ของสัตวน้ํา เนื่องจากสัตวน้ําบางชนิด โดยเฉพาะสัตวน้ําจืดอาจตรวจ TMA ไมพบในระหวางการ
เนาเสีย นอกจากนี้อาจจะตองคํานึงถึงปจจัยอ่ืนๆ เชน ระยะเวลาการเสื่อมเสีย แหลงที่จับสัตวน้ํา 
ชวงระยะเวลาที่จับ ชนิดของการแปรรูปสัตวน้ํา หรือรูปแบบของการเก็บรักษา นอกจากนี้ TMA  ไม
สามารถใช เปนดัชนีบงบอกคุณภาพของสัตวน้ําแช เยือกแข็ง  เนื่องจากไดเมทิลเอมีน  (DMA)           
และฟอรมัลดีไฮดอิสระ (FA) เปนสารที่เกิดขึ้นระหวางการแชเยือกแข็ง ดังนั้นจึงใช TMA เปน                  
ดัชนีบ งชี้ คุณภาพกอนการแช เยือกแข็ง  โดย  TMA เกิดจากการเปลี่ ยนไตรเมทิล เอมีน                   
ออกไซม (trimethylamine oxide, TMAO) ดวยเอนไซมไตรเมทิลรีดักเตสที่พบในจุลินทรีย              
(สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548) TMA ที่ไดเปนผลิตภัณฑที่ใหกล่ินคาวของสัตวน้ํา และมีระดับความ
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เขมขนที่สามารถรับกลิ่นไดต่ํามาก โดยมีคาเทากับ 600 ppb (Regenstein et al., 1982 อางโดย 
สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548) 

สวนแอมโมเนียเปนดัชนีที่บงบอกการเสื่อมเสียที่ดีในสัตวน้ําจําพวกปลากระดูก
ออน ครัสเตเซีย และหมึก แตไมเหมาะกับการบงบอกคุณภาพของปลากระดูกแข็ง (Okuzumi and 
Fujii, 2000; สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548) โดยแอมโมเนียของสัตวน้ําเกิดจากการสลายตัวหรือ
กระบวนการเอากลุมเอมีน (deamination) ของโปรตีน เพปไทด และกรดอะมิโนออก และอาจเกิด
จากการสลายตัวของอะดิโนซีนโมโนฟอสเฟต (adenosine monophosphate, AMP) (Okuzumi and 
Fujii, 2000)     

Lapa-Guimaraes และคณะ (2005) ไดศึกษาผลทางเคมีและจุลินทรียในหมึกกลวย 
(Loligo plei) ในระหวางการเก็บรักษาในน้ําแข็ง โดยเปรียบเทียบความสดในการเก็บรักษาแบบ
สัมผัสน้ําแข็งโดยตรง และไมสัมผัสน้ําแข็งโดยตรง พบวาในตัวอยางหมึกกลวยที่เก็บรักษาแบบไม
สัมผัสน้ําแข็งโดยตรงจะมีคาโปรตีนที่ไมใชไนโตรเจน และ Free amino acid nitrogen (FAA-N) 
เพิ่มสูงขึ้นเรื่อยๆ ตลอดการเก็บรักษา 17 วัน และการเพิ่มขึ้นของ FAA-N มีความสัมพันธกับการ
เพิ่มขึ้นของจํานวนแบคทีเรียที่ทนเย็น (psychotropic bacteria count) สวนการเก็บรักษาแบบสัมผัส
น้ําแข็งโดยตรงจะมีคาโปรตีนที่ไมใชไนโตรเจน และ Free amino acid nitrogen ลดลง เนื่องจากการ
สูญเสียไปกับสวนของน้ําแข็งที่ละลาย และยังพบวาคาดางที่ระเหยได (Volatile basic nitrogen, 
VBN) และคาไตรเมทิลเอมีนไนโตรเจน (Trimethylamine nitrogen, TMA-N) มีคาเปลี่ยนแปลง
เล็กนอยในชวงวันแรกๆ ของการเก็บรักษา และมีคาสูงขึ้นหลังจากวันที่ 12 โดยหมึกกลวยที่ถูกเก็บ
รักษาแบบไมสัมผัสน้ําแข็งโดยตรงมีคาสูงกวาหมึกกลวยที่ถูกเก็บรักษาแบบสัมผัสน้ําแข็งโดยตรง 
เนื่องจากการชะไปกับน้ํ าแข็งที่ละลายดังที่กลาวมาแลว  สวนคาทริพโตเฟนอิสระ  (free 
tryptophane) และคายูเรีย (urea) ของหมึกที่เก็บรักษาแบบไมสัมผัสน้ําแข็งจะมีคาสูงขึ้นอยางชัดเจน
ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา แตการเก็บรักษาแบบสัมผัสน้ําแข็งโดยตรงคาดังกลาวมีการ
เปลี่ยนแปลงเล็กนอย เนื่องจากจะสูญเสียสารดังกลาวไปกับสวนของน้ําแข็งที่ละลายเชนกัน ดังนั้น
คาทริพโตเฟนอิสระและยูเรียสามารถใชเปนดัชนีช้ีวัดความสดของหมึกกลวย (Loligo plei) ที่เก็บ
ในสภาวะดังกลาวได 

3.3 พีเอช   
พีเอชของสัตวน้ําสามารถวัดไดโดยการใชพีเอชมิเตอร ซ่ึงสามารถวัดไดโดยตรง

ในเนื้อสัตว หรือการวัดพีเอชจากสารแขวนลอยของเนื้อสัตวน้ําในน้ํากล่ัน (สุทธวัฒน เบญจกุล, 
2548) พีเอชของสัตวน้ําจะแตกตางกันตามชนิดของสัตวน้ํา และตามฤดูกาล เชน ปลาน้ําจืดจะมี     
พีเอชอยูในชวง 6.9-7.3 ปลาที่อาศัยในเขตน้ํารอนพีเอช อยูในชวง 6.4-6.8 ปลาทะเลจะมีพีเอช อยู
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ในชวง 6.1-7.0 (มัทนา แสงจินดาวงษ, 2548) สวนพีเอชในกุงแชเยือกแข็งพบวา พีเอชเพิ่มจาก 7.19 
เปน 7.71 ใน 1 วัน และเพิ่มเปน 8.05 ในวันที่ 5 (นงลักษณ สุทธิวณิช, 2531 อางโดย มัทนา แสง
จินดาวงษ, 2548) และหมึกกลวยมีพีเอชเริ่มตนเทากับ 6.8 และเมื่อเก็บรักษาในน้ําแข็งเปนเวลา 2 
วัน พีเอชเพิ่มขึ้นเปน 7.5 (Paarup et al., 2002) การเพิ่มขึ้นของพีเอชในชวงการเก็บรักษาอาจจะเปน
ผลมาจากการยอยสลายโปรตีนดวยเอนไซมโปรติเนสและการเปลี่ยนแปลงสารประกอบไนโตรเจน
ที่เกิดขึ้น (Huss, 1999 อางโดย Dublan-Garcia et al., 2005) 

3.4 การเปล่ียนแปลงทางจุลินทรีย 
ในชวงที่สัตวน้ําตายใหมๆ โดยเฉพาะในชวงเกร็งตัว (rigor mortis) มีการ

เปลี่ยนแปลงของแบคทีเรียนอยมากซึ่งเปรียบเสมือนชวง lag phase ซ่ึงในระยะนี้อาจมีการ
เปลี่ยนแปลงของกลิ่นรสและลักษณะบางประการ ตอจากนั้นแบคทีเรียจะเขาสูระยะ log phase ซ่ึง
เปนชวงที่เกิดการเสื่อมเสีย ในชวงนี้จะพบ TMA และดางชนิดอื่นๆ สวนในระยะ stationary phase 
มีปริมาณจุลินทรียคอนขางคงที่ ถึงแมวาปริมาณแบคทีเรียไมไดเพิ่มขึ้นแตเปนระยะที่มีกล่ินเหม็น
เนา (putridity) จุลินทรียพวกที่กอใหเกิดกลิ่นและกลิ่นรสผิดปกติในระหวางการเก็บรักษาที่
อุณหภูมิต่ําจะพบนอย เนื่องจากใชระยะเวลาการเจริญเติบโตนานที่อุณหภูมิต่ํา จุลินทรียที่กอใหเกิด
การเนาเสียบางชนิดจะใช TMAO ในเนื้อสัตวน้ําในการเจริญ (สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548) จุลินทรีย
ที่กอใหเกิดการเนาเสียและมีบทบาทสําคัญในสัตวน้ําเค็มจากเขตรอนที่เก็บรักษาในน้ําแข็ง คือ 
Shewanella putrefaciens และ Psuedomonas spp. โดย S. putrefaciens สามารถผลิต TMA และ
ไฮโดรเจนซัลไฟด (H2S) เมทิลเมอรแคบแทน (CH3SH) ไดเมทิลซัลไฟด ((CH3)2S) ไฮโปแซนทีน 
(Hx) และกรด จากสารตั้งตน คือ TMAO ซีสเตอีน (cysteine) เมไทโอนีน (methionine) อินโนซิน
โมโนฟอสเฟต (inosine monophosphate, IMP) และคารโบไฮเดรต ตามลําดับ ขณะที่ Psuedomonas 
spp. ทําใหเกิดกล่ินและกลิ่นรสเนาเสีย (rotten) ซัลไฟดริล (sulphidedryl) และผลไม (fruity) ที่เกิด
จากสารประกอบที่ระเหยไดแก อัลดีไฮด  คีโตน เอสเทอร และซัลไฟด ดังนั้นกลิ่นตางๆ ที่เกิดขึ้น
สามารถบงบอกการเนาเสียของสัตวน้ําได (Gram and Huss, 1996) 

Vaz-Pires และ Barbosa (2004) ไดทําการศึกษาจุลินทรียในตัวอยางหมึกสาย 
(common octopus, Octopus vulgaris) แยกเปน 3 สวน คือ บริเวณผิวหนัง หนวด และ รอบๆปาก 
ระหวางเก็บรักษาในน้ําแข็ง  ผลที่ไดปรากฏวาทั้ง 3 สวนมีปริมาณจุลินทรียไมแตกตางกัน และ
พบวาจุลินทรียทั้งหมด (total viable count, TVC) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient agar และ Iron agar 
จะไดคาที่ใกลเคียงกัน โดยอาหารทั้ง 2 ชนิดมีคาเริ่มตนที่วันที่ 0 เทากับ 103 cfu ตอตารางเซนติเมตร 
และหมึกมีการเสื่อมเสียและไมเปนที่ยอมรับในวันที่ 8 โดยมีคา TVC เทากับ 105-106 cfu ตอตาราง
เซนติเมตร คาดังกลาวแตกตางจากจํานวนจุลินทรียที่ทําใหเกิดการเสื่อมเสียและไมเปนที่ยอมรับ
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ของปลาซึ่งมีคาเทากับ 107-109 cfu ตอกรัม ดังนั้นการเสื่อมเสียของหมึกจึงเกิดจากกิจกรรมของ
เอนไซมมากกวาการเจริญของจุลินทรีย นอกจากนี้ยังพบวา Shewanella putrefaciens เปนจุลินทรียที่
สําคัญที่ทําใหเกิดการเนาเสียในหมึกสาย สวน Psuedomonas และ Enterobacteriacea จะพบใน
ปริมาณคอนขางต่ําโดยมีคา 7.5x105 cfu ตอตารางเซนติเมตร และไมเกิน 103 cfu ตอตาราง
เซนติเมตร ตามลําดับเมื่อเก็บรักษาถึงวันที่ 8 เชนเดียวกับการศึกษาของ Lapa-Guimarães และคณะ 
(2002) พบวาการเก็บรักษาหมึกกลวย (Loligo plei) แบบสัมผัสและไมสัมผัสน้ําแข็งโดยตรง ไมมี
ผลตอการเจริญของจุลินทรียที่ทนเย็น โดยพบวามีปริมาณจุลินทรียเพิ่มขึ้นจาก 8x102 cfu ตอกรัม
หลังจากการจับ 1 วัน เปน 2 x105 ถึง 5x105 cfu ตอกรัม ภายหลังการเก็บรักษา 10 วัน โดยปริมาณ   
จุลินทรียที่พบดังกลาวยังอยูในเกณฑสามารถยอมรับได  ขณะที่มีการสูญเสียคุณภาพทางประสาท
สัมผัส  

3.5 การเปล่ียนแปลงส ี
คุณภาพทางประสาทสัมผัสของหมึกกลวย (Loligo plei) ลดลงอยางรวดเร็ว

หลังจากการจับ และมีความสัมพันธกับการลดลงของคาความสวาง (sheen) คาสีน้ําตาลแดงของ
ผิวหนัง รวมทั้งการยอมติดสีของเนื้อหมึกที่เพิ่มขึ้น ดังนั้นการเปลี่ยนแปลงสีที่ผิวหนังและกลามเนื้อ
จึงอาจใชเปนดัชนีคุณภาพเบื้องตนของหมึกได อัตราการเปลี่ยนแปลงดังกลาวขึ้นกับระยะเวลา 
วิธีการเก็บรักษาและการขนสง (Ke et al., 1984; Lakshmanan et al., 1993 อางโดย Lapa-Guimarães 
et al., 2002) ซ่ึงการเปลี่ยนสีของผิวหนังและกลามเนื้อดังกลาวจะไมเปนที่ยอมรับของผูบริโภค 
(Lapa-Guimarães et al., 1999 อางโดย Lapa-Guimarães et al., 2002) เชนเดียวกับการศึกษาของ 
Lapa-Guimarães และคณะ (2002) ที่พบวาหมึกกลวย (Loligo plei) มีคาความสวาง (L*) ลดลง แต
คาสีแดง (a*) และคาสีเหลือง (b*) เพิ่มขึ้น คาสีที่ไดสอดคลองกับการทดสอบทางประสาทสัมผัส
โดยวิธีเชิงพรรณนาที่พบวาคาความสวาง (lightness) ลดลง คาสีชมพูเขมขึ้นพรอมกับการยอมติดสี
ที่เพิ่มขึ้น เมื่อระยะการเก็บรักษาในน้ําแข็งนานขึ้น โดยหมึกที่เก็บรักษาแบบไมสัมผัสน้ําแข็ง
โดยตรงมีการเปลี่ยนแปลงสีรวดเร็วกวาการเก็บรักษาแบบสัมผัสน้ําแข็งโดยตรง การเปลี่ยนแปลงสี
และอัตราการเปลี่ยนแปลงจะแตกตางกันไปขึ้นกับชนิดของหมึก  
         3.6 การเปล่ียนแปลงทางประสาทสัมผัส 

การเปลี่ยนแปลงลักษณะทางประสาทสัมผัสในสัตวน้ําภายหลังการตายแตกตาง
กันไปขึ้นกับชนิดของสัตวน้ํา รวมทั้งวิธีการเก็บรักษา การเปลี่ยนแปลงของสัตวน้ํา สามารถแบง
ออกเปน 4 ระยะ ดังนี้ (สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548) 

ระยะท่ี  1 สัตวน้ํามีลักษณะสด และมีรสชาติหวานอรอย กล่ินมีลักษณะคลาย
สาหรายทะเล 
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ระยะท่ี 2 สัตวน้ํามีการสูญเสียรสชาติและกลิ่น เนื้อมีรสจืด ลักษณะเนือ้สัมผัสอยู
ในระดบัยอมรบัได 

ระยะท่ี  3 สัตวน้ํามีการเสื่อมเสียโดยมีกล่ินที่ไมพึงประสงคทั้งนี้ขึ้นกับชนิดของ
สัตวน้ําและสภาวะการเนาเสีย (ภายใตสภาวะมีอากาศและไมมีอากาศ) องคประกอบสําคัญที่
กอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงกลิ่นรส ประกอบดวย TMA ซ่ึงใหกล่ินคาว (fishy) ในชวงแรกอาจมกีล่ิน
แปลกปลอม เชน รสเปรี้ยว รสขม โดยเฉพาะมักพบในปลาที่มีไขมันสูง ในชวงหลังมักพบกลิ่น
แอมโมเนีย กล่ินกะหล่ําปลี กล่ินกํามะถัน และกลิ่นเหม็นหืน มีเนื้อสัมผัสที่เปลี่ยนแปลงไป เชนอาจ
มีลักษณะนิ่มหรืออาจมีลักษณะแข็งกระดาง หรือแหง 

ระยะท่ี 4 สัตวน้ํามีลักษณะเนาเสีย  
การเปลี่ยนแปลงของลักษณะทางประสาทสัมผัสของสัตวน้ําที่ผานการหุงตมจะ

ขึ้นกับระยะเวลาการเก็บรักษาในน้ําแข็ง โดยมีลักษณะการเปลี่ยนแปลงอยางรวดเร็วในระยะที่ 1 
และมีอัตราการเปลี่ยนแปลงลดลงในชวงที่ 2 และ 3 และมีอัตราการเปลี่ยนแปลงอยางรวดเร็วใน
ระยะที่ 4  

การประเมินคาความสดของสัตวน้ําโดยวิธีทางประสาทสัมผัส จะใหผลดีเมื่อใชผู
ทดสอบที่มีประสบการณและความชํานาญ เพราะในการตรวจสอบจะตองใชวิธีชิมรส (taste) การ
ดมกลิ่น (smell) การสัมผัส (touch) และการมองเห็น (sight) อยางไรก็ตาม การมีเกณฑในการตัดสิน
อาจชวยใหการพิจารณาเปนไปอยางแมนยํายิ่งขึ้น ดังนั้น ขอมูลเกี่ยวกับลักษณะภายนอกของสตัวน้าํ
สดแตละชนิดจึงมีความสําคัญอยางยิ่งในการตรวจสอบทางประสาทสัมผัส เพื่อนํามาประเมินคา
ความสดของสัตวน้ําตอไป (มัทนา แสงจินดาวงษ, 2548) ขอมูลลักษณะภายนอกของหมึกหอมสด
แสดงไว Table 2 การประเมินคุณภาพสัตวน้ําสดโดยการทดสอบทางประสาทสัมผัสมีหลายวิธี ดังนี้ 
 3.6.1 The Quality Index Method (QIM) 

QIM เปนวิธีที่พัฒนาโดย The Tasmanian Food Research Unit มีวิธีการประเมิน
คุณภาพในแตละคุณลักษณะโดยการใหคะแนน 0-4 คะแนนที่ไดจากแตละคุณลักษณะจะนํามา
รวมกันเรียกวา “Quality Index” โดยคะแนนเทากับ 0 บงชี้ความสดมาก และคะแนนที่เพิ่มขึ้นจะบง
บอกถึงการเสื่อมเสียของสัตวน้ําที่เพิ่มขึ้น (สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548)  

Luten และ Martinadottir (1997 อางโดย Vaz-Pires and Seixas, 2006) กลาววา 
QIM เปนวิธีการที่อาศัยหลักการประเมินทางตรงบอกคุณลักษณะเฉพาะของปลาสด ไดแก ผิวหนัง 
ตา เหงือก เปนตน โดยจะใหเปนระบบคะแนนขอบกพรองตางๆ ที่เกิดขึ้น โดยมีชวงคะแนน 0-3 
ขอบกพรองคุณลักษณะของตัวอยางเพียง 1 คุณลักษณะนั้นไมสามารถปฏิเสธตัวอยางนั้นได แต
จะตองอาศัยคะแนนรวมของ QIM ซ่ึง QIM เปนคะแนนรวมของคุณภาพทางประสาทสัมผัสจะตอง



มีความสัมพันธเปนเสนตรงกับระยะเวลาการเก็บรักษาน้ําแข็ง และสามารถใชในการทํานายอายุการ
เก็บรักษาได นอกจากนี้ Barbosa และ Vaz-Pires (2004) ไดทําการพัฒนาการทดสอบทางประสาท
สัมผัสโดยใช QIM สําหรับทดสอบหมึกสาย (Octopus vulgaris) ที่เก็บรักษาในน้ําแข็ง โดยเกณฑ
การพิจารณาประกอบดวย 10 พารามิเตอร ดัง Table 3  มีคะแนนในการพิจารณา 16 คะแนน ผลการ
ทดสอบการยอมรับลักษณะภายนอกของหมึกสาย มีระยะเวลาในการเก็บรักษาสูงสุด 8 วัน ขณะที่
ในการทดลองของนักวิจัยอ่ืนๆ (Hurtado et al., 1999 อางโดย Vaz-Pires and Barbosa, 2004) มีอายุ
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 2.5 ๐C  6-7 วัน หลังจากการจับ นอกจากนี้การศึกษาของ Barbosa และ Vaz-
Pires (2004) ไดทําการศึกษาหมึกสายที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 0๐C จะพบกลิ่นเนาเสียเดนชัดในชวง
วันที่ 4 ถึง 5 ของการเก็บรักษา และไมยอมรับในชวงวันที่ 8 ของการเก็บรักษา รวมทั้งการ
เปลี่ยนแปลงของสีที่ผิวหนังจะกลายเปนสีชมพูและไมมีสี  

ีความสัมพันธเปนเสนตรงกับระยะเวลาการเก็บรักษาน้ําแข็ง และสามารถใชในการทํานายอายุการ
เก็บรักษาได นอกจากนี้ Barbosa และ Vaz-Pires (2004) ไดทําการพัฒนาการทดสอบทางประสาท
สัมผัสโดยใช QIM สําหรับทดสอบหมึกสาย (Octopus vulgaris) ที่เก็บรักษาในน้ําแข็ง โดยเกณฑ
การพิจารณาประกอบดวย 10 พารามิเตอร ดัง Table 3  มีคะแนนในการพิจารณา 16 คะแนน ผลการ
ทดสอบการยอมรับลักษณะภายนอกของหมึกสาย มีระยะเวลาในการเก็บรักษาสูงสุด 8 วัน ขณะที่
ในการทดลองของนักวิจัยอ่ืนๆ (Hurtado et al., 1999 อางโดย Vaz-Pires and Barbosa, 2004) มีอายุ
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 2.5

สวน Vaz-Pires และ Seixas (2006) ไดพัฒนาการทดสอบความสดของหมึก
กระดอง (Sepia officinalis) และหมึกกลวย (Illex coindetii) โดยอาศัยการทดสอบแบบ QIM ใชผู
ประเมินที่มีประสบการณทางดานการทดสอบทางประสาทสัมผัสของอาหารทะเลจํานวน 3 คน เพือ่
อธิบายการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นในแตละวันของการเก็บรักษาหมึกทั้งสองชนิดในน้ําแข็งเปน
ระยะเวลา 13 วัน ในการทดสอบหมึกกระดองจะพิจารณา 8 พารามิเตอร ดัง Table 4 และคะแนนใน
การพิจารณาแตละพารามิเตอรรวม 17 คะแนน ผลในการทดสอบการยอมรับลักษณะภายนอกของ
หมึกกระดองจะไดระยะเวลาการเก็บรักษาสูงสุด 10 วัน สวนในการทดสอบการยอมรับของหมึก
กลวยจะพิจารณาคุณลักษณะตางๆ 7 พารามิเตอร ดัง Table 5 และมีการใหคะแนนในการพิจารณา 
16 คะแนน ผลในการทดสอบการยอมรับทางภายนอกของหมึกกลวยจะไดระยะเวลาการเก็บรักษา
สูงสุด 9 วัน 

สวน Vaz-Pires และ Seixas (2006) ไดพัฒนาการทดสอบความสดของหมึก
กระดอง (Sepia officinalis) และหมึกกลวย (Illex coindetii) โดยอาศัยการทดสอบแบบ QIM ใชผู
ประเมินที่มีประสบการณทางดานการทดสอบทางประสาทสัมผัสของอาหารทะเลจํานวน 3 คน เพือ่
อธิบายการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นในแตละวันของการเก็บรักษาหมึกทั้งสองชนิดในน้ําแข็งเปน
ระยะเวลา 13 วัน ในการทดสอบหมึกกระดองจะพิจารณา 8 พารามิเตอร ดัง Table 4 และคะแนนใน
การพิจารณาแตละพารามิเตอรรวม 17 คะแนน ผลในการทดสอบการยอมรับลักษณะภายนอกของ
หมึกกระดองจะไดระยะเวลาการเก็บรักษาสูงสุด 10 วัน สวนในการทดสอบการยอมรับของหมึก
กลวยจะพิจารณาคุณลักษณะตางๆ 7 พารามิเตอร ดัง Table 5 และมีการใหคะแนนในการพิจารณา 
16 คะแนน ผลในการทดสอบการยอมรับทางภายนอกของหมึกกลวยจะไดระยะเวลาการเก็บรักษา
สูงสุด 9 วัน 

 ๐C  6-7 วัน หลังจากการจับ นอกจากนี้การศึกษาของ Barbosa และ Vaz-
Pires (2004) ไดทําการศึกษาหมึกสายที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 0๐C จะพบกลิ่นเนาเสียเดนชัดในชวง
วันที่ 4 ถึง 5 ของการเก็บรักษา และไมยอมรับในชวงวันที่ 8 ของการเก็บรักษา รวมทั้งการ
เปลี่ยนแปลงของสีที่ผิวหนังจะกลายเปนสีชมพูและไมมีสี  
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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:  กองควบคุมตรวจสอบผลิตภัณฑและการแปรรูปสัตวน้ํา (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 
 โรงงานอุตสาหกรรมของประเทศตางๆ ในทวีปยุโรปใช EU Freshness Grading 
หรือ EC scheme เปนเกณฑการประเมินคุณภาพสัตวน้ํา ครั้งแรกในที่ประชุมเลขที่ 103/76 สําหรับ
ปลา เลขที่ 104/76 สําหรับครัสเตเซีย และเลขที่ 2406/96 สําหรับ ปลาบางชนิด ครัสเตเซียบางชนิด 
หอย และหมึก (Vaz-Pires and Barbosa, 2004) โดยการจัดระดับคุณภาพสัตวน้ําเปน 3 ระดับชั้น คือ 
E (Extra) มีคุณภาพสูงสุด A คุณภาพดี B คุณภาพพอใช และบางครั้งหากคุณภาพต่ํากวา B อาจจะ
ใช C (Vaz-Pires and Seixas, 2006) 
        เกณฑที่ใชในการทดสอบความสดทางประสาทสัมผัสของหมึกกระดองสามารถ
ใชหลักเกณฑในการพิจารณา ดัง Table 6 และ Table 7 เปนเกณฑที่ทดสอบความสดทางประสาท
สัมผัสของ หมึกสายที่ดัดแปลงมาจากเกณฑที่ใชในการทดสอบความสดทางประสาทสัมผัสของ
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 อางโดย 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 เปนวิธีการวัดและอธิบายลักษณะทางประสาทสัมผัส ในเชิงปริมาณหรือ
ตัวเลขโดยผูทดสอบจะตองไดรับการฝกฝนอยางเพียงพอ คุณภาพทางประสาทสัมผัสที่อธิบาย 
ไดแก ลักษณะที่ไดจากการมองเห็น กล่ิน กล่ินรส และเนื้อสัมผัส โดยมีการกําหนดความเขมของ
คุณลักษณะทางประสาทสัมผัสที่จะทดสอบและระบุลงในสเกลที่เปนเสนยาว 6 นิ้ว หรือ              
15 เซนติเมตร การวิเคราะหผลทําไดโดยการวัดความออนเขมของแตละลักษณะเปนตัวเลข และนํา
คาที่ไดไปวิเคราะหทางสถิติ นอกจากนี้สามารถนําคาเฉลี่ยไปทํากราฟใยแมงมุมได (Erickson and 
Hung, 1997) 

Stone และ Sidel (1994 อางโดย Hyldig et al., 2002) กลาววา ในการทดสอบทาง
ประสาทสัมผัสโดยใชวิธี QDA ผูทดสอบจะตองดําเนินการกําหนดคุณลักษณะของผลิตภัณฑ โดย
ใชผูนําในการทดสอบเปนผูดําเนินการ ผูทดสอบชิมจะตองไดรับการฝกฝนการใหระดับคะแนนใน
แตละคุณลักษณะกอน QDA ใชกันอยางทั่วไป และใชเปนขอมูลท่ีดําเนินการควบคูกับการทดสอบ
ทางเคมี และทางกายภาพ และใชเปนขอมูลที่จะบงบอกความจําเพาะทางประสาทสัมผัสของ
ผลิตภัณฑใหลูกคาไดอีกดวย 

Hyldig และคณะ (2002) ไดทําการทดสอบลักษณะทางประสาทสัมผัสสําหรับปลา
แอตแลนติกแซลมอนที่เก็บรักษาไวในน้ําแข็ง โดยไดทําการทดสอบปลาแอตแลนติกแซลมอนสด
ดวยวิธี QIM และทดสอบปลาแอตแลนติกแซลมอนสุกดวยวิธี QDA ตามวิธีของ Stone และ Sidel 
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(1992) เพื่อหาอายุการเก็บรักษา การทดสอบจะใชเนื้อปลาแลและทําใหสุก ทําการสุมรหัสสําหรับ
แตละตัวอยาง และนําไปอบดวยเตาอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ผูทดสอบจะ
กําหนดคําสําหรับอธิบายลักษณะของกลิ่น กล่ินรส ลักษณะปรากฏ และเนื้อสัมผัส โดยใชสเกลเปน
เสนยาว 15 เซนติเมตร ผูทดสอบจะไดรับตัวอยางที่สุมในวันที่เก็บรักษา 3 วัน จะใชคําสําหรับ
อธิบายกลิ่น และกลิ่นรสของปลาแอตแลนติกแซลมอน โดยแบงเปนตัวแปรเชิงบวกซึ่งใชบงบอก
ความสดของตัวอยาง และตัวแปรเชิงลบจะใชบงบอกการเนาเสียในตัวอยาง แสดงดัง Table 8  
พบวาวิธี QIM ที่ใชกับปลาแอตแลนติกแซลมอนสด สามารถเก็บรักษาสูงสุด 20 วัน สวนวิธี QDA 
ที่ใชกับปลาแอตแลนติกแซลมอนสุก 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) ใชผูทดสอบ 14 คน เพื่อหา
ความแตกตางของหมึกกลวย (Loligo plei) ในระหวางการเก็บรักษาแบบสัมผัสน้ําแข็งโดยตรงและ
แบบไมสัมผัสน้ําแข็งโดยตรงหลังจากการจับ 1 วันจนถึงระยะเวลาการเก็บรักษา 16 วัน โดยหมึก
กลวยที่ใชสําหรับทดสอบ แบงเปน 2 รูปแบบ คือ หมึกกลวยทั้งตัวไมเอาเครื่องในออก และสวน
ของลําตัวที่ลอกหนัง มีขนาดชิ้นกวาง 5 เซนติเมตร และยาว 3 เซนติเมตร ทําการใหคะแนนตาม
คุณลักษณะตางๆ ดังนี้ ลักษณะปรากฏของกลามเนื้อ (สังเกตลักษณะสี รอยดางบนกลามเนื้อ และ
ความใสของผิว) และสําหรับกลิ่น (กล่ินสด และกลิ่นเนาเสีย) และลักษณะปรากฏภายนอก (ความ
ออนนิ่ม ตาขุนและความเขมของสีชมพูบนผิว) ในการใหคะแนนจะใชเปนสเกลแบบเสนยาว 9 
เซนติเมตร หลังจากการเก็บรักษา 16 วัน พบวาหมึกกลวยที่เก็บรักษาทั้งสองแบบมีคุณลักษณะของ
สี และกลิ่นสดลดลง ขณะที่ผิวที่ลําตัวเกิดสีชมพู มีกล่ินเนาเหม็น ลักษณะปรากฏนิ่มและตาขุน
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) 
การทดสอบคุณภาพโดยรวมเพื่อใชสําหรับจัดระดับคุณภาพของตัวอยางในเกณฑ 

ที่สามารถยอมรับหรือไมยอมรับ ดัง Figure 7 ในการทดสอบนั้นจะทําการเปรียบเทียบตัวอยางกับ
ตัวอยางมาตรฐาน (ตัวอยางที่บงบอกถึงคุณภาพที่ดี) และใหคะแนนเพื่อจัดระดับคุณภาพของ
ตัวอยางนั้น (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 ตัวอยางแตกตางจากตัวอยางมาตรฐานในระดับปฏิเสธ 
 คะแนน   3 - 5      หมายถึง ตัวอยางแตกตางจากตัวอยางมาตรฐานในระดับไมยอมรบั 
 คะแนน   6 – 8     หมายถึง ตัวอยางแตกตางจากตวัอยางมาตรฐานแตยงัยอมรับได 

คะแนน   9 – 10   หมายถึง ตัวอยางมีความใกลเคียงหรือเหมือนตวัอยางมาตรฐาน   
  

Figure 7. The scale for Overall Quality. 

ที่มา:  Lawless และ Heymann (1999) 

4. ผลของการแชเยือกแข็งและการเก็บรักษาโดยการแชเยือกแข็งตอคณุภาพของสตัวน้ํา 

การแชเยือกแข็งเปนการชวยยืดอายุการเก็บรักษาของอาหารใหนานขึ้น ชวยรักษา
รสชาติ เนื้อสัมผัส และปริมาณสารอาหารไดดีกวาวิธีอ่ืนๆ แตจะตองมีการควบคุมกระบวนการใน
การแชเยือกแข็ง การเตรียมอาหารกอนการแชเยือกแข็งและการเก็บรักษาอาหารหลังจากแชเยือก
แข็ง เพื่อใหสามารถยืดอายุการเก็บรักษาใหนานขึ้น วิธีแชเยือกแข็งอาหารแบงออกเปน 2 วิธี ไดแก 
การแชเยือกแข็งแบบชา (slow freezing) เปนวิธีการทําใหน้ําทั้งภายในและภายนอกอาหารแข็ง
ตัวอยางชาๆ ทําใหเกิดนิวเคลียสของน้ําแข็งจํานวนนอย แตผลึกน้ําแข็งมีขนาดใหญ สงผลใหผลึก
น้ําแข็งที่เกิดขึ้นทิ่มแทงผนังเซลลของอาหารที่แชเยือกแข็งฉีกขาด ทําใหสูญเสียคุณภาพของอาหาร
ได อีกวิธีของการแชเยือกแข็งคือ การแชเยือกแข็งแบบเร็ว (quick freezing หรือ fast freezing) เปน
วิธีที่ทําใหน้ําทั้งภายในและภายนอกอาหารกลายเปนน้ําแข็งอยางรวดเร็ว ผลึกน้ําแข็งที่เกิดขึ้นจึงมี
ขนาดเล็ก จึงมีผลทําลายเซลลอาหารนอยกวากับการแชเยือกแข็งแบบชา (George, 1997) อยางไรก็
ตามในระหวางการเก็บรักษาแบบแชเยือกแข็ง ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมี ทางกายภาพ ใน
ระดับเนื้อเยื่อ ระดับเซลล จนกระทั่งระดับโมเลกุล สงผลใหเกิดการสูญเสียคุณภาพสัตวน้ํา โดยสัตว
น้ําแชเยือกแข็งจะสูญเสียความฉ่ําน้ําและมีเนื้อสัมผัสที่เหนียวยากตอการบดเคี้ยวเมื่อระยะการเก็บ
รักษานานขึ้น นอกจากนี้ยังสูญเสียกล่ินและกลิ่นรสสดคลายสาหรายของสัตวน้ํา ตลอดจนการเกิด
กล่ินหรือกล่ินรสที่ผิดปกติ (off-flavor) ไดแก การเกิดกลิ่นหืนจากสารประกอบตางๆ เชน กรด 
สารประกอบคารบอนิล ที่เกิดจากการออกซิเดชั่นของไขมันและกลิ่นแอมโมเนียจากการยอยสลาย
ของ TMAO (Jiang and Lee, 2004) ปจจัยที่มีผลตอการเสื่อมเสียดังกลาวขึ้นกับคุณภาพของสัตวน้ํา
เร่ิมตน การเตรียมกอนการแชเยือกแข็ง อัตราการแชเยือกแข็ง อุณหภูมิและระยะเวลาในการเก็บ
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รักษา ประสิทธิภาพในการปองกันการเปลี่ยนแปลงโปรตีน และการออกซิเดชั่น (Sikorski and Pan, 
1994) 

 4.1 การเสียสภาพโปรตีน 

การเสียสภาพโปรตีนระหวางการแชเยือกแข็งและการเก็บรักษาแบบแชเยือกแข็ง 
เกิดจากปจจัยตางๆ ดัง Figure 8 โดยสงผลใหเกิดการสูญเสียคุณสมบัติเชิงหนาที่ เชน ความสามารถ
ในการอุมน้ํา (water-holding ability) ความหนืด (viscosity) การเกิดเจล (gelation) การเกิดฟอง 
(foaming) และการละลายของโปรตีน (solubility) เปนตน (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) 
 

ในสภาพปกติโครงสรางของโปรตีนจะคงอยูในสภาพธรรมชาติ (native form) 
โดยโปรตีนไมโอไฟบริลลารจะจัดเรียงตัวเปนโครงขายสามมิติ (three-dimensional network) และมี
การจับโมเลกุลของน้ําไวภายใน (Zayas, 1997 อางโดย Dublan-Garcia et al., 2005) แตในระหวาง
กระบวนการแชเยือกแข็งโมเลกุลของน้ําจะเคลื่อนยายออกจากโมเลกุลของโปรตีนเพื่อสรางผลึก
น้ําแข็ง ทําใหไปทําลายพันธะไฮโดรเจนที่เปนพันธะสําคัญตอการรักษาความคงตัวของโปรตีน 
นอกจากนี้มีผลทําใหหมูหนาที่ทั้งชนิดที่เปนสวนไมชอบน้ํา (hydrophobic) และสวนที่ชอบน้ํา 
(hydrophilic) ภายในโมเลกุลของโปรตีนไมไดรับการปองกันจากโมเลกุลน้ํา สงผลตอการ
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เปล่ียนแปลงโครงสรางหรือเกิดอันตรกิริยาระหวางโปรตีนกับโปรตีนไดงายขึ้น และในขณะที่น้ํา
ภายในเซลลเปล่ียนเปนน้ําแข็งนั้น ความเขมขนของเกลือ สารอินทรียและของแข็งตางๆ ที่อยูใน
สวนของน้ําที่ยังไมเปลี่ยนเปนน้ําแข็งเพิ่มขึ้น ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของความแรงของไอออน 
(ionic strength) และการเปลี่ยนแปลงพีเอชซึ่งจะเปลี่ยนไปในทิศทางที่เปนกรด การเปลี่ยนแปลง
ดังกลาวมีผลใหเกิดการสูญเสียสภาพของโปรตีน สําหรับสัตวน้ําบางชนิดโดยทั่วไปจะมี TMAO 
เปนองคประกอบในกลามเนื้อ หลังจากการตาย TMAO จะถูกเปลี่ยนเปน DMA และ FA โดย
เอนไซมไตรเมทิลเอมีนดีเมทิลเลส (trimethylamine demethylase, TMAOaes) ภายในกลามเนื้อหรือ
เปลี่ยนโดยไมใชเอนไซม (non-enzymatic) ในกระบวนการรีดักชั่นในสภาวะที่มีเหล็กหรือ
ฮีโมโกลบินเปนตัวเรง ซ่ึงเหล็ก (Fe2+) ในปริมาณสูงจะสามารถรีดิวซ TMAO ไดเชนกัน (สุทธวัฒน 
เบญจกุล, 2548) แตในสภาวะที่มีออกซิเจนจะทําใหไปยับยั้งปฏิกิริยาดังกลาว โดยออกซิเจนจะไป
จับกับไอออนของโลหะ (metal ions) สงผลใหเปลี่ยน TMAO เปน DMA และ FA ลดลง (Sista et 
al., 1997; Jaing and Lee, 2004) สอดคลองกับการศึกษาในเนื้อปลาเฮคแดง (Lundstrom et al., 
(1981 อางโดย Jaing and Lee, 2004) และปลาปากคม (Leelapongwattana et al., 2005) ที่พบวาเนื้อ
ปลาที่เก็บรักษาในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนจะพบการเกิด DMA และ FA มากกวาเนื้อปลาที่เก็บรักษา
ในสภาวะที่มีออกซิเจน  

FA สามารถจับกับหมูอะมิโนอิสระของโปรตีนไดอยางรวดเร็ว โดย FA 1 โมเลกุล
สามารถเกิดแรงกระทํากับหมูอะมิโน 2 หมูและเชื่อมประสานระหวางสายโซของโปรตีน สงผลให
การละลายของโปรตีนในสารละลายเกลือลดลง นอกจากนี้ FA ยังมีผลตอการเปลี่ยนแปลง
โครงสรางทุติยภูมิของโปรตีนจากเนื้อปลาคอด โดยทําใหหมูที่เปนไฮโดรโฟบิก (hydrophobic 
aliphatic group) ออกมาขางนอกโครงสรางและทําใหเกิดการเชื่อมประสานโดยพันธะโควาเลนต 
(Careche and Li-Chan, 1997) การศึกษาของ Ueng และ Chow (1998) พบวาในระหวางการเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 เดือน หมึกทั้ง 3 สายพันธุ (Loligo edulis, Sepia 
pharaonis และIllex argentinus) มีความเหนียวเพ่ิมขึ้น และความสามารถในการอุมน้ําลดลง เมื่อ
เก็บรักษาในสภาวะแชเยือกแข็งเปนระยะเวลานาน เมื่อตรวจสอบลักษณะเสนใยกลามเนื้อดวย 
กลองจุลทรรศนแบบเฟสคอนทรัสต (phase contrast) แสดงใหเห็นวามัดของเสนใยกลามเนื้อถูก
ทําลาย และมีการรวมตัวกันแนนขึ้นระหวางการเก็บรักษาแบบแชเยือกแข็ง ซ่ึงอาจเกิดจากการเกิด
และการเพิ่มขึ้นของผลึกน้ําแข็ง รวมทั้งการเชื่อมประสานของโปรตีนที่เกิดจากการเหนี่ยวนําของ 
DMA และ FA สงผลใหเนื้อหมึกมีความเหนียวเพิ่มขึ้น (Stanley and Hultin, 1982 อางโดย Ueng 
and Chow, 1998 ) นอกจากนี้ Leelapongwattana และคณะ (2005) กลาววา การละลายของโปรตีน
ของเนื้อปลาปากคมบดระหวางการเก็บรักษาสภาวะแชเยือกแข็งมีคาลดลงเนื่องจากกิจกรรมของ 
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FA โดยเกิดพันธะไดซัลไฟด พันธะไฮโดรเจน และพันธะไฮโดรโฟบิกรวมทั้งการเชื่อมตอของหมู
เมทิลลีน (methylene bridges)  
 4.2 การเปล่ียนแปลงของไขมนั 

การเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีและเคมีของไขมันในสัตวน้ําแชเยือกแข็ง มักมีบทบาท
ตอการสูญเสียคุณภาพระหวางการเก็บรักษา ผลิตภัณฑที่ไดจากการไฮโดรไลซิส และการ          
ออกซิเดชั่นของไขมัน มักจะเกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงสี การเกิดกลิ่นผิดปกติและปฏิกิริยากับ
โปรตีน สงผลใหเนื้อสัมผัสของเนื้อสัตวน้ําไมเปนที่ยอมรับ ตลอดจนการเกิดสารพิษ (Sikorski and 
Pan, 1994; Erickson, 1997) โดยกล่ินรสที่เกิดขึ้นจากการเกิดออกซิเดชั่น คือ กล่ินหืน (rancid) ที่
เกิดจากแอลดีไฮด (aldehyde) คีโตน (ketone) แอลกอฮอล (alcohol) ไฮโดรคารบอน (hydrocarbon) 
ฟูเรน (furan) และกรด (acid) ปจจัยทางกายภาพที่มีผลตอการเกิดออกซิเดชั่นของไขมันที่ใช
เอนไซมและไมใชเอนไซม คือ อุณหภูมิ คากิจกรรมของน้ํา (water activity) คาพีเอช แสง และ
ออกซิเจน (Erickson, 1997) สารประกอบที่เกิดจากกระบวนการออกซิเดชั่นของไขมัน เชน 
มาโลนัลดีไฮด (malonaldehyde) โพรพานอล (propanol) และเฮกซะนอล (hexanal) (Shenouda, 
1980 อางโดย Jaing and Lee, 2004) สามารถเกิดพันธะโควาเลนตกับหมูหนาที่ที่จําเพาะกับสายโซ
ขางของโปรตีน ไดแก หมูซัลฟไฮดริล (–SH) ของซีสเตอีน (cysteine) หมูอะมิโนของไลซีน 
(lysine) และที่ตําแหนง N-terminal ของกรดแอสพาติก (aspartic acid) ไทโรซีน (tyrosine)          
เมทไทโอนีน (methionine) และอารจินีน (arginine) (Konosu et al., 1974 อางโดย Jaing and Lee, 
2004) ซ่ึงอันตรกิริยาดังกลาวสงผลใหไปเพิ่มสวนที่ไมชอบน้ํา (hydrophobicity) ของโปรตีน ทําให
โปรตีนละลายน้ําไดนอยลง สวนปฏิกิริยาออโตออกซิเดชั่น (autoxidation) ของลิพิดทําใหเกิด
อนุมูลอิสระ (free radical) โดยอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นจะรวมตัวกับโปรตีน สงผลใหโปรตีนอยูในรูป
ของ protein-free radical ซ่ึงจะเหนี่ยวนําใหเกิดการเชื่อมประสานกันระหวางโปรตีนกับโปรตีน 
หรือระหวางโปรตีนกับลิพิด นอกจากนี้ปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของไขมันมีผลใหปริมาณของกรด
ไขมันอิสระเพิ่มขึ้น และมีผลโดยตรงกับเนื้อสัมผัสที่เกิดจากการเสียสภาพของโปรตีน โดยกรด
ไขมันอิสระจะเขาไปจับกับโปรตีนไมโอไฟบริลลารโดยเฉพาะแอกโตไมโอซิน ทําใหโมเลกุล
โปรตีนลอมรอบไปดวยสวนที่ไมชอบน้ําเพิ่มขึ้น สงผลใหความสามารถในการสกัดของโปรตีน
ลดลง (Edith, 2004; Jaing and Lee, 2004) 
 การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของไขมันของหมึกกลวย (Thanonkaew et al., 2006b) 
และหมึกกระดอง (Thanonkaew et al., 2007) ซ่ึงแสดงจากคา Thiobarbituric acid reactive 
substances (TBARS) ที่สูงขึ้น และเปนไปในทางเดียวกันกับการเพิ่มขึ้นของคาสีเหลือง (b*) และ
สรุปวา ผลิตภัณฑจากการออกซิเดชั่นของไขมันและการเปลี่ยนแปลงสีของกลามเนื้อหมึกอาจเกิด
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จากปฏิกิริยาสีน้ําตาลโดยไมใชเอนไซมที่เกิดขึ้นระหวางสารประกอบแอลดีไฮดจากปฏิกิริยา     
ออกซิเดชั่นของไขมันในไมโครโซมของหมึกกลวยหรือผลิตภัณฑจากการออกซิเดชั่นของไขมัน
ในไลโบโซมของหมึกกระดองกับหมูเอมีนของฟอสโฟลิปด (phospholipids head groups) เกิดเปน
สารประกอบที่ซับซอนและมีสีเหลือง 

 
วัตถุประสงค 
 
 1.  เพื่อคัดเลือกปจจัยคุณภาพที่เหมาะสมในการบงชี้ถึงคุณภาพหรือความสดของหมึกกลวย 
และหมึกกระดอง ที่เก็บรักษาโดยการแชน้ําแข็ง และการแชเยือกแข็ง 

2. เพื่อศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเก็บรักษาหมกึในน้ําแข็งและในสภาพแชเยือกแข็งที่
ผูบริโภคสามารถยอมรับได 
3. เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงโปรตีนและโครงสรางจุลภาคซึ่งสงผลตอลักษณะเนื้อสัมผัสของ 

หมึกกลวย และหมึกกระดอง ที่เก็บรักษาโดยการแชน้ําแข็งและในสภาพแชเยือกแข็งในระยะเวลาที่
แตกตางกัน 
 
ขอบเขตของโครงการ 
 
 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางเคมี จุลินทรีย กายภาพ และทางประสาทสัมผัส
ของหมึกกลวย และหมึกกระดองที่เก็บรักษาโดยการแชน้ําแข็งและการแชเยือกแข็ง เพื่อพิจารณา
ระยะเวลาที่เหมาะสมในการเก็บรักษาในน้ําแข็ง รวมทั้งปจจัยคุณภาพทางตรงที่บงบอกความสด
หรือคุณภาพของหมึกทั้งสองสายพันธุ 
 

ประโยชนที่คาดวาไดรับ 
 

1.   ปจจัยคณุภาพที่ใชเปนเกณฑพิจารณาคุณภาพของหมึกกลวย และหมึกกระดอง 
2.   ระยะเวลาที่เหมาะในการเก็บรักษาหมกึกลวย และหมึกกระดอง ในน้ําแข็งและแชเยือกแข็ง 
3. ผลของการเปลี่ยนแปลงของโครงสรางจุลภาคที่มีตอเนื้อสัมผัสของหมึกกลวย และหมึก 

กระดอง ระหวางเก็บรักษาโดยการแชน้ําแข็ง และการแชเยือกแข็ง 
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บทที่ 2  

วัสดุอุปกรณและวิธีการ 

วัสดุ  

1. หมึกกระดอง (Sepia aculeata) ขนาด 80-150 กรัม/ตัว และหมึกกลวย (Photololigo  
duvaucelii) ขนาด 20-28 กรัม/ตัว จากทะเลฝงอาวไทย ระยะเวลาหลังจากการจับจนถึงฝงไมเกิน 48 
ช่ัวโมง นํามาบรรจุลังพลาสติกที่มีฉนวนโดยวางหมึกสลับน้ําแข็ง ในอัตราสวนน้ําแข็งตอหมึก 
เทากับ 2:1 (น้ําหนัก/น้ําหนัก) นําไปคณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทรภายใน 
1 ช่ัวโมง 

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

โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS), เบตา-เมอแคปโตเอธานอล, กลีเซอรอล, โบวีน- 
ซีรัมอัลบลูมิน, โปรตีนมาตรฐานน้ําหนักโมเลกุลสูง, โฟลีนฟนอล, โคแมสซีบลู R-250 จาก Sigma 
(St. Louis, MO, USA) กรดไฮโดรคลอริก, เอธานอล จาก Fisher Chemicals (Morris Plains, NJ, 
USA) อะคลีลามายด, แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต (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. เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง ยี่หอ Sartorius รุน Docu-pH meter, Goettingen, ประเทศ 

เยอรมันน ี
4. เครื่องวัดเนื้อสัมผัส (Texture Analyzer) ยี่หอ STABLE MICRO SYSTEM รุน TA-XT2i,  

Surrey, ประเทศอังกฤษ 
5. เครื่องวัดคาสี ยี่หอ HUNTER LAB รุน Color Flex, McLean, ประเทศสหรัฐอเมริกา 
6. เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร ยี่หอ SHIMADZU รุน UV-16001, Kyoto, ประเทศญี่ปุน 
7. กลองจุลทัศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (Scanning Electron Microscope) ยี่หอ JEOL รุน  
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JSM 5800 LV, Tokyo, ประเทศญี่ปุน 
8. เครื่องวัดอุณหภูมิ (Thermocouple) ยี่หอ UNION รุน UN-305A ประเทศอังกฤษ  
9. อุปกรณสําหรบัวิเคราะหทางเคมี 
10. อุปกรณสําหรบัวิเคราะหทางจุลินทรีย 
11. อุปกรณสําหรบัทดสอบทางประสาทสัมผัส 

วิธีการ  

1.  การศึกษาปจจัยคุณภาพที่ใชเปนดัชนีความสดของหมึกกลวย และหมึกกระดองที่เก็บรักษาโดย
การแชน้ําแข็ง 

เมื่อขนสงหมึกทั้งสองชนิดมาถึงหองปฏิบัติการคณะอุตสาหกรรมเกษตรแลว นํา
หมึกทั้งสองชนิดบรรจุในถังน้ําแข็ง โดยวางหมึกเปนชั้นสลับกับน้ําแข็งภายในถังน้ําแข็งชนิดมี
ฉนวน อัตราสวนน้ําแข็งตอหมึก 2:1 (น้ําหนัก/น้ําหนัก) ควบคุมอุณหภูมิภายในถังน้ําแข็งใหอยู
ระหวาง 0-4 องศาเซลเซียส โดยใชเครื่องวัดอุณหภูมิภายในถังน้ําแข็งและในสวนลําตัวของหมึกทั้ง
สองชนิด กําหนดความถี่ในการวัดอุณหภูมิทุกๆ 3 ช่ัวโมง ทําการเปลี่ยนน้ําแข็งและตรวจสอบการ
เปลี่ยนแปลงคุณภาพของเนื้อหมึกในสวนลําตัว ในวันที่ 0 และทุกๆ 2 วัน จนกระทั่งมีคุณภาพอยูใน
ระดับที่ไมยอมรับทางประสาทสัมผัส โดยวิธีการทดสอบคุณภาพโดยรวม (คะแนนระดับ 1 
(reject)) ดังนี้ 
 1.1 การวิเคราะหทางดานเคมี  
   โดยนําตวัอยางสวนลําตัวของหมึกทั้งสองชนิดที่เก็บรักษาทําการลอกหนังและ
นํามาวิเคราะหคาดังนี ้

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

- Trimethylamine nitrogen (TMA-N) ดวยวิธี Conway Unit ตามวิธีการ 
ทดสอบของ Hasegawa (1987) (ดังแสดงในภาคผนวก ก1) 

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

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

-  pH ดวยเครื่องพีเอชมิเตอร ตามวิธีการทดสอบของ Dublán-Garcia และ 
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คณะ (2005) (ดังแสดงในภาคผนวก ง4) 

1.2 การวิเคราะหทางจุลินทรีย 

 โดยนําตวัอยางสวนลําตัวของหมึกทั้งสองชนิดที่เก็บรักษาที่ไมทําการลอกหนัง
และนํามาวิเคราะหคาดังนี ้

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

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

1.3 การวิเคราะหทางกายภาพ 
 -  แรงเฉือนดวยเครื่อง Texture Analyzer รุน TA-XT2i ตามวิธีการทดลองของ 
Dublán-Garcia และคณะ (2005) โดยใช Warner-Blatzler Blade ตัดชิ้นเนื้อสวนตรงกลางลําตัวของ
หมึกสดทั้งสองชนิดที่ทําการลอกหนังตามแนวตั้งฉากกับเสนใยกลามเนื้อ (ดังแสดงในภาคผนวก ง
5) 
 - คาสี โดยระบบ L*a*b* ดวยเครื่อง Hunter Lab โดยวดัสวนของลําตัวดานหลังที่
ทําการลอกหนังโดยสุมตําแหนงที่วดัคา 5 จุด (ดังแสดงในภาคผนวก ง3) 

- Expressible drip ตามวิธีการทดสอบของ Hasegawa (1987) โดยตดัชิ้นเนื้อสวน 
ลําตัวของหมึกทั้งสองชนิดที่ทําการลอกหนัง (ดังแสดงในภาคผนวก ง1) 

1.4 การทดสอบทางประสาทสัมผัส 
1.4.1 การฝกฝนผูทดสอบ 

1.4.1.1 อธิบายวัตถุประสงค บทบาทของผูทดสอบ วิธีการที่นํามาใชในการ 
ทดสอบคํานิยามและขั้นตอนของการประเมินคุณลักษณะตางๆ ของหมึกกลวยและหมึกกระดองที่
จะทําการประเมินใหผูทดสอบทราบและทําความเขาใจใหตรงกัน 
     1.4.1.2 ทําการฝกฝนใหผูทดสอบมีความคุนเคยกับตัวอยาง โดยใชตัวอยางหมึก
กลวยและหมึกกระดองที่เก็บรักษาในระยะเวลาตางๆ เพื่อสังเกตลักษณะที่ปรากฏในตัวอยาง เชน 
ลักษณะปรากฏ/สี และเนื้อสัมผัส เปนตน และการเปลี่ยนแปลงของกลิ่น รวมทั้งการใชกล่ิน
มาตรฐาน ซ่ึงเปนกลิ่นที่พบในหมึกทั้งสองชนิดในระหวางในเก็บรักษาจนเกิดการเสื่อมเสีย ดังนี้ 
กล่ินน้ําทะเล (briny) กลิ่นแตงกวา (cucumber) กล่ินโลหะ (metallic) กล่ินกลองกระดาษ 
(cardboard) กล่ินออกซิไดซ (oxidize) กล่ินเปรี้ยว (sour) กล่ินเหม็นหืน (rancid) กล่ินกะหล่ําปลี 
(turnipy) กล่ินแอมโมเนีย (ammonia) และกลิ่นเนาเสีย (putrid) (U.S. Food and Drug 
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Administration, 2005) ฝกฝนจนกระทั่งผูทดสอบสามารถบอกกลิ่นที่ปรากฏได จากนั้นใหผู
ทดสอบประเมินตัวอยางเพื่อทดสอบความถูกตองและมีความแมนยําในการประเมินมากขึ้น ซ่ึงจะ
ทําการฝกฝนและประเมินอาทิตยละ 2 คร้ังเปนเวลา 1 เดือน 
 1.4.1.3 ทดสอบความแมนยําในการประเมินของผูทดสอบโดยผูทดสอบแตละคนมี
คะแนนเฉลี่ยไมแตกตางกันมากหรือมีคาเบี่ยงเบนมาตรฐานต่ําและมแีนวโนมการใหคะแนนเปนไป
ในทิศทางเดยีวกัน 
 1.4.2 วิธีการทดสอบ 
 ใชผูทดสอบที่ผานการฝกฝน 12 คน ประเมินคุณภาพหมึกสดทั้งตัว (ตัวอยางละ   
8-10 ตัว) จากลักษณะของสวนตางๆ  

- ผิวหนัง (skin) โดยตรวจสอบความสมบูรณของผิวหนัง 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) โดยใชวิธีการทดสอบ ดังนี ้
 1.4.2.1 Quality index method (QIM) ตามวิธีการทดสอบของ Vaz-Piras และ Seixas (2006) 
โดยเกณฑการประเมินและแบบการประเมิน ดังภาคผนวก ฉ1-3 
 1.4.2.2 การทดสอบคุณภาพโดยรวม ตามวิธีการทดสอบของ Lawless และ Heymann 
(1999) โดยพิจารณาสี ลักษณะปรากฏ กล่ินและเนื้อสัมผัส ทั้งสวนหัวและสวนลําตัวของหมึกทั้ง
สองสายพันธุ   

1.5 การวิเคราะหคาสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธระหวางคุณภาพทางตรงและทางออม 
นําขอมูลทางการตรวจสอบคุณภาพประสาทสัมผัสทั้ง 2 วิธี กับการตรวจสอบ

คุณภาพทางเคมี และการตรวจสอบทางกายภาพมาวิเคราะหคาสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ (r) โดย
คัดเลือกปจจัยคุณภาพที่มีคา r สูงสุด (มีคาเขาใกล 1) เพื่อใชเปนดัชนีคุณภาพที่บงบอกความสดของ
หมึกที่เก็บรักษาโดยการแชน้ําแข็ง และสามารถกําหนดอายุการเก็บรักษาโดยพิจารณาคะแนนจาก
การทดสอบคุณภาพโดยรวมที่ต่ํากวา 6 (unacceptable) จากนั้นนําคาปจจัยคุณภาพดังกลาวมาแสดง
กราฟความสัมพันธ พรอมทั้งแสดงสมการทางคณิตศาสตรสําหรับทํานายคาคุณภาพดังกลาว 
ตลอดจนคาเบี่ยงเบนมาตรฐานของกราฟตามวิธีของ Rees (1995) (ดังแสดงวิธีคํานวณในภาคผนวก 
ซ) 
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2. การศึกษาการเปลี่ยนแปลงโปรตนีและโครงสรางจุลภาคของเนื้อหมึกระหวางการเก็บรักษาโดย
การแชน้ําแข็ง 

นําหมึกที่เก็บรักษาเชนเดียวกับขอ 1 ทําการวิเคราะหคุณภาพ ในวันที่ 0 และทุกๆ 
4 วันจนกระทั่งมีคุณภาพอยูในระดับที่ไมยอมรับทางประสาทสัมผัส โดยวิธีการทดสอบคุณภาพ
โดยรวม (คะแนนระดับ 1 (reject)) ดังนี้ 
 2.1 การวิเคราะหทางดานเคมี 
 - การตรวจสอบรู ปแบบโปรตี นไมโอไฟบริ ลโดยวิ ธี อิ เ ล็ กโทรโฟรี ซี ส                                              
(Sodium Dodecylsulfate-Polyacrylamide Gel  Electrophoresis ,  SDS-PAGE) 
ดัดแปลงจากวิ ธีของ  Laemmli  (1970) (ดังแสดงในภาคผนวก  ก7) 
 -  การวิเคราะหโครงสรางระดับจุลภาคของกลามเนื้อ โดยใชอิเล็กตรอนแบบสอง
กราด (Scanning Electron Microscope, SEM) ตามวิธีของ Dublán-Garcia และคณะ (2006) โดยนํา
ตัวอยางเนื้อสวนลําตัวทั้งดานหนาและหลัง อยางละ 2 ช้ิน เพื่อดูลักษณะเสนใยกลามเนื้อในแนว
ตัดขวางของสวนลําตัว (ดังแสดงในภาคผนวก ค) 
      2.2 การวิเคราะหทางกายภาพ 
  แบงหมึกเปนสองสวน สวนแรกเปนหมึกสด และสวนที่ 2 นํามาตมในอางน้ํา
ควบคุมอุณหภูมิ โดยใหสวนลําตัวมีอุณหภูมิจุดกึ่งกลางชิ้น 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 
จากนั้นทําใหเย็นทันทีดวยน้ําผสมน้ําแข็ง และวัดคาแรงเฉือนดวยเครื่อง Texture Analyzer รุน    
TA-XT2i เชนเดียวกับขอ 1.3  

2.3 การทดสอบเนื้อสัมผัสโดยวธีิทดสอบทางประสาทสัมผสั 
การทดสอบใชวิธี Multisample Difference Test ตามวิธีการทดสอบของ  

Meilgaard และคณะ (1999) ใชผูทดสอบที่ผานการฝกฝน 12 คน ทําการฝกฝนใหผูทดสอบมี
ความคุนเคยกับตัวอยางโดยใชมือสัมผัสความแนนเนื้อของหมึกกลวยและหมึกกระดองที่เก็บรักษา
ในวันตางๆ และสังเกตลักษณะที่เปลี่ยนแปลงในระหวางการเก็บรักษา เชน ความยืดหยุน ความ
แนนแข็ง และความออนนิ่ม เปนตน (ดังแสดงในภาคผนวก ฉ5) 

3.  การศึกษาปจจัยคุณภาพที่ใชเปนดัชนีความสดของหมึกกลวย และหมึกกระดองที่เก็บรักษาโดย
การแชเยือกแข็ง 

นําหมึกที่ผานการลางดวยสารละลายคลอรีนเขมขน 50 ppm จากนั้นบรรจุในถาด
อะลูมิเนียมขนาด 26x34x7 เซนติเมตร และเติมสารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขนรอยละ 3 

 



 

35 35 

จนเต็มถาด โดยแบงหมึกทั้งสองสายพันธุเปน 2 สวน สวนที่ 1 ทําการแชเยือกแข็งโดยวิธีแบบลม
เย็น (Air-blast) ที่อุณหภูมิ -35 องศาเซลเซียส สวนที่ 2 ทําการแชเยือกแข็งโดยวิธีแผนสัมผัส 
(Contact plate) แบบแนวนอน ที่อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส โดยจะทําการบันทึกอุณหภูมิขณะแช
เยือกแข็ง และเวลาที่ใชในการแชเยือกแข็งจนกระทั่งถึงอุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส เพื่อนํามาหา
อัตราการแชเยือกแข็งของแตละวิธี (ดังแสดงในภาคผนวก ช) จากนั้นบรรจุใสถุงพลาสติกชนิด    
โพลีเอทิลีนและเก็บรักษาทั้งสองสวนไวที่อุณหภูมิ -18+1.3 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 6 เดือน 
โดยนําตัวอยางหลังแชเยือกแข็งและตัวอยางเก็บรักษาทุกๆ 1 เดือน มาทําการละลายโดยให
น้ําประปาไหลผานจนเนื้อหมึกมีอุณหภูมิ 0-2 องศาเซลเซียส เก็บรักษาตัวอยางไวในน้ําแข็ง
จนกระทั่งนําไปวิเคราะห คุณภาพทางดานตางๆ ของเนื้อหมึกในสวนลําตัว ดังนี้  

 

3.1 การวิเคราะหทางดานเคม ี
          โดยนําตวัอยางสวนลําตัวของหมึกทั้งสองชนิดที่เก็บรักษาทําการลอกหนังและ
นํามาวิเคราะหคาดังนี ้

- pH ดวยเครื่องพีเอชมิเตอร เชนเดียวกับ 1.1 
- Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)โดยวิธีการทดสอบของ  

Buege และ Aust (1978) (ดังแสดงในภาคผนวก ก3) 
- ฟอรมัลดีไฮดอิสระ (free formaldehyde) ตามวิธีการทดสอบของ Nash (1953) 

 (ดังแสดงในภาคผนวก ก2) 
- การละลายของโปรตีน (protein solubility) โดยดัดแปลงวิธีวิธีการทดสอบของ 

Chawla และ คณะ (1996) (ดังแสดงในภาคผนวก ข) 
      3.2 การวิเคราะหทางกายภาพ 
  - การวิเคราะหโครงสรางระดับจุลภาคของกลามเนื้อ ดวย SEM เชนเดียวกับ 2.1 
 (โดยจะทําการตรวจสอบทุก 2 เดือน)   

- แรงเฉือนดวยเครื่อง Texture Analyzer รุน TA-XT2i ตามวิธีการทดลองของ 
Dublán- Garcia และคณะ (2005) โดยใช Warner-Blatzler Blade เชนเดียวกับขอ 1.3  

- คาสี โดยระบบ L*a*b* ดวยเครื่อง Hunter Lab โดยวัดสวนของลําตัวดานหลัง 
ที่ที่ทําการลอกหนังโดยสุมตําแหนงทีว่ัดคา 5 จุด  

-  Expressible drip ตามวิธีการทดสอบของ Hasegawa (1987) เชนเดยีวกบั 1.3 
  -  Free drip ตามวิธีการทดสอบของ Hasegawa (1987) (ดงัแสดงในภาคผนวก ง1) 
                           - Cooking loss ตามวิธีของ Jatuphong และคณะ (2000) (ดังแสดงในภาคผนวก ง2) 
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       3.3 การวิเคราะหทางประสาทสัมผัส 
                         ทําการตรวจสอบเชนเดียวกับขอ 1.4 จากนั้นนําขอมูลทางการตรวจสอบคุณภาพ
ประสาทสัมผัสทั้ง 2 วิธีกับการตรวจสอบคุณภาพทางจุลินทรีย ทางเคมี และการตรวจสอบทาง
กายภาพมาวิเคราะหคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (r) เชนเดียวกับขอ 1.5  

4.  การวิเคราะหทางสถิต ิ

 ทําการวิเคราะหผลทางดานสถิติ ซ่ึงจะทําการทดลองทั้งหมด 3 ซํ้า โดยวาง
แผนการทดลองแบบสุมตัวอยางสมบูรณ (Completely randomized design, CRD) วิเคราะหความ
แปรปรวน ANOVA และวิเคราะหความแตกตางของคาเฉลี่ย โดย Duncan’s Multiple Range Test 
(DMRT) และหาคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (r) ระหวางคะแนนการทดสอบทางประสาทสัมผัสกับ
คาคุณภาพดานอื่นๆ ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS for Window Ver. 10.0 
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บทที่ 3 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 

1.  การศึกษาปจจัยคุณภาพที่ใชเปนดัชนีความสดของหมึกกลวย และหมึกกระดองที่เก็บรักษาโดย
การแชน้ําแข็ง 

1.1 การวิเคราะหทางดานเคมี 
1.1.1 การเปลี่ยนแปลงของคาเพปไทดที่ละลายไดในกรดไตรคลอโรอะซิติก 

 คา เพปไทดที่ละลายไดในกรดไตรคลอโรอะซิติกของหมึกกลวยและ
หมึกกระดองในระหวางการเก็บรักษาในน้ําแข็งแสดงดัง Figure 9 คาเพปไทดที่ละลายไดใน
กรดไตรคลอโรอะซิติกของหมึกกลวยมีคาสูงกวาหมึกกระดอง โดยมีคาเริ่มตนเทากับ 0.5 และ      
0.2 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง ตามลําดับ ซ่ึงอาจจะเกิดจากความแตกตางขององคประกอบโปรตีน
ในแตละสายพันธุ โดย Ruiz-Capillas และคณะ (2002) พบวาปริมาณของกรดอะมิโนอิสระทั้งหมด
ในสัตวน้ํามีปริมาณแตกตางกันขึ้นอยูกับชนิดของสัตวน้ํา จาก Figure 9 พบวาคาเพปไทดที่ละลาย
ไดในกรดไตรคลอโรอะซิติกของหมึกทั้งสองชนิดเพิ่มขึ้นตลอดอายุการเก็บรักษา 16 วัน (p<0.01) 
ซ่ึงเกิดจากการไฮโดรไลซิสของพันธะเพปไทดในระหวางการเก็บรักษาในน้ําแข็ง นอกจากนี้คา
ดังกลาวที่พบในหมึกกลวยเพิ่มขึ้นสูงกวาเมื่อเปรียบเทียบกับหมึกกระดอง แสดงวาหมึกกลวย
มีกิจกรรมของเอนไซมโปรติเนสและมีจํานวนของจุลินทรียที่สูงกวา (แสดงดัง Figure 12) จึงสงผล
ใหมีการยอยสลายของโปรตีนที่สูงกวา โดยหลังการตายของ cephalopods จะมีการยอยสลายของ
โปรตีนอยางรวดเร็ว ซ่ึงเกิดจากเอนไซมภายในกลามเนื้อและจากจุลินทรีย โดยเอนไซมที่มีกิจกรรม
สูงทําใหระดับไนโตรเจนจากกลามเนื้อเพิ่มขึ้น มีผลชวยใหจุลินทรียที่ทําใหเกิดการเสื่อมเสียเจริญ
และมีการเนาเสียอยางรวดเร็ว (Vaz-Pires and Barbosa, 2004) Hurtado และคณะ (1999) พบวา 
สาเหตุสําคัญของการยอยสลายโปรตีนกลามเนื้อของหมึกสายเกิดจากเอนไซมโปรติเนส และมี
กิจกรรมการยอยสลายสูงกวาที่พบในปลาสายพันธุตางๆ ผลที่ไดจากการศึกษานี้สอดคลองกับ
การศึกษาในกุงขาว (white shrimp) กุงกุลาดํา (black tiger shrimp) (Sriket et al., 2007) และปลา
ปากคม (Lizard fish) (Benjakul et al., 2003) ซ่ึงพบวาปริมาณเพปไทดที่ละลายไดในกรดไตรคลอ
โรอะซิติกและกรดอะมิโนเพิ่มขึ้น รวมทั้งในหมึกกลวย (Loligo plei) (Lapa-Guimarães et al., 
2005) ที่พบวา การเพิ่มขึ้นของปริมาณไนโตรเจนที่ไมใชโปรตีนและปริมาณไนโตรเจนของกรด   
อะมิโนอิสระ (free amino acid nitrogen, FAA-N) ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาในน้ําแข็ง 
เนื่องมาจากเอนไซมที่ยอยสลายโปรตีนภายในกลามเนื้อหรือจากจุลินทรีย 
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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 ปริมาณของดางที่ระเหยทั้งหมด และ
แอมโมเนีย  
 การเปลี่ยนแปลงของไตรเมทิลเอมีนไนโตรเจน (trimethylamine nitrogen, TMA-
N) ปริมาณของดางที่ระเหยไดทั้งหมด (total volatile basic nitrogen, TVB-N) และแอมโมเนียของ
หมึกกลวยและหมึกกระดองในระหวางการเก็บรักษาในน้ําแข็ง เปนระยะเวลา  16 วัน  
แสดงดัง  Figure 10 (a,  b และ  c)  พบวาปริมาณของ  TMA-N ในหมึกกลวยและหมึก
กระดองมีการเปลี่ยนแปลงเล็กนอยตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา  6 วัน  และเพิ่มขึ้นอยาง
รวดเร็วหลังจากวันที่ 6 ของการเก็บรักษา (p<0.05) โดยมีคาเพิ่มมากกวา 1 มิลลิกรัมหลังจากวันที่ 
10 และ 12 ของการเก็บรักษา ตามลําดับ สอดคลองกับการศึกษาของ Lapa-Guimarães และคณะ 
(2005) ที่พบวา ปริมาณของไตรเมทิลเอมีน (TMA) ในหมึกกลวย (Loligo plei) จะเพิ่มขึ้นหลังจาก
วันที่ 12 ของการเก็บรักษา Stanley และ Hultin (1982); Iida และคณะ (1992); Ruiz-Capillas และ
คณะ (2002) พบวา TMA-N ของ cephalopods ที่วิเคราะหทันทีหลังจากการจับมีคาเทากับหรือต่ํา
กวา 1 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอ 100 กรัมตัวอยาง ซ่ึงระดับดังกลาวสามารถบงชี้ถึงความสดของ 
cephalopods ได นอกจากนี้ปริมาณของ TMA-N จะขึ้นอยูกับความแตกตางของตัวอยางที่ทําการศึกษา เชน 
ถ่ินที่อยูอาศัย เพศ ชวงอายุ เปนตน (Ruiz-Capillas et al., 2002) อยางไรก็ตาม TMA-N มีคาเพิ่มขึ้น
อยางชัดเจนหลังจากเก็บรักษาเปนเวลา 12 วัน ซ่ึงเกิดจากการสลายตัวของไตรเมทิลเอมีนออกไซด
ไนโตรเจน (TMAO-N) ไปเปน TMA โดยเอนไซมไตรเมทิลเอมีนออกไซดรีดักเตสจากจุลินทรียที่
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ชอบอุณหภูมิต่ําในระหวางการเก็บรักษาในน้ําแข็ง ซ่ึง TMA ที่เกิดขึ้นจะทําใหเกิดกล่ินและกลิ่นรส
ที่ผิดปกติ (Gram and Huss, 1996) การเปลี่ยนแปลงของ TMA มีความสัมพันธกับการเพิ่มขึ้นของ   
จุลินทรียที่ชอบอุณหภูมิต่ํา ผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาการเนาเสียของหมึกกลวยและหมึกกระดอง
เกิดจากจุลินทรียที่มีกิจกรรมรีดิวซไตรเมทิลเอมีนออกไซด  (TMA-O) สูงขึ้นตลอดระยะเวลาการ
เก็บรักษา 
 ปริมาณของดางทั้งหมดที่ระเหยไดของหมึกกลวยเพิ่มขึ้นหลังจากเก็บรักษาใน
น้ําแข็ง เปนเวลา 6 วัน (p<0.05) ขณะที่หมึกกระดองเพิ่มขึ้นตั้งแตชวงเริ่มตนของการเก็บรักษาและ
จะเพิ่มชัดเจนหลังจาก 12 วัน (p<0.05) ปริมาณดางที่ระเหยไดสามารถใชเปนอินดิเคเตอรของการ
เสื่อมเสียมากกวาที่จะใชเปนดัชนีความสด (Yamanaka et al., 1987; Ohashi et al., 1991; Civera et 
al., 1999; Lapa-Guimarães et al., 2005) เมื่อพิจารณาจากคา TMA-N และ TVB-N จะเห็นวาหมึก
กลวยและหมึกกระดองที่เก็บรักษาเปนระยะเวลา 16 วัน ยังอยูในเกณฑที่ผูบริโภคยอมรับไดโดยมี
คาปริมาณ TMA-N เทากับ 3.30 และ 3.46 มิลลิกรัมตอ 100 กรัมตัวอยาง และ TVB-N เทากับ 8.57 
และ 12.77 มิลลิกรัมตอ 100 กรัมตัวอยาง ตามลําดับ TMA ของปลาและพวกสัตวน้ําจําพวกมีเปลือก 
(shellfish) เชน หอย กุง ปู จะจํากัดระดับไมเกิน 5 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอ 100 กรัม (Hebard et al., 
1982) Ke และคณะ (1984) ไดเสนอการจัดระดับคุณภาพของ cephalopod ตามปริมาณ TVB-N โดย
ปริมาณที่สูงกวา 45 มิลลิกรัมตอ 100 กรัมตัวอยาง จัดอยูในเกณฑที่ไมสามารถยอมรับได ขณะที่ใน
ตลาดประเทศญี่ปุนจัดเกณฑปริมาณ TVB-N ที่คาเพียง 15 มิลลิกรัมตอ 100 กรัมตัวอยาง (Ruiz-
Capillas et al., 2002)  
 Figure 10a แสดงใหเห็นวาปริมาณแอมโมเนียของทั้งสองตัวอยางเพิ่มขึ้นเมื่อ
ระยะเวลาการเก็บเพิ่มขึ้น และเพิ่มขึ้นอยางชัดเจนหลังจากวันที่ 14 ของการเก็บรักษา (p<0.05) ผล
การศึกษานี้สอดคลองกับการศึกษาของ Licciardello และคณะ(1985 อางโดย Paarup et al., 2002) 
และ Paarup และคณะ (2002) ซ่ึงพบวาแอมโมเนียในหมึกกลวย Loligo pealei และ Todaropsis 
eblanae มีคาเพิ่มขึ้นตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาในน้ําแข็ง และเพิ่มขึ้นอยางชัดเจนในชวงสุดทาย
ของการเก็บรักษา ผลที่ไดสอดคลองในทิศทางเดียวกับคา TVB-N (Figure 10b) โดย TVB-N 
ประกอบดวย TMA DMA และแอมโมเนียซ่ึงเปนสารประกอบที่เกี่ยวของกับกลิ่นที่ไมพึงประสงค
ของสัตวน้ํา (Okuzumi and Fuji, 2000) Lapa-Guimarães และคณะ (2005) รายงานวา หมึกกลวย
ทางการคามีปริมาณแอมโมเนีย 17.1 มิลลิกรัมของแอมโมเนียไนโตรเจนตอ 100 กรัม คิดเปนรอย
ละ 88.6 ของปริมาณ TVB-N และ Leblanc และ Gill (1984) รายงานวา แอมโมเนียสามารถใชเปน
ดัชนีคุณภาพที่ดีสําหรับหมึกกลวย (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 การเปลี่ยนแปลงของคาพีเอช 
 การเปลี่ยนแปลงของคาพีเอชแสดงดัง Figure 11 จะเห็นวาคาพีเอชเปลี่ยนแปลง
เล็กนอยในระหวางการเก็บรักษาโดยสอดคลองกับการศึกษาของ Ohashi และคณะ (1991) ซ่ึงพบวา
การเปลี่ยนแปลงของคาพีเอชของหมึกกลวย (common squid) ที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 5 และ 10 องศา
เซลเซียสคาพีเอชเพิ่มขึ้นเพียงเล็กนอยในชวงแรกที่เก็บรักษา ขณะที่คาพีเอชของตัวอยางที่เก็บรักษา
ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียสมีคาคงที่ Ramirez-Suarez และคณะ (2008) พบวาหมึกกลวย (Dosidicus 
gigas) ที่เก็บรักษาที่ 0 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 วันมีคาพีเอชคงที่เชนกัน Ando และคณะ (1999) 
พบวาไมมีการเปลี่ยนแปลงของระยะหลังการเกร็งตัวของหมึกกลวย (Loligo bleekert) ชัดเจน ทั้งนี้
อาจจะเกิดจากองคประกอบบางชนิดในกลามเนื้อหมึกที่มีคุณสมบัติเปนบัฟเฟอร ไดแก TMA-O 
โดยในหมึกจะมีปริมาณสูงถึง 75-250 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอ 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 การวิเคราะหทางดานจุลินทรีย  
 1.2.1 ปริมาณจุลินทรียทั้งหมดและจุลินทรียที่ชอบอุณหภูมิต่ํา 

ผลการวิเคราะหปริมาณจุลินทรียทั้งหมดและจุลินทรียที่ชอบอุณหภูมิต่ําแสดงดัง 
Figure 12 (a และ b) จํานวนจุลินทรียทั้งหมดของหมึกกลวยและหมึกกระดองเพิ่มขึ้นจาก 
1.7x102cfu ตอกรัม และ 1.1x102cfu ตอกรัม ในชวงเริ่มตนของการเก็บรักษา ไปเปน 2.8x104cfu ตอ
กรัม และ 1.8x104cfu ตอกรัม ในวันที่ 16 ตามลําดับ (Figure 12a) จํานวนจุลินทรียที่ชอบอุณหภูมิต่ํา
ในหมึกกลวยและหมึกกระดองเพิ่มขึ้นจาก 7.0x101cfu ตอกรัม และ 4.5x101cfu ตอกรัม ในวันที่ 0 
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ของการเก็บรักษาเพิ่มเปน 5.2x104 cfu ตอกรัม และ1.1x105cfu ตอกรัม ตามลําดับ หลังจากการเก็บ
รักษาเปนระยะเวลา 16 วัน (Figure 12b) จาก Figure 12 จะเห็นวาปริมาณของจุลินทรียทั้งหมดและ         
จุลินทรียที่ชอบอุณหภูมิต่ําในหมึกทั้งสองชนิดอยูในชวง 104-105cfu ตอกรัม หลังจากเก็บรักษา 16 
วัน เมื่อพิจารณาจุดไมยอมรับทางประสาทสัมผัส (Figure 15) พบวาหมึกกลวยและหมึกกระดองมี
อายุการเก็บรักษาที่ 6 วัน และมีจํานวนจุลินทรียทั้งหมดและจุลินทรียที่ชอบอุณหภูมิต่ําเพียง 
2.3x102cfu ตอกรัม และ 2.5x102cfu ตอกรัม ตามลําดับ สอดคลองกับการศึกษาของ Vaz-Pires และ 
Barbosa (2004) ที่พบวาหมึกสาย (Octopus vulgaris) ที่เก็บรักษาในน้ําแข็งเปนระยะเวลา 8 วัน ซ่ึง
อยูในระดับที่ปฏิเสธทางประสาทสัมผัส มีปริมาณของจุลินทรียทั้งหมด 105-106cfu ตอลูกบาศก
เซนติเมตร ซ่ึงมีปริมาณจุลินทรียทั้งหมดมีนอยกวาในปลาที่เสื่อมเสีย (Hurtado et al., 1999; Vaz-
Pires and Barbosa, 2004) และอยูในระดับที่ปฏิเสธ (rejection) โดยทั่วไปมีจํานวนจุลินทรียที่ทําให
เกิดการเนาเสียอยูในชวง 107-109cfu ตอกรัม (Huss et al., 1997; Olafsdóttir et al., 1997; Vaz-Pires 
and Barbosa, 2004) นอกจากนี้ใหผลสอดคลองกับ cephalopod ชนิดอื่นๆ เชน หมึกกลวย (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 การวิเคราะหทางดานกายภาพ 

1.3.1 การเปลี่ยนแปลงของปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อ 
การเปลี่ยนแปลงคาปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อของหมึกกลวยและหมึก

กระดองที่เก็บรักษาในน้ําแข็งแสดงดัง Figure 13 คาปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อของหมึก
ทั้งสองชนิดเพิ่มขึ้นตลอดการเก็บรักษา  (p<0.05) คาที่ เพิ่มสูงขึ้นนั้นบงบอกถึงการสูญเสีย
ความสามารถในการอุมน้ําของกลามเนื้อในระหวางการเก็บรักษา ซ่ึงอาจเกิดการยอยสลายของ
โปรตีนบางสวนที่เกิดจากการยอยสลายตัวเอง อาจสงเสริมตอการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของ
โปรตีน ทําใหหมูที่ชอบน้ําของโปรตีนออกสูภายนอกมากขึ้นและเกิดการเสียสภาพ ซ่ึงสงผลใหเกดิ
การสูญเสียน้ําในโครงสรางกลามเนื้อ (Sriket, 2007) นอกจากนี้ความสามารถในการอุมน้ําของ
กลามเนื้อยังสัมพันธกับโครงขายไมโอไฟบริล รวมทั้งการเปลี่ยนแปลงของเอนไซมที่ยอยโปรตีน
ในระหวางการเก็บรักษา โดยสงผลตอคุณสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีนในเนื้อสด (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 การเปลี่ยนแปลงของคาแรงเฉือน 
คาแรงเฉือนของหมึกกลวยและหมึกกระดองที่เก็บรักษาในน้ําแข็งแสดงดัง Figure 

14 หมึกทั้งสองชนิดมีคาแรงเฉือนลดลงอยางชาๆ ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา (p<0.05) คาแรง
เฉือนของหมึกกระดองสูงกวาหมึกกลวย ที่เปนเชนนี้เนื่องจากเนื้อของหมึกกระดองมีความหนากวา
หมึกกลวย Ochiai และคณะ (1985); Sato และคณะ (1986); Hatae และคณะ (1986); Olaechea และ
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คณะ (1993); Ando และคณะ (1999) รายงานวา ความแนนเนื้อของกลามเนื้อสัตวน้ํามีความสัมพันธ
กับคอลลาเจนซึ่งเปนสวนประกอบหลักของเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน ผลการทดลองนี้สอดคลองกับการเพิ่มขึ้น
ของคาเพปไทดที่ละลายไดในกรดไตรคลอโรอะซิติก (Figure 9) ซ่ึงแสดงใหเห็นวากลามเนื้อหมึก
กลวยและหมึกกระดองมีเนื้อสัมผัสนิ่มลง เนื่องจากการยอยสลายของกลามเนื้อโปรตีนและการ
เปลี่ยนแปลงของเสนใยกลามเนื้อ (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 การเปลี่ยนแปลงคาสี 
 Table 9 และ 10 แสดงการเปลี่ยนแปลงของคา L* a* และ b* ของลําตัวหมึกกลวย
และ หมึกกระดองที่ทําการลอกหนัง พบวาคา L* ซ่ึงแสดงคาความสวางของหมึกทั้งสองชนิดมีคา
ลดลงตลอดระยะเวลาของการเก็บรักษา ขณะที่คา a* แสดงคาสีแดง-สีเขียว เพิ่มขึ้นอยางชาๆ และมี
คาสูงขึ้นอยางมากในชวงสุดทายของการเก็บรักษา (p<0.05) คา b* ซ่ึงแสดงคาสีเหลือง-สีน้ําเงินใน
หมึกกลวยมีแนวโนมลดลง ขณะที่หมึกกระดองมีการเปลี่ยนแปลงเล็กนอย เมื่อส้ินสุดการเก็บรักษา 
(p<0.05) คา a* ของหมึกกลวยมีคาสูงกวาหมึกกระดอง ซ่ึงแสดงใหเห็นวา เนื้อหมึกกลวยมีการติด
สีแดงเพิ่มขึ้น ขณะที่เนื้อหมึกกระดองเปลี่ยนเปนสีเหลืองในระหวางการเก็บรักษา Lapa-Guimarães 
และคณะ (2002) พบวา หมึกกลวย (Loligo plei) ที่เก็บรักษาในน้ําแข็งมีความเขมของสีแดงและสี
เหลืองที่บริเวณลําตัวเพิ่มขึ้นตลอดการเก็บรักษา การลดลงของความขาวและการเกิดสีแดงสามารถ
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บงบอกถึงคุณภาพของหมึกกลวยที่ลดลง (Ke et al., 1984; Hincks and Stanley, 1985; Lakshmanan 
et al., 1993; Lapa-Guimarães et al., 2002) โดยหมึกกลวยเริ่มเปลี่ยนเปนสีชมพู หลังเก็บรักษาใน
น้ําแข็ง 4 วัน และมีการยอมติดสีแดงเพิ่มขึ้นอยางชัดเจนหลังจากเก็บรักษา 16 วัน อาจจะเกิดจาก
กิจกรรมของเอนไซมภายในเนื้อหมึกและจากจุลินทรียบนผิวหนัง สามารถยอยสลายถุงเม็ดสีที่อยู
บนผิวหนังแลวปลดปลอยเม็ดสีใหยอมติดบนลําตัวของหมึกกลวย (Lapa-Guimarães et al., 2002; 
Vaz-Pires et al., 2008) ซ่ึงผิวหนังของหมึกประกอบดวยเม็ดสี เชน สีดํา สีแดง หรือสีเหลือง ถุงเม็ด
สีเหลานี้จะกระจายอยูทั่วไป ทั้งสวนลําตัว หนวด หัว และครีบของหมึก สามารถขยายหรือหดตวัได
โดยการควบคุมของระบบประสาท ภายหลังจากการตายเสนประสาทจะหยุดทํางานทําใหจุดสีขยาย
ใหญขึ้น ประกอบกับการเพิ่มขึ้นของปริมาณดางที่ระเหยไดทั้งหมด (Figure 10b) มีผลทําใหเม็ดสี
เปลี่ยนเปนสีแดงปนมวงในระหวางการเก็บรักษา (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 เปนกราฟแสดงความสัมพันธของดัชนีคุณภาพสําหรับหมึก
กลวยและหมึกกระดองกับระยะเวลาการเก็บรักษา ตามลําดับ กราฟดังกลาวมีความสัมพันธแบบ  
เอ็กโพแนนเซียล ซ่ึงมีคาความสัมพันธเชิงเสน (R2) เทากับ 0.975 และ 0.971 สําหรับหมึกกลวยและ
หมึกกระดอง ตามลําดับ ขณะที่ QIM ของหมึกสาย (Octopus vulgaris) (Lapa-Guimarães et al., 
2004) หมึกกลวย (Illex coindetii) และหมึกกระดอง (Sepia officinalis) (Vaz-Pires and Seixas, 
2006) แสดงความสัมพันธเชิงเสนตรงซึ่งมีคา R2 เทากับ 0.99 ความแตกตางที่เกิดขึ้นนั้นคงเกิดจาก
ความแตกตางของลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ cephalopod แตละชนิด โดย Luten และ 
Martinsdóttir (1997 อางโดย Vaz-Pires and Seixas 2006) กลาววา คะแนนของ QIM เปนคะแนน
รวมของคุณภาพทางประสาทสัมผัสจะตองมีความสัมพันธเปนเสนตรงกับระยะเวลาการเก็บรักษา
น้ําแข็ง และสามารถใชในการทํานายอายุการเก็บรักษาได ซ่ึงสอดคลองกับ Dalgaar (2000 อางโดย 
Barbosa and Vaz-Pires 2004) กลาววา ความชันของคะแนน QIM สามารถสรางเปนสมการทาง
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คณิตศาสตรเพื่อใชทํานายอายุการเก็บรักษาสําหรับผลของอุณหภูมิมีตออายุของผลิตภัณฑ และยัง
สามารถบอกถึงระยะเวลาที่เหลือที่ยังคงเก็บรักษาในน้ําแข็งได โดยการลบจํานวนวันที่เก็บรักษากับ
ระยะเวลาทั้งหมดที่เก็บรักษาจนกระทั่งปฏิเสธ แตสําหรับการทดลองนี้ ไดนํา QIM ที่ใชการ
ตรวจสอบความสดของหมึกกลวย (Illex coindetii) (Vaz-Pires and Seixas, 2006) และหมึกกระดอง 
(Sepia officinalis) (Vaz-Pires and Seixas, 2006) มาใชจึงทําใหกราฟคะแนนที่ไดไมเปนเสนตรง 
หากตองการนํา QIM มาใชสําหรับทํานายอายุการเก็บรักษาของหมึกกลวย (Photololigo duvaucelii) 
และหมึกกระดอง (Sepia aculeata) ที่ใชในการวิจัยนี้จะตองมีการศึกษาเพิ่มเติมในการปรับ
พารามิเตอรที่ไมบงชี้คุณภาพของหมึกทั้งสองชนิดใหสอดคลองกับการเปลี่ยนแปลงของหมึก
ดังกลาว เชน การติดกันของกระดูกและหัวของหมึกกระดอง หรือการเพิ่มพารามิเตอรที่จําเปนใน
การตรวจสอบ เชน ความสมบูรณของผิวหนัง และการยอมติดสีบนกลามเนื้อ เปนตน Figure 15 
และ 16 แสดงใหเห็นวาคะแนน QIM ของหมึกทั้งสองชนิดเพิ่มขึ้นตลอดการเก็บรักษา (p<0.05) 
โดยคะแนน QIM เนนพิจารณาลักษณะปรากฏและกลิ่น เนื่องจากเปนพารามิเตอรสําคัญที่มีผลตอ
การขายและการบริโภคหมึกของตลาดโลก (Vaz-Pires and Barbosa, 2006) ในวันที่ 0 ผิวหนังของ
หมึกกลวยมีลักษณะเหลือบเหมือนสีรุง มีกล่ินสาหราย สวนหมึกกระดองในวันที่ 0 โดยปกติ
ลักษณะสีดําของผิวหนังจะสูญเสียทันที เนื่องจากการคลายตัวของเม็ดสีหลังจากการตายซึ่งทําใหคา
คะแนนเทากับ 0 ไมไดเปนระดับคุณภาพที่ดีที่สุดตามทฤษฎี ความแตกตางที่พบระหวางหมึกกลวย
และหมึกกระดองเกิดจากปจจัยทางชีววิทยาและสรีระวิทยา (Vaz-Pires and Barbosa, 2006) 
หลังจากวันที่ 6 ซ่ึงเปนระยะเวลาที่ตัวอยางอยูในระดับคะแนนไมยอมรับ คะแนน QIM ของหมึก
กลวยและหมึกกระดองเทากับ 10.8 และ 11.3 ตามลําดับ พบวามีกล่ินคาวเพิ่มขึ้นอยางชาๆ ผิวหนัง
หมึกกลวยเปนสีชมพู หมึกกระดองตรงกลางลําตัวที่ลอกหนังแลวเปลี่ยนเปนสีน้ําตาล นอกจากนี้
หมึกทั้งสองชนิด มีเนื้อสัมผัสนิ่มลงและตามีลักษณะขุนเมื่อเปรียบเทียบกับตัวอยางที่ยังสด หมึก
กลวยและหมึกกระดองมีคะแนนระดับปฏิเสธ (QIM= 13.7 และ 14.8 คะแนนตามลําดับ) ในวันที่ 
14 ซ่ึงพบวาผิวหนังจะเกิดสีชมพูเขม มีกล่ินเนาเสียที่รุนแรงและมีเนื้อสัมผัสนิ่มมากในหมึกทั้งสอง
ชนิด อยางไรก็ตามคะแนน QIM ของหมึกทั้งสองชนิดมีคาต่ํากวาคะแนนสูงสุด (14 และ 16 
ตามลําดับ) ทั้งนี้เนื่องจากคุณลักษณะที่ใชประเมิน QIM ไมสอดคลองกับการเปลี่ยนแปลงของหมึก
ที่ศึกษาดังที่กลาวมาแลว Lapa-Guimarães และคณะ (2002) รายงานวา หมึกกลวย (Loligo plei) 
คุณภาพที่ลดลงอยางเห็นไดชัดหลังจาก 7 วันของการเก็บรักษา โดยเกิดการเปลี่ยนแปลงสีที่ผิวหนัง
เชนเดียวกับ Civera และคณะ(1999); Lapa-Guimarães และคณะ (2002) พบวาคุณภาพทางประสาท
สัมผัสของหมึกกระดอง (Sepia officinalis) หมึกสาย (Eledone moschata) และหมึกกลวย (Illex 
coindetii) ลดลงหลังจาก 7 วันของการเก็บรักษาที่ 1-2 องศาเซลเซียส และลักษณะทางประสาท
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สัมผัสถึงระดับที่ไมสามารถบริโภคไดหลังจากวันที่ 10 นอกจากนี้ Yamanaka และคณะ (1987); 
Lapa-Guimarães และคณะ (2002) พบวากลามเนื้อของหมึก Todarodes pacificus ที่เก็บในตูเย็น
อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 วัน มีลักษณะที่ไมมีกล่ินและเนื้อมีเนื้อสัมผัสแนนและ
สามารถจัดอยูในระดับที่ยอมรับได แตหลังจากเก็บรักษาเปนระยะเวลา 10 วันพบวามีกล่ินเหม็นเนา
และเนื้อมีเนื้อสัมผัสนิ่มมาก Vaz-Pires และ Seixas (2006) รายงานวาหมึกกระดอง (Sepia 
officinalis) และหมึกกลวย (Illex coindetii) มีคะแนน QIM ระดับปฏิเสธของพารามิเตอรทั้งหมด 17 
และ 16 คะแนน หลังจาการเก็บรักษา 10 วันและ 9 วัน ตามลําดับ อายุการเก็บรักษาของพวก 
cephalopods จะสั้นกวาพวกปลาที่เก็บในอุณหภูมิและสภาวะเดียวกัน เนื่องจากทางสรีระวิทยาและ
ทางชีววิทยาของพวก cephalopods เชน ผิวหนังที่ไมซับซอนและบอบบาง ไมมีเกล็ด มีลักษณะนิ่ม
มากโดยเฉพาะองคประกอบทางชีวเคมีทั่วไปของสัตวกลุมนี้ สามารถยอยสลายไดงาย จึงสงผลให
คุณภาพลดลงอยางรวดเร็วและเกิดการยอยสลายตัวเองอยางมีประสิทธิภาพ (Vaz-Pires and Seixas, 
2006) 

y = -0.06x2 + 1.7007x + 1.3828

R2 = 0.9745

0

2

4

6

8

10

12

14

16

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Storage time (days)

QI
M

 Sc
or

e

 
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

R2 = 0.9703
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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 แสดงการเปลี่ยนแปลงคุณภาพโดยรวมของหมึกกลวยและหมึกกระดอง
ในระหวางการเก็บรักษาในน้ําแข็ง คะแนนคุณภาพโดยรวมของหมึกทั้งสองชนิดลดลงเมื่อ
ระยะเวลาในการเก็บรักษาเพิ่มขึ้น โดยจากการพิจารณาคุณภาพโดยรวมคะแนนที่อยูในชวง 3-5 
และ 1-2 แสดงวา ไมยอมรับและปฏิเสธหมึกทั้งสองชนิด ตามลําดับ (Lawless and Heymann, 1998) 
ดังนั้น หมึกกลวยและหมึกกระดองจึงมีอายุการเก็บรักษาในน้ําแข็งเปนเวลา 6 วัน ซ่ึงอยูในระดับ
คะแนนที่ผูบริโภคเริ่มไมยอมรับ (4.6 และ 5.1 ตามลําดับ) โดยพบกลิ่นออกซิไดซและกลิ่นคาว มี
ลักษณะผิวหนังเหียวยน/ถลอก การเชื่อมตอระหวางหัวกับลําตัวหลวม เนื้อสัมผัสเละหรือนิ่ม และ
เกิดจุดสีชมพูบนเนื้อของหมึกกลวย และบนผิวหนังดานทองของหมึกกระดอง หลังจากการเก็บ
รักษา 14 วัน คุณภาพทางประสาทสัมผัสของหมึกทั้งสองชนิดถึงจุดที่ไมสามารถบริโภคได (จุด
ปฏิเสธ) เมื่อพบกลิ่นแอมโมเนียหรือกล่ินเหม็นเนาในหมึกทั้งสองชนิด  

 U.S. Food and Drug Administration (US FDA, 2005) ไดอธิบายคุณลักษณะที่บง
บอกระดับคุณภาพที่ปฏิเสธสําหรับปลา กุง และหอยสดและแชเยือกแข็ง ไดแก กล่ินเปรี้ยว กล่ิน
ยีสต กล่ินหมัก กล่ินหืน กล่ินกะหล่ําปลีเนา กล่ินแอมโมเนีย กล่ินอินโดล กล่ินเหม็นเนา และกลิ่น
คลายอุจจาระ  จากการศึกษาหมึกกลวย Illex illecebrosus (Ke et al., 1984) และ Loligo duvaceli 
(Lakshmanan et al., 1993) พบวาผิวหนังของหมึกกลวยสดจะมีลักษณะที่สดใสและมีสีน้ําตาล
แดง หมึกกลวยที่มีจุดสีแดงเขมจะเปนคุณลักษณะที่ไมยอมรับ Paarup และคณะ (2002) พบวา
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หมึกกลวย (Todaropsis eblanae) มีระดับคุณภาพที่ปฏิเสธหลังเก็บรักษาในน้ําแข็งเปนเวลา 12 วัน 
เนื่องจากพบกลิ่นแอมโมเนีย และมีอัตราการเกิดแอมโมเนียและไตรเมทิลเอมีนสูง ผลการวิจัยนี้
สอดคลองกับผลการวิจัยของนักวิจัยอ่ืนๆ เชน หมึกกลวย Todaropsis eblanae (Paarup et al., 2002) 
และ Loligo plei (Lapa-Guimarães et al., 2005) ซ่ึงพบวาปริมาณแอมโมเนียเพิ่มขึ้นตลอดการเก็บ
รักษาจนกระทั่งถึงระดับปฏิเสธ ตามรายงานของ Okuzumi และ Fujii (2000) พบวา TMA DMA 
และแอมโมเนียมีผลตอการสูญเสียความสด โดยใหกล่ินคาว (fishy) และกลิ่นเนาเสีย (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 คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ ระหวางผลการทดลองทางดานประสาทสัมผัส จุลินทรีย 
กายภาพและเคมีของหมึกกระดองและหมกึกลวยที่เก็บรักษาในน้ําแข็ง 
  คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ ระหวางผลการทดสอบคุณภาพโดยทางตรง ไดแก การ
ทดสอบทางจุลินทรีย กายภาพและเคมีกับการทดสอบคุณภาพโดยทางออม ไดแก การทดสอบทาง
ประสาทสัมผัสของหมึกกระดองและหมึกกลวยที่เก็บรักษาในน้ําแข็งแสดงดัง Table 11 พบวา มี
การเปลี่ยนแปลงของคาเพปไทดที่ละลายไดในกรดไตรคลอโรอะซิติก ปริมาณแอมโมเนีย และ
ปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อของหมึกกลวย และปริมาณแอมโมเนีย คาแรงเฉือน และ
ปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อของหมึกกระดองที่มีความสัมพันธทางตรงกับคา QIM และมี
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ความสัมพันธในทางตรงขามกับคาคุณภาพโดยรวมโดยมีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธสูงอยางมี
นัยสําคัญ (p<0.01) จากรายงานวิจัยที่ผานมา พบวามีดัชนีทางเคมีหลายคาที่สามารถใชเปนดัชนี
ความสดสําหรับหมึกกลวยชนิดตางๆ ที่เก็บรักษาในน้ําแข็ง เชน อาเมทิน (agmatine) สําหรับหมึก
กลวย (Todaropsis eblanae) (Paarup et al., 2002) กรดอะมิโนที่เปนดาง (basic amino acids) เชน 
อาจินีน (arginine)  และออนิทีน (ornithine) สําหรับหมึกกลวย (Todarodes pacificus) (Ohashi  et 
al., 1991) ทริพโตฟานอิสระ และยูเรียสําหรับหมึกกลวย (Loligo plei) (Lapa-Guimarães et al., 
2005) และแอมโมเนีย สําหรับหมึกกลวย (I. illecebrosus) (LeBlanc and Gill, 1984) นอกจากนี้จาก 
Table 11 จะเห็นวาปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อ และปริมาณแอมโมเนียมีคาสูง สําหรับ
หมึกทั้งสองชนิด เมื่อสรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาคุณภาพทางประสาทสัมผัส 
(คะแนนคุณภาพโดยรวมและ QIM) กับคาปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อ (Figure 13) ดัง 
Figure 18 และ 19 จะเห็นวากราฟดังกลาวมีความสัมพันธเปนเสนตรง มีคาสัมประสิทธิ์การ
ตัดสินใจ (Coefficient of determination, R2) สูงอยูในชวง 0.81 ถึง 0.92 และสามารถใชทํานาย

คุณภาพของหมึกทั้งสองชนิดในระหวางการเก็บรักษาในน้ําแข็งไดที่ระดับ α เทากับ 0.01 ขณะที่
กราฟแสดงความสัมพันธระหวางแอมโมเนียกับคาจากการทดสอบทางประสาทสัมผัสมีคาความ

แปรปรวนที่สูงกวา โดยมีคานอกชวงคาเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ระดับ α เทากับ 0.01 (ดังแสดงภาพ
ผนวก ซ2) ทําใหคาแอมโมเนียไมเหมาะสมในการทํานายคุณภาพของหมึกทั้งสองชนิด  
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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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 (b) 
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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y = -0.7579x + 11.769
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y = 1.3404x - 2.1855

R2 = 0.8537
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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.  การศึกษาการเปลี่ยนแปลงโปรตนีและโครงสรางจุลภาคของเนื้อหมึกระหวางการเก็บรักษาโดย
การแชน้ําแข็ง 

2.1 การวิเคราะหทางเคมี 
2.1.1 การเปลี่ยนแปลงรูปแบบโปรตีนในระหวางการเกบ็รักษา 

รูปแบบโปรตีนกลามเนื้อลําตัวของหมึกกลวยและหมึกกระดองแสดงดัง Figure 20a 
และ b ตามลําดับ แถบโปรตีนไมโอซินเสนหนัก (MHC) (205 kDa) พาราไมโอซิน (110 kDa) และ
แอคติน (45 kDa) จะปรากฏในกลามเนื้อหมึกสดในชวงแรกของการเก็บรักษา พบวาความเขมของ
แถบโปรตีน MHC ในกลามเนื้อหมึกทั้งสองชนิดจะลดลงหลังจากวันที่ 4 ของการเก็บรักษา และ
แถบโปรตีนแอคตินของหมึกกลวยความเขมลดลงเล็กนอยหลังการเก็บรักษา 8 วัน ขณะที่พารา-    
ไมโอซินและแถบโปรตีนอื่นๆไมมีการเปลี่ยนแปลง แสดงใหเห็นวา MHC สามารถถูกยอยสลายได
มากกวาโปรตีนกลามเนื้อชนิดอื่นๆ เชน แอคติน พาราไมโอซิน สอดคลองกับการศึกษาของ 
Dublán-García และคณะ (2006) พบวาแถบโปรตีนไมโอซินของหมึกกลวย (Dosidicus gigus) 
หายไปหลังจากการเก็บรักษา 6 วันที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และแถบโปรตีนแอคตินมีความเขม
ลดลงเล็กนอยเชนกัน นอกจากนี้ผลที่ไดยังสอดคลองกับการเพิ่มขึ้นของคาเพปไทดที่ละลายไดใน
กรดไตรคลอโรอะซิติกของหมึกกลวยและหมึกกระดอง (ดัง Figure 9) เชนเดียวกับการศึกษาใน
ปลาปากคม (Benjakul et al., 2003) และกุงกุลาดํา (Sriket et al., 2007) ซ่ึงแสดงใหเห็นวา MHC มี
แนวโนมยอยสลายไดมากกวาโปรตีนกลามเนื้ออ่ืนๆ เชน แอคติน โทรโปนิน และโทรโปไมโอซิน 

 

             (a)   (b) 

110 KDa 

205 KDa 

Paramyosin 

MHC 

Actin 45 KDa 

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. การเปลี่ยนแปลงโครงสรางจุลภาคในระหวางการเก็บรักษา 
 โครงสรางจุลภาคของหมึกกลวยและหมึกกระดองในระหวางการเก็บรักษาแสดง
ดัง Figure 21 และ 22 ตามลําดับ ชวงแรกของการเก็บรักษาเสนใยกลามเนื้อของหมึกกลวยและหมึก
กระดอง (M) มีโครงสรางที่หนาแนนและเห็นโครงขายเนื้อเยื่อเกี่ยวพันชัดเจน (ลูกศร) วันที่ 4 ของ
การเก็บรักษาจะเห็นโครงสรางของเสนใยที่หลวมขึ้นและไมเห็นโครงขายเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน หลังจาก
เก็บรักษานานขึ้น โครงสรางของเสนใยกลามเนื้อแยกจากกันอยางชัดเจนขึ้นแสดงใหเห็นวาเกิดการ
ยอยสลายของโปรตีนทําใหโครงสรางเสนใยคลายตัวเกิดเปนชองวางระหวางเสนใยกลามเนื้อ
สอดคลองกับ Dublan-Garcia และคณะ (2005) พบวาเกิดการยอยสลายของโปรตีนกลามเนื้อและ
เนื้อเยื่อเกี่ยวพันเกิดเปนพื้นที่แบบไมเปนระเบียบ (amorphous) จากผลของน้ําในกลามเนื้อ ผล
ดังกลาวสอดคลองกับการเปลี่ยนแปลงของคาเพปไทดที่ละลายไดในกรดไตรคลอโรอะซิติก 
(Figure 9) และรูปแบบของโปรตีน (Figure 20) ซ่ึงสงผลใหแรงเฉือนที่ลดลง (Figure 14) และ
ความสามารถในการอุมน้ําของกลามเนื้อโดยพิจารณาคาปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อที่
สูงขึ้น (Figure 13) 
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 (a) (b) 

M 

 (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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 (a)  (b) 

M 

(c)  (d) 

(e) 

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 การวิเคราะหทางกายภาพ 
2.2.1 การเปลี่ยนแปลงแรงเฉือน  

 การเปลี่ยนแปลงแรงเฉือนของหมึกสดและหมึกตมสุก แสดงดัง Figure 23 แรง
เฉือนของหมึกสดและหมึกที่ตมสุกทั้งสองชนิดจะลดลงในระหวางการเก็บรักษา (p<0.05) จากการ
ยอยสลายของสายโซไมโอซินดังแสดงผลของคาเพปไทดที่ละลายไดในกรดไตรคลอโรอะซิติก 
(Figure 9) และรูปแบบโปรตีน (Figure 20) รวมทั้งการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของเสนใยกลามเนื้อ 
(Figure 21 และ 22) นอกจากนี้ยังพบวาแรงเฉือนของหมึกตมสุกมีคาต่ํากวาหมึกสด โดยมี
สมมติฐานที่อาจเกี่ยวของกับกลไกที่การเปลี่ยนแปลงดังกลาว 3 ขอไดแก ขอที่ 1 การหดตัวของ
เซลลกลามเนื้อทําใหเกิดชองวางระหวางเซลลเปนผลใหเนื้อสัมผัสนิ่มลง ขอที่ 2 การแยกตัวของ
เซลลทําใหเสนใยคอลลาเจนรวมตัวอยางหลวมๆ ซ่ึงลดความสมบูรณของโครงสรางระหวางเซลล 
ขอที่ 3 เกิดจากการลดลงของแรงที่กระทําระหวางเมมเบรนและคอลลาเจน (Ando et al., 1999) ผล
การทดลองนี้สอดคลองกับการศึกษาของ Otwell และ Hamann (1979) และ Kugino และ Kugino 
(1994) ซ่ึงพบวากลามเนื้อสวนลําตัวของหมึกกลวย (Loligo bleekert) สุกมีเนื้อสัมผัสนิ่มกวา
ตัวอยางสด เนื่องจากโครงขายของเนื้อเยื่อเกี่ยวพันถูกทําลายรวมทั้งการสูญเสียจากการละลายและ
การเกิดเปลี่ยนแปลงโครงสรางของคอลลาเจนเปนเจลาตินในขณะที่เนื้อเยื่อของกลามเนื้อหมึก
กลวยถูกทําใหสุกในน้ํารอน  
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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 แสดงการเปลี่ยนแปลงของคะแนนเนื้อสัมผัสของหมึกกลวยและหมึก
กระดองสดระหวางการเก็บรักษาในน้ําแข็งโดยการทดสอบทางประสาทสัมผัส พบวาคะแนนเนื้อ
สัมผัสของหมึกทั้งสองชนิดลดลง (p<0.05) โดยทั่วไปเมื่อเก็บรักษาหมึกกลวยและหมึกกระดอง
เปนระยะเวลานานลักษณะบริเวณสวนลําตัว (mantle) และสวนหัว (head) มีเนื้อสัมผัสนิ่มลงและ
สงผลใหไมเปนที่ยอมรับ โดยหมึกกลวยจะมีการเปลี่ยนแปลงของเนื้อสัมผัสที่ชัดเจนกวาหมึก
กระดองเนื่องจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา เชน ความหนาของสวนลําตัว ที่แตกตางกัน ซ่ึงการ
เปลี่ยนแปลงดังกลาวสอดคลองกับการลดลงของคาแรงเฉือน (Figure 23) ดังแสดงจากคา
สัมประสิทธิ์สหสัมพันธที่สูง (p<0.05) (0.92 และ 0.77 สําหรับหมึกกลวยและหมึกกระดอง 
ตามลําดับ) โดยการทําลายของเสนใยกลามเนื้อและการยอยสลายของกลามเนื้อโปรตีนและการ
เปล่ียนแปลงโครงสรางของเสนใยกลามเนื้ออาจสงผลทําใหเนื้อสัมผัสของหมึกกลวยและหมึก
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.  การศึกษาปจจัยคุณภาพที่ใชเปนดัชนีคุณภาพของหมึกกลวย และหมึกกระดองที่เก็บรักษาโดย
การแชเยือกแข็ง 

3.1 การวิเคราะหทางดานเคมี 
3.1.1 การเปลี่ยนแปลงของคาพีเอช 

การเปลี่ยนแปลงของคาพีเอชของหมึกกลวยและหมึกกระดองเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 
-18 องศาเซลเซียส แสดงดัง Figure 25 จะเห็นวาพีเอชมีคาลดลงในชวง 1 เดือนแรกของการเก็บ
รักษาจากนั้นคาพีเอชคงที่ตลอดการเก็บรักษา 6 เดือน การลดลงของพีเอชเกิดจากผลของกรดไขมัน
อิสระจากการไฮโดรไลซิสของไขมันและฟอสฟอลิปดดวยเอนไซม (Olley et al., 1962 อางโดย 
Thongkeaw, 2003) การศึกษาของ Benjakul และ Sutthipan (2009) พบวาคาพีเอชของเนื้อปูดําและปู
นิ่มที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส มีคาเพิ่มขึ้นในชวง 2 สัปดาหและลดลงเรื่อยๆ จนถึง 
12 สัปดาหของการเก็บรักษา ขณะที่ Ben-Gigirey (1999) รายงานวาไมมีการเปล่ียนแปลงคาพีเอช
ของอัลบาคอร ตลอดการเก็บรักษาที่ -18 ถึง -25 องศาเซลเซียส 

0

2

4

6

8

0 1 2 3 4 5
Storage time (month)

pH

6

squid /airblast squid /contact plate

cuttlefish /airblast cuttlefish /contact plate

 
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 การเปลี่ยนแปลงคา Thiobabituric acid-reactive substance (TBARS) 
การเปลี่ยนแปลงของคา TBARS ของหมึกกลวยและหมึกกระดองในระหวางการ 

เก็บรักษาโดยการแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 6 เดือน แสดงดัง Figure 
26 คา TBARS ของตัวอยางทั้งสองชนิดเพิ่มขึ้นตลอดระยะเวลาของการเก็บรักษา (p<0.05) และมี
อัตราการเพิ่มที่แตกตางกันระหวางสองสายพันธุ โดยหมึกกลวยจะมีการเปลี่ยนแปลงของคา 
TBARS เพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วหลังจากการเก็บรักษาเปนระยะเวลา 4 เดือน ขณะที่หมึกกระดองมีการ
เปลี่ยนแปลงของคา TBARS ที่เพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องตลอดระยะเวลาของการเก็บรักษาและพบวา 
หมึกกระดองมีคา TBARS สูงกวาหมึกกลวย (p<0.05) เชนเดียวกับการศึกษาของ Benjakul และ
คณะ (2009) ที่พบวาการเปลี่ยนแปลงของคา TBARS ของเนื้อปูดําและปูนิ่มที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ  -
20 องศาเซลเซียสเพิ่มขึ้นตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 12 สัปดาห ความแตกตางของคา TBARS 
เกิดจากหมึกแตละชนิดมีองคประกอบทางเคมีและปริมาณแรธาตุที่แตกตางกัน โดยหมึกกลวย 
(Illex argentinus) มีฟอสฟอลิปดรอยละ 73.1 กรดไขมันชนิดอิ่มตัว (PUFA; polyunsaturated fatty 
acid) รอยละ 47.6 และกรดไขมันรอยละ 6.8 (Okuzumi and Fujii, 2000) และหมึกกระดอง (Sepia 
pharaonis) มีฟอสโฟลิปดรอยละ 87.8 PUFA ประมาณรอยละ 50.3-54.9 และกรดไขมันรอยละ 
50.3-54.9 (Thanonkeaw et al., 2006a) นอกจากนี้ cephalopods ยังประกอบดวยเหล็ก (Fe) และ
ทองแดง (Cu) ซ่ึงทําหนาที่เปนปจจัยรวมในกิจกรรมของเอนไซมและกิจกรรมอื่นๆ ในเซลล 
รวมทั้งทองแดงยังเปนองคประกอบในโปรตีนฮีโมไซยานิน และกระบวนการหายใจของเม็ดสี 
(Decleir et al., 1978; Thanonkaew et al., 2006a) ธาตุโลหะดังกลาวมีระดับวาเลนซี (valence state) 
2 หรือมากกวา และเปนโปรออกซิเดนท (pro-oxidant) ที่มีประสิทธิภาพ โดยที่ระดับความเขมขน
เพียง 0.1 สวนตอลานสวน ก็สามารถลดระยะเวลาการเหนี่ยวนําและเพิ่มอัตราการเกิดออกซิเดชั่น
ได (Nawar, 1996) จากรายงานของ Thanonkaew และคณะ (2006a) พบวาสวนลําตัวของหมึก
กระดอง (Sepia pharaonis) มีเหล็ก (Fe) และทองแดง (Cu) เทากับ 2.07 และ 2.54 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัม ตามลําดับ ขณะที่หมึกกลวย (Loligo duvauceli และ Doryteuthis sibogae) มีทองแดง 
เทากับ 0.15-13.80 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และ 0.62-1.66 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ (Prafulla et 
al., 2001) และหมึกกลวย (Loligo opalescens) มีเหล็ก และทองแดง เทากับ 1.5 และ 6.1 มิลลิกรัม
ตอกิโลกรัม ตามลําดับ (Falandysz, 1991) Benjakul และ Bauer (2001) รายงานวา การออกซิเดชั่น
ของไขมันสามารถเกิดขึ้นไดในการเก็บรักษาแบบแชเยือกแข็งและการทําละลาย เนื่องจากผลึก
น้ําแข็งที่เกิดขึ้นในกระบวนการแชเยือกแข็งไปทําลายเซลลและปลดปลอยโปรออกซิแดนทออกมา
โดยเฉพาะเหล็กอิสระ นอกจากนี้เหล็กอิสระยังทําหนาที่เปนอนุมูลอิสระและเปนสวนหนึ่งของ
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ปฏิกิริยาการสงผานอิเล็กตรอนที่เกี่ยวกับออกซิเจน ทําใหเกิดซุปเปอรออกไซดที่มีประจุลบ 
(anionic) (Harris and Tall, 1994; Benjakul and Sutthipan, 2009) 

 นอกจากนี้การสูญเสียคุณภาพของอาหารแชเยือกแข็งขึ้นอยูกับหลายปจจัย 
เชน อัตราการแชเยือกแข็ง การทําละลาย และอุณหภูมิการเก็บรักษา เปนตน (Licciardello, 1990; 
Hui et al., 2004; Boonsumrej et al., 2007; Gonçalves et al., 2009) ผลการทดลองยังพบวาวิธีของ
การแชเยือกแข็งมีผลตอการเปลี่ยนแปลงของคา TBARS (p<0.05) โดยวิธีการแชเยือกแข็งแบบลม
เย็นของหมึกกลวยและหมึกกระดอง ซ่ึงมีอัตราการแชเยือกแข็ง 0.68 และ 0.63 เซนติเมตรตอช่ัวโมง 
ตามลําดับ จะมีการเปลี่ยนแปลงของคาดังกลาวสูงกวาวิธีการแชเยือกแข็งแบบโลหะสัมผัสซึ่งมี
อัตราการแชเยือกแข็ง 1.36 และ 1.27 เซนติเมตรตอช่ัวโมง ตามลําดับ โดยเริ่มมีการเปลี่ยนแปลง
สูงขึ้นชัดเจนหลังจากเก็บรักษา 2 และ 4 เดือน สําหรับหมึกกระดองและหมึกกลวย ตามลําดับ 
Aubourg และ Medina (1999) พบวาปลาคอด (Gadus morhua) และปลาแฮดด็อก (Melanogrammus 
aeglefinus) ที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -10 องศาเซลเซียสเกิดการไฮโดรไลซิสของกรดไขมันอิสระ (free 
fatty acid; FFA) ในชวงแรกของการเก็บรักษาและลดลงหลังจากเก็บรักษา 3 เดือน ขณะที่คา TBA 
เพิ่มขึ้นและมีคาสูงเมื่อระยะเวลาการเก็บรักษานานขึ้น ซ่ึงอัตราการแชเยือกแข็งแบบชาจะเกิดผลึก
น้ําแข็งขนาดใหญภายนอกเซลล ทําใหเกิดการทําลายผนังเซลลและโครงสรางอื่นๆ เชน ไมโทคอน
เดรีย และไลโซโซม เปนตน ทําใหเกิดการแยกตัวของเซลลเมมเบรนและปลดปลอยของเหลวออก
จากเซลล ซ่ึงประกอบดวยเอนไซมที่อยูในกลามเนื้อ จึงสงเสริมใหเกิดการออกซิเดชั่นสูงกวาอัตรา
การแชเยือกแข็งแบบเร็วซ่ึงเกิดผลึกน้ําแข็งขนาดเล็กภายในเซลล ทําใหการทําลายเซลลนอยกวา 
(Erickson, 1997; สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548) สอดคลองกับการศึกษาของ Boonsumrej และคณะ 
(2007) ซ่ึงทําการแชเยือกแข็งกุง (Penaeus monodon) โดยวิธีแบบลมเย็นซึ่งมีอัตราการแชเยือกแข็ง 
6.8-7.4 เซนติเมตรตอช่ัวโมง และแบบใชไครโอเจน ซ่ึงมีอัตราการแชเยือกแข็ง 11.8-21.9 
เซนติเมตรตอช่ัวโมง พบวาการแชเยือกแข็งทั้งสองวิธีมีคา TBA เพิ่มขึ้นเมื่อจํานวนการแชเยือกแข็ง
และการทําละลายเพิ่มขึ้น การแชเยือกแข็งแบบลมเย็นมีการเปลี่ยนแปลงของคา TBA ที่สูงกวาแบบ
ใชไครโอเจน ซ่ึงบงบอกถึงการเพิ่มขึ้นของการออกซิเดชั่นของไขมันจากการปลดปลอยของ
เอนไซมที่เกี่ยวของกับการออกซิเดชั่น (oxidative enzyme) และโปรออกซิเดนซจากเซลลออร
แกแนลที่ถูกทําลาย (Srinivasan et al., 1998 อางโดย 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 การเปลี่ยนแปลงปริมาณฟอรมัลดีไฮดอิสระ 

การเปลี่ยนแปลงปริมาณฟอรมัลดีไฮดอิสระ (FA) ของหมึกกลวยและหมึก 
กระดองในระหวางการเก็บรักษาโดยการแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 
6 เดือน แสดงดัง Figure 27 พบวาหมึกกลวยมีการเปลี่ยนแปลง FA สูงกวาหมึกกระดอง อยางไรก็
ตามวิธีการแชเยือกแข็งไมมีผลทําใหคา FA แตกตางกัน (p<0.05) นอกจากนี้ปริมาณ FA เพิ่มขึ้น
อยางตอเนื่องตลอดเวลาการเก็บรักษา (p<0.05) ในการศึกษาเปนการวิเคราะหหาคา FA หากทําการ
วิเคราะหหาปริมาณฟอรมัลดีไฮดทั้งหมดจะเปนการตรวจสอบปริมาณ FA รวมกับฟอรมัลดีไฮดที่
จับกับองคประกอบอื่นๆ (bound formaldehyde) โดยเฉพาะโปรตีนในกลามเนื้อของหมึกก็จะ
สามารถเห็นการเปลี่ยนแปลงไดชัดเจนมากยิ่งขึ้น การศึกษาปริมาณ FA ของปูนิ่ม (Benjakul et al., 
2009) ที่เก็บรักษาเปนระยะเวลา 12 สัปดาห และปลาปากคมทั้งตัว เนื้อปลาแล และเนื้อปลาบด ที่
เก็บรักษาเปนระยะเวลา 24 สัปดาห (Leelapongwattana et al., 2005) พบวาในระหวางเก็บรักษาที่
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อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสปริมาณ FA เพิ่มขึ้น (p<0.05) นอกจากนี้ Careche และคณะ (1998) 
พบวาปริมาณไดเมทิลเอมีน (DMA) และ FA ของปลาคอดแลที่เก็บรักษาในระหวางการแชเยือก
แข็งมีปริมาณเพิ่มขึ้นตลอดการเก็บรักษาแบบแชเยือกแข็ง ปริมาณของ DMA และ FA ที่เกิดขึ้นเปน
ผลิตภัณฑที่เกิดจากการยอยสลาย TMAO จากการทํางานของเอนไซมไตรเมทิลเอมีนออกซิเดส 
(TMAOase) ซ่ึงพบอยูในอวัยวะภายในตางๆ เชน มาม ไต และเนื้อแดงของปลา (Li et al., 2007) 
และถูกปลดปลอยออกไปสูกลามเนื้อระหวางการแปรรูปโดยเฉพาะการทําละลาย  ซ่ึงการ
เปลี่ยนแปลงของ TMAO ขึ้นอยูกับปจจัยหลายอยางรวมถึงอุณหภูมิการเก็บรักษา ชนิดของสัตวน้ํา 
ขนาดของหมึก คุณภาพของอาหาร แหลงที่จับ ความสมบูรณของกลามเนื้อ และสภาวะการรีดิวซ 
เปนตน (Parkin and Hultin, 1982; Tejada et al., 2002; Li et al., 2007) เนื่องจาก FA มีความเปนพิษ
จัดอยูในกลุมที่ 1 (กอใหเกิดมะเร็งในมนุษย) จึงจําเปนตองกําหนดมาตรฐานเพื่อความปลอดภัยใน
ผลิตภัณฑอาหาร (Sotelo et al., 1995; Li et al., 2007) โดยมาตรฐานดานอาหารกระทรวง
สาธารณสุขอิตาลีกําหนดขอจํากัดปริมาณ FA สําหรับวงศ Gadidae เชน ปลาแฮดด็อก และปลาคอด 
เปนตน และครัสเตเชีย เทากับ 60 และ 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ และกระทรวงเกษตรของ
จีนกําหนดขอจํากัดปริมาณ FA สําหรับผลิตภัณฑสัตวน้ํา เทากับ 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (Li et al., 
2007) จากการศึกษาในหมึกกลวยและหมึกกระดองนี้ พบวาปริมาณ FA ของหมึกกลวยและหมึก
กระดองในเดือนที่ 6 มีคาอยูในชวง 6.6 ไมโครกรัมตอกรัมตัวอยางและ 6.2 ไมโครกรัมตอกรัม
ตัวอยางซึ่งมีคาอยูในเกณฑมาตรฐานดังกลาว  
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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 แสดงคาการละลายของโปรตีนของหมึกกลวยและหมึกกระดองที่
แชเยือกแข็งดวยวิธีลมเย็นและวิธีแผนสัมผัสในระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส 
เปนระยะเวลา 6 เดือน ในสารละลายโพแทสเซียมคลอไรด เขมขน 0.6 โมลาร (S1) สารละลาย 
ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร เขมขน 20 มิลลิโมลาร ความเปนพีเอช 8.0 ที่มีโซเดียมโดเดซิลซัล  
เฟตเขมขนรอยละ 1 (S2) สารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร เขมขน 20 มิลลิโมลาร พีเอช 8.0 
ที่มีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขนรอยละ 1 และสารละลายยูเรียเขมขน 8 โมลาร (S3) สารละลาย 
ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอรเขมขน 20 มิลลิโมลาร พีเอช 8.0 ที่มีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต เขมขน
รอยละ 1 สารละลายยูเรียเขมขน 8 โมลาร และสารละลายเบตา-เมอแคปโตเอธานอล รอยละ 2 (S4) 
โดยสารละลาย S1 จะสามารถละลายโปรตีนไมโอไฟบริลตามธรรมชาติ สารละลาย S2 สามารถ
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ละลายโปรตีนที่รวมตัวกันดวยพันธะไอออนิกและพันธะไฮโดรเจน สารละลาย S3 สามารถละลาย
โปรตีนที่รวมตัวกันดวยพันธะไฮโดรเจนและพันธะไฮโดรโฟบิก และสารละลาย S4 สามารถ
ละลายโปรตีนที่รวมตัวกันดวยพันธะไดซัลไฟด (Chawla et al., 1996) จากการทดลองพบวาคาการ
ละลายของโปรตีนในสารละลาย S1 ของหมึกกลวยและหมึกกระดองที่ทําการแชเยือกแข็งทั้งสอง
วิธีมีความแตกตางกัน (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบที่ระยะเวลาการเก็บรักษาเพิ่มขึ้น คาการละลายของ
หมึกทั้งสองชนิดมีคาลดลง (p<0.05) แสดงใหเห็นวาโปรตีนเกิดการรวมตัวและปริมาณโปรตีน    
ไมโอไฟบริลตามธรรมชาติลดลง ซ่ึงคาการละลายของโปรตีนที่ลดลงมีคาสอดคลองกับคา FA 
(Figure 27) และ TBARS (Figure 26) ที่เพิ่มขึ้น (p<0.05) คาการละลายในสารละลาย S2 และ S3 
ของหมึกกลวยและหมึกกระดองมีคาการละลายสูงกวา S1 อยางไรก็ตาม ทุกปจจัยที่ศึกษาไมมีผล
ตอคาการละลายในสารละลาย S2 (p>0.05) ขณะที่ชนิดของหมึก และระยะเวลาการเก็บรักษามีผล
ตอคาการละลาย S3 และ S4 (p>0.05) และคาการละลายในสารละลาย S4 ของตัวอยางสองชนิดมีคา
เพิ่มขึ้นในสัดสวนที่สูงกวาสารละลาย S2 และ S3 แสดงวาเมื่อเก็บหมึกกลวยและหมึกกระดองแช
เยือกแข็งในระยะเวลานานขึ้นทําใหเกิดพันธะไดซัลไฟดเพิ่มขึ้นในระหวางการเก็บรักษา โดยหมึก
กลวยมีคาสูงกวาหมึกกระดอง (p<0.05) และมีสัดสวนของคาการละลาย S4 เพิ่มขึ้นเมื่อระยะเวลา
การเก็บรักษาเพิ่มขึ้น (p<0.05)  

การเปลี่ยนแปลงของโปรตีนกลามเนื้อ ระหวางการแชเยือกแข็ง เกิดจากการดึงน้ํา
ออก (dehydration) บางสวนจากโปรตีนขณะแชเยือกแข็ง และการเปลี่ยนแปลงสิ่งแวดลอมของ
โปรตีนซึ่งเกิดจากการทําใหเกลือของสารอนินทรียเขมขนขึ้น รวมทั้งการเกิดแรงกระทํากับไลพิด 
กรดไขมันอิสระ และผลิตภัณฑจากการออกซิเดชั่นของไลพิด ตลอดจนการกระทําของ TMAOase 
(Leelapongwattana et al., 2005) โดย FA ซ่ึงเปนผลิตภัณฑที่ไดจากการทํางานของ TMAOase เปน
สารที่ทําใหเกิดการเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีน โดยมีผลกับหมูโซขางตางๆ ของโปรตีนและ
เหนี่ยวนําใหเกิดการจับตัวกันของโปรตีนภายในโมเลกุล (intramolecular) หรือระหวางโมเลกุล 
(intermolecular) โดยการเชื่อมตอของหมูเมทิลีน (methylene bridge) มีผลทําใหโปรตีน
เปลี่ยนแปลงคุณสมบัติเชิงหนาที่ เชน ความสามารถในการละลาย ความสามารถในการสกัดของ
โปรตีนไมโอไฟบริล และการสูญเสียสมบัติในการอุมน้ํา เปนตน (Sikorski et al., 1990; Sotelo et 
al., 1995) Amano และ Yamada (1964); Tejada และคณะ (2002); Li และคณะ (2007) กลาววา FA
ที่เกิดขึ้นในกลามเนื้อปลาในระหวางการเก็บรักษาแบบแชเยือกแข็งเปนปจจัยหลักที่สงผลตอการ
สูญเสียเนื้อสัมผัสและคุณสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีน ตลอดจนการยอมรับลดลง Benjakul และ 
Sutthipan (2009) พบวาการละลายของโปรตีนของปูนิ่มลดลงตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 12 
สัปดาหในระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส แสดงใหเห็นวาเกิดการเสียสภาพ



โปรตีนเพิ่มขึ้นทําใหมีปริมาณโปรตีนไมโอไฟบริลตามธรรมชาติลดลง การละลายของโปรตีนที่
ลดลงมีความสัมพันธกับการเพิ่มจํานวนของพันธะไดซัลไฟด และคาไฮโดรโฟบิก รวมทั้งการ
รวมตัวของโปรตีนดวยพันธะโควาเลนตและพันธะที่ไมใชพันธะโควาเลนตที่เกิดขึ้นในระหวางการ
เก็บรักษา นอกจากนี้พันธะไดซัลไฟดและพันธะโควาเลนตที่ไมใชพันธะไดซัลไฟดอาจจะเกี่ยวของ
กับการเชื่อมประสานกันของสายโซไมโอซินเสนหนักสงผลใหเกิดเปนสายโพลิเมอรที่มีน้ําหนัก
โมเลกุลสูงและการรวมตัวของโปรตีนได Thanonkaew และคณะ (2008) พบวาการละลายของ
โปรตีนของหมึกกระดอง (Sepia pharaonis) ที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส เปน
ระยะเวลา 16 สัปดาห มีการละลายที่ลดลงในชวง 8 สัปดาหแรกของการเก็บรักษา เนื่องจากโปรตีน
เกิดการเสียภาพและโปรตีนเกิดการจับตัวกัน โดยปจจัยที่มีผลตอการจับตัวของโปรตีนไมโอไฟบริล 
และโปรตีนสโตรมาขึ้นอยูกับเวลาและอุณหภูมิในการเก็บรักษาแบบแชเยือกแข็ง (Moral et al., 
2002)  

ปรตีนเพิ่มขึ้นทําใหมีปริมาณโปรตีนไมโอไฟบริลตามธรรมชาติลดลง การละลายของโปรตีนที่
ลดลงมีความสัมพันธกับการเพิ่มจํานวนของพันธะไดซัลไฟด และคาไฮโดรโฟบิก รวมทั้งการ
รวมตัวของโปรตีนดวยพันธะโควาเลนตและพันธะที่ไมใชพันธะโควาเลนตที่เกิดขึ้นในระหวางการ
เก็บรักษา นอกจากนี้พันธะไดซัลไฟดและพันธะโควาเลนตที่ไมใชพันธะไดซัลไฟดอาจจะเกี่ยวของ
กับการเชื่อมประสานกันของสายโซไมโอซินเสนหนักสงผลใหเกิดเปนสายโพลิเมอรที่มีน้ําหนัก
โมเลกุลสูงและการรวมตัวของโปรตีนได Thanonkaew และคณะ (2008) พบวาการละลายของ
โปรตีนของหมึกกระดอง (Sepia pharaonis) ที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส เปน
ระยะเวลา 16 สัปดาห มีการละลายที่ลดลงในชวง 8 สัปดาหแรกของการเก็บรักษา เนื่องจากโปรตีน
เกิดการเสียภาพและโปรตีนเกิดการจับตัวกัน โดยปจจัยที่มีผลตอการจับตัวของโปรตีนไมโอไฟบริล 
และโปรตีนสโตรมาขึ้นอยูกับเวลาและอุณหภูมิในการเก็บรักษาแบบแชเยือกแข็ง (Moral et al., 
2002)  

นอกจากนี้สารประกอบที่เกิดจากการออกซิเดชันของไขมัน เชน มาโลนัลดีไฮด 
(malonaldehyde) โพรพานอล (propanol) และเฮกซะนอล (hexanal) (Shenouda, 1980 อางโดย 
Jaing and Lee, 2004) สามารถเกิดพันธะโควาเลนตกับหมูหนาที่ที่จําเพาะกับสายโซขางของโปรตีน 
ไดแก หมูซัลฟไฮดริล (–SH) ของซีสเตอีน (cysteine) หมูอะมิโนของไลซีน (lysine) และที่ตําแหนง 
N-terminal ของกรดแอสพาติก (aspartic acid) ไทโรซีน (tyrosine) เมทไทโอนีน (methionine) และ
อารจินีน (arginine) (Jaing and Lee, 2004) ซ่ึงอันตรกิริยาดังกลาวสงผลใหไปเพิ่มสวนที่ไมชอบน้ํา 
(hydrophobicity) ของโปรตีน ทําใหโปรตีนละลายน้ําไดนอยลง Thanonkaew และคณะ (2008) 
พบวาหมึกกระดอง (Sepia pharaonis) เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 16 
สัปดาหมีการเปลี่ยนแปลงของคาไฮโดรโฟบิกที่พื้นผิว (surface hydrophobicity) เพิ่มขึ้นและ
สอดคลองกับการเพิ่มขึ้นของออกซิเดชั่นของไขมัน แสดงใหเห็นวาการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของ
โปรตีนอาจเกิดจากอนุมูลอิสระของไขมันหรือผลิตภัณฑจากการสลายตัวของกรดไขมันมีผล
เปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนที่สายโซขาง (amino acid residue) โดยทั่วไปการเสียสภาพและการจับตัว
กันของโปรตีนจะเริ่มตนจากการเกิดพันธะไดซัลไฟดและตามดวยการจัดเรียงตัวใหมของสวนที่ไม
ชอบน้ํา และพันธะไฮโดรเจนที่อยูในและระหวางโมเลกุล (Buttkus, 1970) 

นอกจากนี้สารประกอบที่เกิดจากการออกซิเดชันของไขมัน เชน มาโลนัลดีไฮด 
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ไดแก หมูซัลฟไฮดริล (–SH) ของซีสเตอีน (cysteine) หมูอะมิโนของไลซีน (lysine) และที่ตําแหนง 
N-terminal ของกรดแอสพาติก (aspartic acid) ไทโรซีน (tyrosine) เมทไทโอนีน (methionine) และ
อารจินีน (arginine) (Jaing and Lee, 2004) ซ่ึงอันตรกิริยาดังกลาวสงผลใหไปเพิ่มสวนที่ไมชอบน้ํา 
(hydrophobicity) ของโปรตีน ทําใหโปรตีนละลายน้ําไดนอยลง Thanonkaew และคณะ (2008) 
พบวาหมึกกระดอง (Sepia pharaonis) เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 16 
สัปดาหมีการเปลี่ยนแปลงของคาไฮโดรโฟบิกที่พื้นผิว (surface hydrophobicity) เพิ่มขึ้นและ
สอดคลองกับการเพิ่มขึ้นของออกซิเดชั่นของไขมัน แสดงใหเห็นวาการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของ
โปรตีนอาจเกิดจากอนุมูลอิสระของไขมันหรือผลิตภัณฑจากการสลายตัวของกรดไขมันมีผล
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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 การเปลี่ยนแปลงโครงสรางจุลภาคในระหวางการเก็บรักษา 

โครงสรางจุลภาคของหมึกกลวยและหมึกกระดองในระหวางการเก็บรักษาโดย
วิธีการแชเยือกแข็งแบบแผนสัมผัสและแบบลมเย็น แสดงดัง Figure 28 และ 29 ตามลําดับ จะเห็น
วาในชวงแรกของการเก็บรักษาเสนใยกลามเนื้อของหมึกกลวยและหมึกกระดองเมื่อสองดูภายใต
กลองจุลทรรศนแบบสองกราด ลักษณะมัดเสนใยกลามเนื้อหมุนเปนเกรียวแนนและมีโครงขายของ
เนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (connective tissue) ปกคลุมมัดเสนใยกลามเนื้อ (Figure 28 (A, E) และ 29 (A, E)) 
แตเมื่อเก็บรักษาเปนเวลา 2 เดือน ลักษณะมัดเสนใยกลามเนื้อเร่ิมมีการคลายเกลียวเกิดขึ้นและ 
โครงขายรางแหจะเริ่มหายไปทําใหเกิดชองวาง (Figure 28 (B, F) และ 29 (B, F)) ในชวงเดือนที่ 4 
และเดือนที่ 6 ลักษณะมัดเสนใยกลามเนื้อมีการคลายเกลียวเกิดขึ้นอยางชัดเจน และทําใหเกิด
ชองวางระหวางมัดเสนใยกลามเนื้อมากขึ้น (Figure 28 (C, D, G, H) และ 29 (C, D, G, H)) การเก็บ
รักษาในสภาวะแชเยือกแข็งเปนระยะเวลานานมีผลตอการสูญเสียน้ํา โดยเฉพาะน้ําระหวางชองวาง
ของไมโอไฟบริลลา ซ่ึงจะเห็นไดจากการเปลี่ยนแปลงของปริมาณน้ําอิสระ (Figure 30) และ
ปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อ (Figure 31) จากการทดลองจะเห็นวาการแชเยือกแข็งแบบ
แผนสัมผัสและแบบลมเย็นมีผลตอโครงสรางจุลภาคของหมึกทั้งสองชนิดไมแตกตางกัน ทั้งนี้อาจ
เปนผลจากอัตราการแชเยือกแข็ง (แบบแผนสัมผัสและแบบลมเย็นของหมึกกลวยและหมึกกระดอง 
เทากับ 1.36 1.27 และ 0.68 0.63 เซนติเมตรตอชั่วโมงตามลําดับ) ไมแตกตางกันมากพอที่จะสงผล
ตอความแตกตาง ขณะที่การศึกษาของ Lopkulkiaert และคณะ (2009) ไดทําการศึกษาคุณลักษณะ
ของกุงขาวที่ทําการแชเยือกแข็ง 3 วิธี คือ โดยวิธีการเก็บที่อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส (อัตราการแช
เยือกแข็ง 0.69 เซนติเมตรตอช่ัวโมง) วิธีแชเยือกแข็งแบบลมเย็นที่อุณหภูมิ -35 องศาเซลเซียส ที่
ความเร็วลม 6.5 เมตรตอวินาที (อัตราการแชเยือกแข็ง 5.95 เซนติเมตรตอช่ัวโมง) และวิธีไคโครเจน
ดวยใชไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -60 องศาเซลเซียส (อัตราการแชเยือกแข็ง 27.71 เซนติเมตรตอ
ช่ัวโมง) ผลจากการตรวจสอบโครงสรางดวยกลองจุลทรรศน (light microscope) พบวา เกิดชองวาง
ระหวางเสนใยกลามเนื้อเพิ่มขึ้นในวิธีการแชเยือกแข็งแบบชาและโครงสรางของเซลลถูกทําลาย 
โดยกลไกการทําลายเยื่อหุมเซลล อาจเกิดจากขนาดของผลึกน้ําแข็งที่ใหญ ทําใหสูญเสีย
ความสามารถในการอุมน้ําของเซลลโปรตีน (Srinivasan et al., 1997 อางโดย Lopkulkiaert et al., 
2009) สําหรับกุงขาวที่แชเยือกแข็งดวยวิธีไคโครเจน ยังคงมีลักษณะคลายกุงสด ซ่ึงการแชเยือกแข็ง
แบบเร็วจะทําใหเกิดผลึกน้ําแข็งที่เล็กและโปรตีนเกิดการเปลี่ยนแปลงนอยกวาการแชเยือกแข็ง
แบบชา (Lopkulkiaert et al., 2009) การศึกษาของ Llorca และคณะ (2007) พบวาวิธีการแชเยือก
แข็งแบบชาและเก็บรักษาเปนระยะเวลานานเปนสาเหตุใหเกิดการสูญเสียน้ําระหวางชองวางของ 
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ไมโอไฟบริลลาเนื่องจากการเพิ่มขนาดของผลึกน้ําแข็ง นอกจากนี้การศึกษาของ Ueng และ Chow 
(1998) ไดสังเกตการเปลี่ยนแปลงของกลามเนื้อลําตัวของหมึกกลวย (Loligo edulis) และหมึก
กระดอง (Illex argentinus, Sepia pharaonis) ที่แชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง และเก็บรักษาที่ -20 องสาเซลเซียส เปนเวลา 4 เดือน จากการตรวจสอบดวยกลอง
จุลทรรศนแบบเฟสคอนทรัสต (phase contrast) พบวามัดเสนใยกลามเนื้อของหมึกไมเปนระเบียบ
มัดเสนใยกลามเนื้อเกิดความเสียหายและเกิดการจับตัวกันเมื่อการเก็บรักษานานขึ้น โดยการเกิด
และการเพิ่มขนาดของผลึกน้ําแข็งจะไปมีผลในการทําลายเสนใยกลามเนื้อ สงผลใหเกิดการจับตัว
กันของโปรตีนเพิ่มขึ้น รวมทั้งการเชื่อมประสานของโปรตีนจากผลของการเพิ่มขึ้นของ DMA และ 
FA ทําใหเนื้อมีความเหนียวเพิ่มขึ้น 
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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
กลามเนื้อ (expressible drip) 
 การเปลี่ยนแปลงคาปริมาณน้ําอิสระและปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อของ
หมึกกลวย และหมึกกระดองที่ทําการแชเยือกแข็งดวยวิธีตางๆ ระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ          
-18 องศาเซลเซียส แสดงดัง Figure 30 และ 31 พบวาวิธีการแชเยือกแข็งไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลง
คาปริมาณน้ําอิสระและปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อ อยางไรก็ตามคาปริมาณน้ําอิสระและ
คาปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อของหมึกทั้งสองชนิดเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ เมื่อเก็บรักษานานขึ้น 
(p<0.05) หมึกกลวยมีการเปลี่ยนแปลงของปริมาณน้ําอิสระและปริมาณของเหลวที่ออกจาก
กลามเนื้อมากกวาหมึกกระดอง เมื่อสองดูดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด พบวา 
ในชวงเดือนที่ 4 และเดือนที่ 6 หมึกกลวย (Figure 28 (C, D, G, H)) และหมึกกระดอง (Figure 29 
(C, D, G, H)) ลักษณะมัดเสนใยกลามเนื้อมีการคลายเกลียวเกิดขึ้นอยางชัดเจน และทําใหเกิด
ชองวางระหวางมัดเสนใยกลามเนื้อมากขึ้น การเก็บรักษาในสภาวะแชเยือกแข็ง เปนระยะเวลานาน
มีผลตอการสูญเสียน้ํา โดยเฉพาะน้ําระหวางชองวางของไมโอไฟบริลลา (Dublan-Garcia et al., 
2005) การศึกษาของ Ueng และ Chow (1998) ทําการเก็บรักษาหมึก 3 ชนิด คือ หมึกกลวย neritic 
(Loligo edulis) หมึกกระดอง (Sepia pharaonis) และหมึกกลวย Argentina (Illex argentinus) ที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 4 เดือน พบวาปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อจะมี
ปริมาณมากกวาปริมาณน้ําอิสระ คาปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อเพิ่มสูงขึ้นบงบอกถึงการ
สูญเสียความสามารถในการอุมน้ําของกลามเนื้อในระหวางการเก็บรักษา การสูญเสียน้ําใน
กระบวนการแชเยือกแข็งเปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหโปรตีนเกิดการเสียสภาพ โดยทั่วไปการแชเยือก
แข็งแบบชาจะทําใหสูญเสียของเหลวมากกวาการแชเยือกแข็งแบบเร็ว ผลึกน้ําแข็งขนาดใหญจะ
เกิดขึ้นในกระบวนการแชเยือกแข็งแบบชาและจะเพิ่มขนาดขึ้นในระหวางการเก็บรักษา โดยผลึก
น้ําแข็งดังกลาวจะทําใหเซลลเกิดความเสียหายสงผลทําใหสูญเสียน้ํามากขึ้น (Boegh-Soerensen and 
Jul, 1985 อางโดย Ngapo et al., 1999; Lopkulkiaert et al., 2009) และความสามารถในการอุมน้ํา
ของกลามเนื้อจะสัมพันธกับโครงสรางเสนใยไมโอไฟบริล และคุณสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีนใน
เนื้อสด เนื่องจากเปลี่ยนแปลงของเอนไซมที่ยอยโปรตีนในชวงการเก็บรักษา (Tsuchiya et al., 
1978; Zayas, 1997; Dublan-Garcia et al., 2005) Siddaiah และคณะ (2001) พบวาปริมาณของเหลว
ที่ออกจากกลามเนื้อของปลาตะเพียน (silver carp; Hypophthalmichthys molitrix) เพิ่มขึ้นใน
ระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 180 วัน Benjakul และคณะ (2003) 
ไดทําการเก็บรักษาปลาทรายแดง (Nemipterus bleekeri) ปลาตาหวาน (Priacanthus tayenus) ปลา
ปากคม (Sauruda micropectoralis) และปลาตาเดียว (Pennachai macrophthalmus) พบวาปริมาณ
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ของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อเพิ่มขึ้นเมื่อระยะเวลาการเก็บรักษาเพิ่มขึ้น (24 สัปดาห) ซ่ึงอัตราการ
เพิ่มขึ้นนี้จะแตกตางกันแตละสายพันธุ ขนาดและตําแหนงของการเกิดผลึกน้ําแข็งในระหวาง
กระบวนการแชเยือกแข็งและการเก็บรักษา ซ่ึงมีผลทําใหคุณภาพของเนื้อลดลง (Voyle, 1974; 
Añon and Calvelo, 1980; Offer and Knight, 1988 อางโดย Ngapo et al., 1999) นอกจากนี้ปริมาณ 
FA (Figure 25) และคา TBARS (Figure 24) เพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องตลอดเวลาการเก็บรักษา (p<0.05) 
อาจเปนอีกปจจัยที่มีผลสงเสริมใหเกิดการสูญเสียน้ําในกลามเนื้อของหมึกกลวยและหมึกกระดอง 
โดย FA มีผลทําใหโปรตีนเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติเชิงหนาที่ เชน ความสามารถในการละลาย 
ความสามารถในการสกัดของโปรตีนไมโอไฟบริล และการสูญเสียสมบัติในการอุมน้ํา เปนตน 
(Sikorski et al., 1990; Sotelo et al., 1995) รวมทั้งกระบวนออกซิเดชั่นของไขมันมีผลทําใหเกิดการ
เปล่ียนแปลงสี การสูญเสียน้ําในกลามเนื้อ 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) 



  

77 

0

5

10

15

20

25

30

0 1 2 3 4 5 6
Storage time (month)

ex
pr

es
sib

le 
dr

ip
 (%

)

cuttlefish /airblast cuttlefish /contact plate

squid /airblast squid /contact plate

 
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 การสูญเสียน้ําหนกัหลังจากทําใหสุก (cooking loss) 

    จาก Figure 32 แสดงการสูญเสียน้ําหนักหลังจากทําใหสุกของหมึกกลวยและ
หมึกกระดองที่ทําการแชเยือกแข็งดวยวิธีตางๆ ระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส 
เปนระยะเวลา 6 เดือน พบวาวิธีการแชเยือกแข็งไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงคาการสูญเสียน้ํา
หลังจากทําใหสุก (p>0.05) เมื่อเก็บรักษาเปนระยะเวลานานการสูญเสียน้ําหนักเพิ่มขึ้น (p<0.05) 
โดยหมึกกลวยมีคาการสูญเสียน้ําหนักหลังจากทําใหสุกสูงกวาหมึกกระดอง (p<0.05) เมื่อทําใหเนือ้
หมึกกลวย (Loligo pealei) สุก โครงสรางของเสนใยกลามเนื้อจะเปลี่ยนรูปไปเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น 
และความชื้นภายในกลามเนื้อมีคาลดลง (Otwell and Hamann, 1979) และการแชเยือกแข็งจะทําให
เซลลเมมเบรนไดรับความเสียหาย (Rahelic and Puac, 1985 อางโดย Lagerstedt et al., 2008) ซ่ึงผล
ที่เกิดขึ้นนี้ทําใหความสามารถในการอุมน้ําต่ําลงและเกิดการสูญเสียน้ําหนักหลังจากทําใหสุกสูงขึ้น 
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(Wheeler et al.,  1990 อางโดย Lagerstedt et al., 2008) การสูญเสียน้ําจากกลามเนื้อทําใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงของโปรตีนไมโอไฟบริลลา (Buttkus, 1974 อางโดย Otwell and Hamann, 1979) การ
สูญเสียน้ําหนักหลังจากทําใหสุกระหวางเนื้อที่เก็บที่อุณหภูมิเย็นและแชเยือกแข็งจะแตกตางกัน
เนื่องจากเซลลกลามเนื้อของเนื้อที่ ถูกแชเยือกแข็งจะถูกทําลายในระหวางการแชเยือกแข็ง 
(Lagerstedt et al., 2008) สอดคลองกับการศึกษาของ Benjakul และ Sutthipan (2009) ซ่ึงพบวาการ
สูญเสียน้ําหนักหลังจากทําใหสุกของเนื้อปูแชเยือกแข็งเพิ่มขึ้นเมื่อระยะการเก็บรักษาเพิ่มขึ้น โดย
ความรอนสงเสริมใหเกิดการจับตัวกันและเสียสภาพของโปรตีนทําใหเกิดการสูญเสียความสามารถ
ในการอุมน้ําของโปรตีน และการเสียสภาพของโปรตีนในระหวางการแชเยือกแข็งทําใหโปรตีนไว
ตอการเสียสภาพดวยความรอนจึงเปนสาเหตุทําใหโปรตีนจับตัวกันมากขึ้น นอกจากนี้ Stanley และ 
Smith (1984 อางโดย Llorca et al., 2007) แสดงใหเห็นวาความรอนสงผลใหเกิดการสูญเสียน้ํา 
เนื่องจากโปรตีนเกิดการเสียสภาพและมีลักษณะของเสนใยกลามเนื้อรวมตัวกันทําใหเกิดชองวาง
ระหวางโปรตีนไมโอไฟบริลลา  
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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 
 การเปลี่ยนแปลงของแรงเฉือนของหมึกกลวยสดและหมึกกระดองสดที่ทําการแช
เยือกแข็งโดยวิธีลมเย็นและแผนสัมผัสแสดงดัง Figure 33 พบวาวิธีการแชเยือกแข็งทั้งสองวิธีมี
คาแรงเฉือนไมแตกตางกัน (p>0.05) และพบวาหมึกกระดองมีคาแรงเฉือนมากกวาหมึกกลวย 
เนื่องจากความแตกตางกันของความหนาของสวนลําตัว (mental) นอกจากนี้ระยะเวลาเก็บรักษามี
ผลตอคาแรงเฉือน (p<0.05) โดยตัวอยางหลังกระบวนการแชเยือกแข็ง (เดือนที่ 0) มีเนื้อสัมผัสแนน
และคาแรงเฉือนสูงกวาตัวอยางที่ผานการเก็บรักษา (1-6 เดือน) เนื่องจากตัวอยางเดือนที่ 0 มี
ลักษณะของเสนใยกลามเนื้อและโครงขายรางแหของเนื้อเยื่อเกี่ยวพันใกลเคียงกับหมึกสดเมื่อสองดู
ภายใตกลองจุลทรรศนแบบสองกราด (Figure 28 (A, E) และ 29 (A, E)) หลังจากเก็บรักษา 1 เดือน 
คาแรงเฉือนลดลงในทุกตัวอยาง เนื่องจากตัวอยางหลังแชเยือกแข็ง (เดือนที่ 1) ผลึกน้ําแข็งใน
กระบวนการแชเยือกแข็งและในชวงการทําละลายเปนสาเหตุของการสลายตัวของไลโซโซมและ
การปลดปลอยเอนไซมโปรติเนสจากซารโคพลาสซึ่งทําใหกลามเนื้อโปรตีนออนตัว (Makri, 2009) 
จากนั้นหลังจากการเก็บรักษา 2-6 เดือน เนื้อสัมผัสเริ่มแข็งขึ้นเนื่องจากการเสียสภาพและเกิดการจบั
ตัวกันของโปรตีนไมโอไฟบริล จะเห็นไดจากการละลายของโปรตีน (Table 12) การสูญเสียปริมาณ
น้ําอิสระ (Figure 30) ปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อ (Figure 31) และการสูญเสียน้ําหลังจาก
ทําใหสุก (Figure 32) รวมทั้งเกิดจากผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายไขมัน (lipid degradation 
products) โดยทําใหเกิดแรงกระทําระหวางโปรตีนไมโอไฟบริลลา จึงทําใหเนื้อสัมผัสเปลี่ยนแปลง
ในระหวางการเก็บรักษาแบบแชเยือกแข็ง (Makri, 2009) นอกจากนี้อาจเกิดจากโปรตีนเกิดการ
เชื่อมประสานกัน จากการเพิ่มขึ้นของ FA (Figure 27) ในระหวางการแชเยือกแข็ง (Stanley and 
Hultin, 1982; Ueng and Chow, 1998) ตรี วาทกิจ (2552) รายงานวา ผลของการเสียสภาพของ
โปรตีนจะมีผลตอกลามเนื้อปลาเกิดการสูญเสียน้ําและความสามารถในการอุมน้ําลดลง ทําให
เนื้อเยื่อกลามเนื้อแข็งหรือหยาบกระดาง และคุณภาพของเนื้อปลาเสื่อมลง เชน เนื้อปลาแข็งและ
เหนียว (tough) เปนเสี้ยน (fibrous) แหง (dry) และรสชาติ จืดชืด (poor taste) ซ่ึงสอดคลองกับ
การศึกษาของ Sigurgisladottir และคณะ (2000) พบวาปลาแซลมอนแลเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส หลังจากเก็บรักษาเปนเวลา 1 เดือน ปลาแซลมอนแลมีคาแรงเฉือนต่ํากวา
ปลาแซลมอนสด การแชเยือกแข็งเปนสาเหตุที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงกลามเนื้อโดยเกิดการเสีย
สภาพและจับตัวกันของโปรตีนไมโอไฟบริลลา ซ่ึงเกิดขึ้นในชวงสิ้นสุดในการเก็บรักษามากกวาใน
ชวงแรกของการเก็บรักษา 
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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 การเปลี่ยนแปลงคาสี 

Table 13, 14 และ 15 แสดงการเปลี่ยนแปลงคา L* a* และ b* ของลําตัวหมึก
กลวยและหมึกกระดองที่ลอกหนังหลังการแชเยือกแข็งดวยวิธีแบบลมเย็นและแบบโลหะสัมผัส 
ระหวางเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส พบวาวิธีการแชเยือกแข็งไมมีผลตอคา L* a* และ 
b* (p>0.05) ขณะที่ระยะเวลาการเก็บรักษามีผลทําใหคา L* (คาความสวาง) ของหมึกกลวยและ
หมึกกระดองมีคาลดลง (p<0.05) โดยท่ัวไปหมึกที่ผานการเก็บรักษาจะมีการเปลี่ยนแปลงสีเปนสี
แดงหรือสีเหลืองเพิ่มขึ้นจึงสงผลใหความขาว (ความสวาง) ลดลง และคา a* (คาสีแดง-สีเขียว) และ
คา b* (คาสีเหลือง-สีน้ําเงิน) มีคาเพิ่มขึ้นตลอดระยะเวลาในการเก็บรักษา (p<0.05) และพบวาหมึก
กลวยจะมีคา a* มากกวาหมึกกระดองตั้งแตชวงแรกจนถึงสิ้นสุดของการเก็บรักษา (p<0.05) ซ่ึงผล
ที่เกิดขึ้นนี้บงบอกถึงการติดสีแดงบนเนื้อของหมึกกลวยเพิ่มขึ้น ขณะที่ความเขมของคา b* ของ
หมึกกระดองมีอัตราการเพิ่มขึ้นมากกวาหมึกกลวย ทําใหเห็นลักษณะเปนจุดสีเหลืองบนลําตัวของ



หมึกกระดองไดชัดเจนกวาหมึกกลวย การเปลี่ยนแปลงสีของหมึกแชเยือกแข็งเปนสิ่งสําคัญตอ
ลักษณะปรากฏและการยอมรับ ซ่ึงโดยทั่วไปการเปลี่ยนแปลงสีที่เกิดขึ้นในระหวางการแชเยือกแข็ง
มีผลมาจากการออกซิเดชั่นของไขมันและกระบวนการยอยสลายของเม็ดสี (Daias et al., 1994) การ
เปลี่ยนแปลงสีที่แตกตางกันของหมึกแตละสายพันธุอาจเกิดจากความแตกตางของเม็ดสีที่ปรากฏ
บนผิวหนังสวนลําตัวของหมึกทั้งสองชนิด โดยการเปลี่ยนแปลงสีของหมึกกระดองเกิดจากกลุม
ของถุงเม็ดสีแดง เหลือง น้ําตาลและดําที่อยูบนชั้นเออริโดฟอร (iridophores) และลิวโคพฟอร 
(leucophore) สวนในหมึกกลวยเม็ดสีจะประกอบดวยกลุมของเม็ดสีเหลือง สม แดง ดําและมวงซึ่ง
จะอยูบนผิวของลําตัว (Wikipedia, 2009) ในระหวางกระบวนการแชเยือกแข็งและการเก็บรักษา
ผนังเซลลของถุงเม็ดสี อาจถูกทําลายโดยผลึกน้ําแข็ง ทําใหเม็ดสีถูกปลดปลอยออกมายอมติดบน
ลําตัวของหมึกกลวยได เชนเดียวกับการศึกษาในหมึกกระดอง (Sepia pharaonis) ที่เก็บรักษาที่
อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 16 สัปดาห (Thanonkeaw et al., 2008) การเพิ่มขึ้นของสี
เหลืองในหมึกกระดองอาจเปนผลจากการออกซิเดชั่นของไขมัน ดังเห็นไดจากการเพิ่มขึ้นของคา 
TBARS (Figure 24) ในทิศทางเดียวกันและปลาแฮริ่งที่เก็บรักษาแบบแชเยือกแข็งเปนเวลา 9 
สัปดาหที่พบวาการเพิ่มขึ้นของคาสีเหลืองมีความสัมพันธกับการออกซิเดชั่นของไขมัน (Hamre et 
al., 2003; Thanonkeaw et al., 2005) สารประกอบที่เกิดขึ้นระหวางการออกซิเดชั่นของกรดไขมัน
ไมอ่ิมตัว ไดแก คีโตน อัลดีไฮด แอลกอฮอล ไฮโดรคารบอน กรด และอีโพไซด สามารทําใหเกิด
กล่ินรสที่ผิดปกติและทําปฏิกิริยากับโปรตีนสงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงสี (Khayat and Schwall, 
1983 อางโดย Thanonkeaw et al., 2006c) โดยสีเหลืองหรือสีน้ําตาลที่เกิดขึ้นเกิดจากปฏิกิริยาการ
เกิดสีน้ําตาลที่ไมใชเอนไซมจากปฏิกิริยาระหวางผลิตภัณฑที่ไดจากการออกซิเดชั่นของไขมันกับ
หมูเอมีนที่อยูสวนหัวของฟอสฟอลิปดหรือหมูเอมีนของโปรตีน (Thanonkeaw et al., 2005; 
Thanonkeaw et al., 2006a)  

มึกกระดองไดชัดเจนกวาหมึกกลวย การเปลี่ยนแปลงสีของหมึกแชเยือกแข็งเปนสิ่งสําคัญตอ
ลักษณะปรากฏและการยอมรับ ซ่ึงโดยทั่วไปการเปลี่ยนแปลงสีที่เกิดขึ้นในระหวางการแชเยือกแข็ง
มีผลมาจากการออกซิเดชั่นของไขมันและกระบวนการยอยสลายของเม็ดสี (Daias et al., 1994) การ
เปลี่ยนแปลงสีที่แตกตางกันของหมึกแตละสายพันธุอาจเกิดจากความแตกตางของเม็ดสีที่ปรากฏ
บนผิวหนังสวนลําตัวของหมึกทั้งสองชนิด โดยการเปลี่ยนแปลงสีของหมึกกระดองเกิดจากกลุม
ของถุงเม็ดสีแดง เหลือง น้ําตาลและดําที่อยูบนชั้นเออริโดฟอร (iridophores) และลิวโคพฟอร 
(leucophore) สวนในหมึกกลวยเม็ดสีจะประกอบดวยกลุมของเม็ดสีเหลือง สม แดง ดําและมวงซึ่ง
จะอยูบนผิวของลําตัว (Wikipedia, 2009) ในระหวางกระบวนการแชเยือกแข็งและการเก็บรักษา
ผนังเซลลของถุงเม็ดสี อาจถูกทําลายโดยผลึกน้ําแข็ง ทําใหเม็ดสีถูกปลดปลอยออกมายอมติดบน
ลําตัวของหมึกกลวยได เชนเดียวกับการศึกษาในหมึกกระดอง (Sepia pharaonis) ที่เก็บรักษาที่
อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 16 สัปดาห (Thanonkeaw et al., 2008) การเพิ่มขึ้นของสี
เหลืองในหมึกกระดองอาจเปนผลจากการออกซิเดชั่นของไขมัน ดังเห็นไดจากการเพิ่มขึ้นของคา 
TBARS (Figure 24) ในทิศทางเดียวกันและปลาแฮริ่งที่เก็บรักษาแบบแชเยือกแข็งเปนเวลา 9 
สัปดาหที่พบวาการเพิ่มขึ้นของคาสีเหลืองมีความสัมพันธกับการออกซิเดชั่นของไขมัน (Hamre et 
al., 2003; Thanonkeaw et al., 2005) สารประกอบที่เกิดขึ้นระหวางการออกซิเดชั่นของกรดไขมัน
ไมอ่ิมตัว ไดแก คีโตน อัลดีไฮด แอลกอฮอล ไฮโดรคารบอน กรด และอีโพไซด สามารทําใหเกิด
กล่ินรสที่ผิดปกติและทําปฏิกิริยากับโปรตีนสงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงสี (Khayat and Schwall, 
1983 อางโดย Thanonkeaw et al., 2006c) โดยสีเหลืองหรือสีน้ําตาลที่เกิดขึ้นเกิดจากปฏิกิริยาการ
เกิดสีน้ําตาลที่ไมใชเอนไซมจากปฏิกิริยาระหวางผลิตภัณฑที่ไดจากการออกซิเดชั่นของไขมันกับ
หมูเอมีนที่อยูสวนหัวของฟอสฟอลิปดหรือหมูเอมีนของโปรตีน (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) 
 
 

 
 
 
 
 

83 



 

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) แสดงการเปลี่ยนแปลงคา QIM ระหวางการเก็บรักษาที่
อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส สําหรับหมึกกลวยและหมึกกระดองที่ทําการแชเยือกแข็งดวยวิธีตางๆ 
ตามลําดับ โดยกราฟแสดงความสัมพันธแบบโพลิโนเมียลซ่ึงมีสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ (R2) 
สําหรับหมึกกลวยที่ทําการแชเยือกแข็งดวยวิธีแบบลมเย็นและแบบแผนสัมผัสมีคา 0.966 และ 
0.948 และหมึกกระดองที่ทําการแชเยือกแข็งดวยวิธีแบบลมเย็นและแบบแผนสัมผัสมีคา 0.924 และ 
0.921 ตามลําดับ จะเห็นวา คะแนน QIM ของหมึกทั้งสองชนิดเพิ่มขึ้นตลอดการเก็บรักษา (p<0.05) 
และวิธีการแชเยือกแข็งไมมีผลตอคา QIM ของหมึกกระดองและหมึกกลวย (p>0.05) โดยคะแนน 
QIM หลังการเก็บรักษาแบบแชเยือกแข็งเปนเวลา 6 เดือน ของหมึกกลวยที่ทําการแชเยือกแข็งดวย
วิธีแบบลมเย็นและแบบแผนสัมผัสมีคา 10.7 และ 11 และหมึกกระดองที่ทําการแชเยือกแข็งดวยวิธี
แบบลมเย็นและแบบแผนสัมผัสมีคา 12 และ 11.1 ตามลําดับ ขณะที่ระดับคะแนน QIM สูงสุดของ
หมึกกลวยและหมึกกระดองที่เก็บรักษาในน้ําแข็งเปนระยะเวลา 16 วัน มีคา 13.51 และ 14.79 
ตามลําดับ ซ่ึงการเก็บรักษาแบบแชเยือกแข็งจะมีการเปลี่ยนแปลงที่ชากวาแบบแชน้ําแข็ง โดยการ
เปล่ียนแปลงเนื้อสัมผัสเปนพารามิเตอรที่สําคัญตอการเพิ่มของคา QIM โดยลักษณะปรากฏสวน
ของลําตัวของหมึกทั้งสองชนิดมีลักษณะออนนิ่มลง สวนการเปลี่ยนแปลงกลิ่น พบวามีกล่ิน
สาหรายออนๆ ในชวงเดือนแรกและพบกลิ่นคาวเล็กนอยในชวงเดือนที่ 3 จนกระทั่งถึงเดือนที่ 6 
และไมพบกล่ินเนาเสียหรือกล่ินแอมโมเนียตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 
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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) แสดงการเปลี่ยนแปลงคุณภาพโดยรวมของหมึกกลวยและ
หมึกกระดองที่ทําการแชเยือกแข็งดวยวิธีตางๆ ในระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศา
เซลเซียส กราฟคะแนนคุณภาพโดยรวมของหมึกทั้งสองชนิดมีความสัมพันธเปนเสนตรงกับเวลา
โดยหมึกกลวยที่ทําการแชเยือกแข็งดวยวิธีแบบลมเย็นและแบบแผนสัมผัสมีคา R2 เทากับ 0.952 
และ 0.953 และหมึกกระดองที่ทําการแชเยือกแข็งดวยวิธีแบบลมเย็นและแบบแผนสัมผัสมีคา             
R2 เทากับ 0.977 และ 0.972 ตามลําดับ คะแนนคุณภาพโดยรวมของหมึกทั้งสองชนิดลดลงเมื่อ
ระยะเวลาในการเก็บรักษาเพิ่มขึ้น (p<0.05) แสดงวาคุณภาพของหมึกลดลง และพบวาชนิดของ
หมึกและวิธีการแชเยือกแข็งไมมีผลตอคะแนนคุณภาพโดยรวม และการเก็บรักษาเปนระยะเวลา 6 
เดือน พบวาคะแนนอยูในระดับไมยอมรับแตไมถึงระดับปฏิเสธ โดยหมึกกลวยที่ทําการแชเยือก
แข็งดวยวิธีแบบลมเย็นและแบบแผนสัมผัสมีคะแนน 3.4 และ 3.8 และหมึกกระดองที่ทําการแช
เยือกแข็งดวยวิธีแบบลมเย็นและแบบแผนสัมผัสมีคะแนน 3.5 และ 3.8 ตามลําดับ เนื่องจากหมึกทั้ง
สองชนิดจะมีลักษณะปรากฏ เชน ลําตัวออนนิ่ม เม็ดสีแตก สีของลําตัวยอมติดเปนสีมวง ผิว
หนังเหียวยนและถลอก เปนตน ซ่ึงมีลักษณะแตกตางจากหมึกสดที่มีลักษณะลําตัวใส และคงตัว
เปนรูปทรง เม็ดสีมีขนาดเล็ก หนังไมถลอก เปนตน ปจจัยที่มีผลตอการเสื่อมเสียดังกลาวขึ้นอยูกับ
คุณภาพของสัตวน้ําเริ่มตน การเตรียมกอนการแชเยือกแข็ง อัตราการแชเยือกแข็ง อุณหภูมิและ
ระยะเวลาในการเก็บรักษา ประสิทธิภาพในการปองกันการเปลี่ยนแปลงโปรตีน 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 คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ ระหวางผลการทดลองทางดานประสาทสัมผัส จุลินทรีย 
กายภาพ และเคมีของหมึกกลวยและหมึกกระดองที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส 

3.3.3 คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ ระหวางผลการทดลองทางดานประสาทสัมผัส จุลินทรีย 
กายภาพ และเคมีของหมึกกลวยและหมึกกระดองที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส 
 คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ ระหวางผลการทดสอบคุณภาพโดยทางตรง ไดแก การ
ทดสอบทางจุลินทรีย กายภาพและเคมีกับการทดสอบคุณภาพโดยทางออม ไดแก การทดสอบทาง
ประสาทสัมผัสของหมึกกระดองและหมึกกลวยที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียสแสดงดัง 
Table 16 การเปลี่ยนแปลงของคา FA คาความสวาง (L*) และปริมาณน้ําอิสระของหมึกกลวย และ
คา FA คาความสวาง (L*) และ TBARS ของหมึกกระดองที่มีความสัมพันธทางตรงกับคา QIM และ
มีความสัมพันธในทางตรงขามกับคาคุณภาพโดยรวมโดยมีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธสูงอยางมี
นัยสําคัญ (p<0.01) นอกจากนี้จาก Table 16 จะเห็นวาคา FA มีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธสูง
สําหรับหมึกทั้งสองชนิด เมื่อสรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาคุณภาพทางประสาทสัมผัส 
(คะแนนคุณภาพโดยรวมและ QIM) กับ FA ดัง Figure 36-39 จะเห็นวากราฟดังกลาวมี
ความสัมพันธเปนเสนตรงและมีคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (Coefficient of determination, R2) สูง
อยูในชวง 0.74 ถึง 0.93 และสามารถใชทํานายคุณภาพของหมึกทั้งสองชนิดในระหวางการเก็บ

รักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียสไดที่ระดับ α เทากับ 0.01  

 คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ ระหวางผลการทดสอบคุณภาพโดยทางตรง ไดแก การ
ทดสอบทางจุลินทรีย กายภาพและเคมีกับการทดสอบคุณภาพโดยทางออม ไดแก การทดสอบทาง
ประสาทสัมผัสของหมึกกระดองและหมึกกลวยที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียสแสดงดัง 
Table 16 การเปลี่ยนแปลงของคา FA คาความสวาง (L*) และปริมาณน้ําอิสระของหมึกกลวย และ
คา FA คาความสวาง (L*) และ TBARS ของหมึกกระดองที่มีความสัมพันธทางตรงกับคา QIM และ
มีความสัมพันธในทางตรงขามกับคาคุณภาพโดยรวมโดยมีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธสูงอยางมี
นัยสําคัญ (p<0.01) นอกจากนี้จาก Table 16 จะเห็นวาคา FA มีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธสูง
สําหรับหมึกทั้งสองชนิด เมื่อสรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาคุณภาพทางประสาทสัมผัส 
(คะแนนคุณภาพโดยรวมและ QIM) กับ FA ดัง Figure 36-39 จะเห็นวากราฟดังกลาวมี
ความสัมพันธเปนเสนตรงและมีคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (Coefficient of determination, R

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

2) สูง
อยูในชวง 0.74 ถึง 0.93 และสามารถใชทํานายคุณภาพของหมึกทั้งสองชนิดในระหวางการเก็บ

รักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียสไดที่ระดับ α เทากับ 0.01  
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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. 
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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 

บทสรุปและขอเสนอแนะ 

บทสรุป 
 
  1. การศึกษาปจจัยคุณภาพที่ใชเปนดัชนีความสดของหมึกกลวย และหมึกกระดอง
ที่เก็บรักษาโดยการแชน้ําแข็ง พบวาหมึกกลวย (Photololigo duvaucelii) และหมึกกระดอง (Sepia 
aculeata) มีอายุการเก็บรักษาในน้ําแข็ง 6 วัน จากการทดสอบทางประสาทสัมผัส โดยวิธีคุณภาพ
โดยรวม ซ่ึงเปนระยะเวลาที่ตัวอยางอยูในระดับคะแนนไมยอมรับ และถึงจุดที่ไมสามารถบริโภค
ได (จุดปฏิเสธ) หลังจากเก็บรักษาเปนเวลา 14 วัน คาปริมาณของเหลวที่ออกจากกลามเนื้อมี
ความสัมพันธทางตรงกับคา QIM และมีความสัมพันธทางตรงขามกับคาคุณภาพโดยรวม โดยมีคา
สัมประสิทธิ์สหสัมพันธสูงสุดอยางมีนัยสําคัญ (p<0.01) โดยคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ 
(Coefficient of determination, R2) อยูในชวง 0.81 ถึง 0.92 และคาดังกลาวสามารถใชเปนดัชนีที่
เหมาะสมสําหรับตรวจสอบความสดของหมึกทั้งสองชนิดในระหวางการเก็บรักษาในน้ําแข็งที่

ระดับ α=0.01  
 

2. การศึกษาการเปลี่ยนแปลงโปรตีนและโครงสรางจุลภาคของเนื้อหมึกระหวาง
การเก็บรักษาโดยการแชน้ําแข็ง พบวาหมึกทั้งสองมีเนื้อสัมผัสนิ่มขึ้นและมีคาแรงเฉือนลดลง 
(p<0.05) เมื่อเก็บรักษานานขึ้น เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของเสนใยกลามเนื้อและ       
ไมโอซินเสนหนัก (MHC) ถูกยอยสลาย  
  

3. วิธีการแชเยือกแข็งและการเก็บรักษาที่ -18 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 6 
เดือนสงผลใหหมึกกลวยและหมึกกระดองสูญเสียสภาพของโปรตีนเพิ่มขึ้น และเกิดการ            
ออกซิเดชั่นของไขมัน โดยการแชเยือกแข็งแบบลมเย็นมีการเปลี่ยนแปลงของการออกซิเดชั่นสูง
กวาการแชเยือกแข็งแบบแผนสัมผัส จากการทดสอบทางประสาทสัมผัส แสดงใหเห็นวาลําตัวของ
หมึกทั้งสองชนิดมีคะแนนระดับไมยอมรับหลังเก็บรักษา 3 เดือน และมีคุณภาพไมถึงระดับปฏิเสธ
หลังจากเก็บรักษา 6 เดือนการเปลี่ยนแปลงของคาฟอรมัลดีไฮดมีความสัมพันธทางตรงกับ QIM 
และทางตรงขามกับคาคุณภาพโดยรวมมีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธสูงอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) 
โดยคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ อยูในชวง 0.74 ถึง 0.93 และสามารถใชทํานายคุณภาพของหมึกทั้ง

สองชนิดในระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียสเปนเวลา 6 เดือนไดที่ระดับ α 
เทากับ 0.01  
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ขอเสนอแนะ 
 

การทดสอบทางประสาทสัมผัส QIM ที่ใชยังไมเหมาะสมกับคุณลักษณะของหมึก
กลวย (Photololigo duvaucelii) และหมึกกระดอง (Sepia aculeata) ซ่ึงคะแนนของ QIM เปน
คะแนนรวมของคุณภาพทางประสาทสัมผัสจะตองมีความสัมพันธเปนเสนตรงกับระยะเวลาการ
เก็บรักษาน้ําแข็ง และสามารถใชในการทํานายอายุการเก็บรักษาได แตสําหรับการทดลองนี้ ไดนํา 
QIM ที่ใชการตรวจสอบความสดของหมึกกลวย (Illex coindetii) (Vaz-Pires and Seixas, 2006) และ 
หมึกกระดอง (Sepia officinalis) (Vaz-Pires and Seixas, 2006) มาใชจึงทําใหกราฟคะแนนที่ไดไม
เปนเสนตรงและคะแนนรวมของ QIM ในตัวอยางที่ปฏิเสธไมเทากับคะแนนสูงสุด (16 และ17 
สําหรับหมึกกลวยและหมึกกระดอง ตามลําดับ) หากตองการนํา QIM มาใชสําหรับทํานายอายุการ
เก็บรักษาของหมึกกลวย (Photololigo duvaucelii) และหมึกกระดอง (Sepia aculeata) ที่ใชในการ
วิจัยนี้จะตองมีการศึกษาเพิ่มเติมในการปรับพารามิเตอรที่ไมบงชี้คุณภาพของหมึกทั้งสองชนิดให
สอดคลองกับการเปลี่ยนแปลงของหมึกดังกลาว เชน การติดกันของกระดูกและหัวของหมึก
กระดอง หรือการเพิ่มพารามิเตอรที่จําเปนในการตรวจสอบ เชน ความสมบูรณของผิวหนัง และการ
ยอมติดสีบนกลามเนื้อ เปนตน 
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ภาคผนวก ก การวิเคราะหทางเคมี 
 
ก1 การวิเคราะหหาปริมาณดางที่ระเหยได (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 ดวย

เอธานอล แลวปรับปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตร 
2. Inner ring solution : ละลายกรดบอริก 10 กรัม ในเอธานอล 200 มิลลิลิตร แลวเติม 

mixed indicator (จากขอ 1) 10 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรเปน 1 ลิตรดวยน้ํากลั่น 
3. ละลายกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 0.02 นอรมอล 
4. สารละลายโพแทสเซียมคารบอเนตอิ่มตัว : ละลายโพแทสเซียมคารบอเนต (K2CO3) 

60 กรัม ในน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร ตมนาน 10 นาที ทําใหเย็นแลวกรองผานกระดาษ
กรอง 

5. สารละลายกรดไตรคลอโรอะซีติกเขมขนรอยละ 4 : ละลายกรดไตรคลอโรอะซีติก 
(CCl3COOH) 40 กรัม ในน้ํากลั่น 960 มิลลิลิตร 

6. สารละลายฟอรมัลดีไฮดอิสระเขมขนรอยละ 10 : เติมแมกนีเซียมคารบอเนต (MgCO3) 
10 กรัม ลงใน 100 มิลลิลิตร ของฟอรมาลีน (Formalin) (สารละลายฟอรมัลดีไฮด
อิสระเขมขนรอยละ 35) เขยาใหเขากนัแลวกรองผานกระดาษกรองทําใหเจือจาง 3 เทา
ดวยน้ํากลั่น 

7. วาสลีน 
 

วิธีการ 
การเตรียมตวัอยาง 

ช่ังตัวอยาง 2 กรัม เติมสารละลายกรดไตรคลอโรอะซีติกเขมขนรอยละ 4 ปริมาณ 
8  มิลลิลิตร โฮโมจีไนสใหละเอียด ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาที กรองดวยกระดาษกรองเบอร 
41 ปรับปริมาตรใหได 10 มิลลิลิตร (เก็บตัวอยางในน้ําแข็งขณะใช) 
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การหาปริมาณดางที่ระหยได (TVB-N) 
1. ทาวาสลีนที่ขอบฝาจานคอนเวย 
2. ดูดสารละลายตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ลงในวงกลมชั้นนอกของจานคอนเวย 
3. ดูด Inner ring solution 1 มิลลิลิตร ลงในวงกลมชั้นในของจานคอนเวย 
4. ดูดสารละลายโพแทสเซียมคารบอเนตอิ่มตัว 1 มิลลิลิตร ใสช้ันนอก แตใหอยูคนละ

ดานกับสารละลายตัวอยางทีใ่สในขอ 2 
5. ปดฝาจานคอนเวยใหสนิท 
6. เอียงหรือหมนุจานคอนเวยเบาๆ ใหสายละลายโพแทสเซียมคารบอเนตอิ่มตัว ผสมกบั

สารละลายตัวอยาง ระวังอยาใหเกิดการผสมกับ Inner ring solution ที่วงกลมชั้นใน 
7. บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 45-60 นาที หรือทิ้งไวที่อุณหภูมหิองนาน 3 ช่ัวโมง 
8. เปดฝาจานคอนเวย แลวไตรเตรทวงกลมชัน้ใน ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก

เขมขน 0.02 นอรมอล จนกระทั้งสีเขียวจางหายไป จดปรมิาตรกรดไวคาํนวณ 
9. ทํา blank โดยใชสารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติกเขมขนรอยละ 4 จํานวน 1 มิลลิลิตร 

แทนตวัอยาง 
 

การคํานวณ   
 TVB-N (มิลลิกรัมไนโตรเจน/100 กรัม ตวัอยาง)  =  (N)(14)(A-B)(V)(100) 
           น้ําหนกัตัวอยาง 
 

โดยที่      N = Normality ของกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไตรเตรท 
   A = มิลลิลิตรของกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไตรเตรทตัวอยาง 
   B = มิลลิลิตรของกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไตรเตรท blank 
   V = ปริมาตรรวมของตัวอยางและสารละลายของกรดไตรคลอโรอะซีติก ที่ใชในการ 
                      เตรียมตัวอยาง 
 

การหาปริมาณไตรเมทิลเอมีน (TMA-N) 
1. ทําเชนเดยีวกบัการหา TVB-N ขอ 1-3 
2. เติม 1 มิลลิลิตรของสารละลายฟอรมัลดีไฮดอิสระเขมขนรอยละ 10 ผสมกับตัวอยาง 
3. ปดฝาทันทีแลวคอยๆ เอียงหรือหมุนเบาๆ ใหสารละลายชั้นนอกผสมกนั 
4. ดูดสารละลายโพแทสเซียมคารบอเนตอิ่มตัว  1 มิลลิลิตร ใสช้ันนอก ปดฝาแลวคอยๆ

หมุนจานคอนเวย 
5. บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง 

 



   

  115 115 

6. เปดฝาจานคอนเวย แลวไตรเตรทวงกลมชัน้ใน ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก
เขมขน 0.02 นอรมอล จนกระทั่งสีเขียวเปลี่ยนเปนสีชมพู จดปริมาตรกรดไวคํานวณ 

7. ทํา blank โดยใชสารละลายกรดไตรคลอโรอะซีติกเขมขนรอยละ 4 จํานวน 1 มิลลิลิตร 
ทําเชนเดยีวกบัตัวอยาง 

 

การคํานวณ 
 TMA-N (มิลลิกรัมไนโตรเจน/100 กรัม ตวัอยาง)  =   (N)(14)(C-B)(V)(100) 
                น้ําหนกัตัวอยาง 
 

โดยที่      N = Normality ของกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไตรเตรท 
   A = มิลลิลิตรของกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไตรเตรทตัวอยาง 
   B = มิลลิลิตรของกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไตรเตรท blank 
   V = ปริมาตรรวมของตัวอยางและสารละลายของกรดไตรคลอโรอะซีติก ที่ใชในการ 
                      เตรียมตัวอยาง 
 
ก2 การวิเคราะหหาปริมาณฟอรมาลดีไฮด ตามวิธีการทดสอบของ Nash (1953) 
 
สารเคมี 
          1. Acetylacetone reagent (Nash’s reagent) 
 ละลาย 150 กรัม แอมโมเนียมอะซิเตรท ในกรดอะซิตกิ 3 มิลลิลิตร และอะซิติลอะซิโตน 2  

มิลลิลิตร ในน้ํากลั่นและปรบัปริมาตรเปน 1 ลิตร 
          2. สารละลายฟอรมัลดไีฮดอิสระมาตรฐาน 

ปเปตสารละลายฟอรมัลดีไฮดอิสระเขมขนรอยละ 35 ปริมาณ 0.285 มิลลิลิตรและปรับ
ปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น เพื่อใหไดความเขมขน 1000 ppm และเจือจาง
ความเขมขนเปน 10 ppm กอนใชสําหรับการเตรียมกราฟมาตรฐาน 

 
วิธีการ 
การเตรียมตวัอยาง 

1. ช่ังตัวอยาง 5 กรัม ในบีกเกอรขนาด 50 มิลลิลิตร 
2. เติมกรดไตรคลอโรอะซิติกเขมขนรอยละ 5 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร และโฮโมจีไนซให

ละเอียด 
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3. ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมหิองประมาณ 30 นาที 
4. กรองตัวอยางดวยกระดาษกรองเบอร 41 
5. เติมกรดไตรคลอโรอะซิติกเขมขนรอยละ 5 ปริมาณ 10 มิลลิลิตร ลงในตัวอยางที่ผาน

การสกัดโฮโมจีไนซแลวกรองอีกครั้งหนึ่ง รวมสวนใสทัง้ 2 คร้ังเขาดวยกัน 
6. ปรับพีเอชของสารละลายใหมีคาประมาณ 6.0-6.5 โดยใชสารละลายโพแตสเซียมไฮ 

ดรอกไซด 1นอรมอล หรือ 0.1 นอรมอล แลวปรับปริมาตรใหเปน 50 มิลลิลิตร ดวยน้ํา
กล่ัน 

 
การตรวจสอบฟอรมัลดีไฮดอิสระ 

1. ปเปตสารละลายตัวอยางที่เตรียมไวปริมาณ 3 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง เติม 
Acetylacetone reagent ปริมาณ 3 มิลลิลิตร และผสมใหเขากัน 

2. แชสารละลายในอางควบคุมอุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
3. ทําใหสารละลายเยน็โดยใหน้ําไหลผาน 
4. วัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 412 นาโนเมตร (เตรียม blank โดยใชน้ํากลั่น

แทนสารละลายตัวอยาง) 
 
การเตรียมกราฟมาตรฐาน 

1. ปเปตสารละลายฟอรมัลดีไฮดอิสระมาตรฐานเขมขน 10 ppm ปริมาณ 0, 0.3, 0.6, 1.2 
และ 2.4 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองโดยใชไมโครปเปต ซ่ึงใหสารละลายที่มีเนื้อสาร
เทากับ 0, 3, 6, 12 และ 24 ไมโครกรัม ตามลําดับ 

2. เติมน้ํากลั่น 3, 2.7, 2.4, 1.8 และ 0.6 มิลลิลิตร ตามลําดับแลวเติม Acetylacetone 
reagent ปริมาณ 3 มิลลิลิตร แลวทําเชนเดียวกับขั้นตอนในขอ 2  

3. เขียนกราฟแสดงความสัมพนัธระหวางความเขมขนของสารละลายฟอรมัลดีไฮดอิสระ
กับคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 412 นาโนเมตร แทนคาในสมการของกราฟ
มาตรฐานฟอรมัลดีไฮดอิสระ 

 



   

  117 117 

y = 0.003x + 0.0669

R2 = 0.9919
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การคํานวณ 
 ฟอรมัลดีไฮดอิสระ (ไมโครกรัมตอกรัม)  =         (A)(ปริมาตรรวมทั้งหมดของสารสกัด) 
                     (ปริมาตรของสารสกัดที่ใช)(น้ําหนักตวัอยาง) 
 
โดย         A = ปริมาณฟอรมัลดีไฮดอิสระจากกราฟมาตรฐาน (ไมโครกรัม) 
 
ก3 การตรวจสอบคา Thiobabituric acid-reaction substance (TBARS) (Buege and Aust, 1978) 
สารเคมี 

1. TBA solution : ละลาย Thiobabituric acid (TBA) 1.875 กรัม และกรดไตรคลอโรอะซี
ติก 75 กรัม ในสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 0.25 นอรมอล 10.45 มิลลิลิตร 
แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่เปน 500 มิลลิลิตร 

2. Blank solution : ละลายกรดไตรคลอโรอะซีติก 75 กรัม ในสารละลายกรดไฮโดรคลอ
ริกเขมขน 0.25 นอรมอล 10.45 มิลลิลิตรแลวปรับปริมาตรดวยน้าํกลั่นเปน 500 
มิลลิลิตร 

 
วิธีการ 

1. ช่ังตัวอยาง 0.5 กรัม เติม TBA solution 2.5 มิลลิลิตร โฮโมจีไนซนาน 1 นาที 
2. นํามาตมในน้ําเดือด (95-100 องศาเซลเซียส) นาน 10 นาที ทําใหเย็น 
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3. หมุนเหวีย่งทีค่วามเร็วรอบ 3,600 รอบ นาน 25 นาที นาํสวนใสที่ไดมาวัดการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 532 นาโนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐานมาลโลนอลดีไฮด 

4. ทํา blank โดยการใชตวัอยางผสมกับ blank solution แลวทําการทดลองเชนเดียวกบั
ตัวอยาง 

 
การเตรียมกราฟมาตรฐาน 

1. ดูดสารละลายมาลโลนอลดีไฮดเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จํานวน 0 10 50 
100 150 และ 200 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 1000 ไมโครลิตร 

2. นําสารละลายมาลโลนอลดีไฮดจากขอ 1 ที่ความเขมขนตางๆ มาหาคา TBARS 
เชนเดยีวกับตวัอยาง 

3. เขียนกราฟแสดงความสัมพนัธระหวางความเขมขนของสารละลายมาลโลนอลดีไฮด
กับคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 532 นาโนเมตร แทนคาในสมการของกราฟ
มาตรฐานมาลโลนอลดีไฮด 

y = 0.0013x + 0.008

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

1. สารละลายกรดไตรคลอโรอะซีติกเขมขนรอยละ 5 : ละลายกรดไตรคลอโรอะซีติก  
      (CCl3COOH) 50 กรัม ในน้ํากลั่น 950 มิลลิลิตร 
2. สารละลาย A: โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) รอยละ 2 ในสารละลายโซเดียม   
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      ไฮดรอกไซดเขมขน 0.1 นอรมอล 
3. สารละลาย B: คอปเปอรซัลเฟตรอยละ 0.5 ในสารละลายโซเดียมซิเตรทเขมขน 
       รอยละ 1  
4. สารละลาย C: สารละลายโฟลีนฟนอล (Folin-Ciocalteu’s phenol reagent) เขมขน 2  

                     นอรมอล โดยการนํามาเจือจางดวยน้ํากลั่น (1ตอ1) กอนใช 
5. สารละลาย D: นําสารละลาย B จํานวน 1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย A 

                     จํานวน 50 มิลลิลิตร 
วิธีการ 

1. ช่ังตัวอยาง 3 กรัม ใสลงในสารละลายกรดไตรคลอโรอะซีตกิเขมขนรอยละ 5 ปริมาตร 27 
มิลลิลิตร  

2. นํามาโฮโมจีไนซในอางน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที 
3. นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 5000g เปนเวลา 20 นาที  
4. นําไปวดัปริมาณโปรตีนที่ละลายโดยวิธี Lowry method (Lowry et al., 1951) 

 

ก5 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry method (Lowry et al., 1951) 
สารเคมี 

1. สารละลาย A: โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) รอยละ 2 ในสารละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซดเขมขน 0.1 นอรมอล 

2. สารละลาย B: คอปเปอรซัลเฟตรอยละ 0.5 ในสารละลายโซเดียมซิเตรทเขมขนรอยละ 
1  

3. สารละลาย C: สารละลายโฟลีนฟนอล (Folin-Ciocalteu’s phenol reagent) เขมขน 2 
นอรมอล โดยการนํามาเจือจางดวยน้ํากลั่น (1ตอ1) กอนใช 

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

 
วิธีการ 

1. นําสารละลายโปรตีนตัวอยาง 200 ไมโครลิตร ใสในหลอดทดลอง เติมสารละลาย D 
จํานวน 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง นาน 10 นาที 

2. เติมสารละลาย C 200 ไมโครลิตร ลงไปในสารละลายผสมขอ 1 ผสมใหเขากนั ตั้งทิ้ง
ไวที่อุณหภมูหิองนาน 30 นาที 
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3. นําสารละลายไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไป
เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานไทโรซิน 

 
การเตรียมกราฟมาตรฐาน 

1. ดูดสารละลายไทโรซีนเขมขน 1 มิลลิโมลาร จํานวน 0 20 40 60 100 140 และ 200 
ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 200 ไมโครลิตร 

2. นําสารละลายไทโรซีนจากขอ 1 ที่ความเขมขนตางๆ มาหาปริมาณโปรตีนเชนเดยีวกับ
ตัวอยาง 

3. เขียนกราฟแสดงความสัมพนัธระหวางความเขมขนของสารละลายไทโรซีน กับคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร) ปริมาณโปรตีนที่คํานวณโดยนําคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร แทนคาในสมการของกราฟมาตรฐานไทโรซีน 

y = 0.9834x + 0.0826

R2 = 0.9953
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ก6 การวิเคราะหหาแอมโมเนีย (Parris and Foglia, 1983) 
สารเคมี 

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

วิธีการ 
1. สุมตัวอยางหนัก 10 กรัมลงในหลอด Kjeldahl 
2. เติมน้ําที่ผานการกําจัดไอออน (DI) 200 มิลลิลิตร 
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3. เติมแมกนีเซียมออกไซด 10 กรัม 
4. เติมสารปองกันการเกดิฟอง 
5. ทําการกลั่นตัวอยางลงในฟลาสกที่บรรจุ 0.1 โมลาร กรดไฮโดรคลอริก ปริมาตร 20 

มิลลิลิตร จนไดของเหลวปรมิาณ 100 มิลลิลิตร 
6. ไตเตรทดวย 0.05 โมลาร โซเดียมไฮดรอกไซด โดยใชเมทิลเรดเปนอินดิเคเตอร 

 
วิธีคํานวณ 
 จากสมการ   NH3 + HCl      NH4Cl 
ปริมาณ 0.1 M HCl ที่ใชสําหรับทําปฏิกิริยากับ NH3 ที่กล่ันได เทากับ 20 มิลลิลิตร= 0.002 mol 
หาปริมาณ HCl สวนเกินทีใ่ชไปจากปริมาณของ 0.05 M NaOH ที่ใชไตรเตรท  
 
   จํานวนโมลของ HCl ที่ใชในการจับกับ NH3 =   

                                 ความเขมขนของ NaOH (0.05M) x ปริมาตรของ 0.05 M NaOH ที่ใชไตรเตรท   
                                                         1000 

 
 
ปริมาณแอมโมเนีย   =  ((0.002 mol - จํานวนโมล HCl ที่ใชไป) x 17)/น้ําหนกัตัวอยาง (กรัม) 
 
ก7 การตรวจสอบรูปแบบโปรตีน โดยใชวิธี 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 ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ใชได
ประมาณ  1 เดอืน หลังจาการเตรียม 
 2.  สารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอรเขมขน 1.5 โมลาร ความเปนกรดดาง 8.8 
 3.  สารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอรเขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรดดาง 6.8 
 4.  สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขนรอยละ 10 (เก็บที่อุณหภมูิหอง) 
 5.  สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขนรอยละ 5  (เก็บที่อุณหภูมหิอง) 
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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 
  โบรโมฟนอลบลู   0.25      กรัม 
นํามาละลายในน้ํากลั่น ปรับความเปนกรดดางใหได 6.8 แลวปรับปริมาตรเปน 25 มิลลิลิตร 

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

  กลีเซอรอล   2.5         มิลลิลิตร 
  โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต  0.25      กรัม 
  EDTA    0.0186  กรัม 
  โบรโมฟนอลบลู   0.25      กรัม 
  เบตา-เมอแคปโตเอธานอล 0.25     กรัม 
นํามาทําละลายในน้ํากลั่น ปรับความเปนกรดดางใหได 6.8 แลวปรับปริมาตร เปน 25 มิลลิลิตร  

8. Electrode buffer : 
ทริส-ไฮโดรคลอไรด  3.0     กรัม 
ไกลซีน    14.4   กรัม 
โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต  1.0     กรัม 
นํามาละลายในน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 

9. Catalyst ประกอบดวย 
สารลายแอมโมเนียมเปอรซัลเฟตเขมขนรอยละ 10 (เตรียมกอนใช) 

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

ประกอบดวย 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. สียอมโปรตีน Coomassie Billiant Blue R-250    
12. Staining solution: Coomassie Billiant Blue R-250  ละลาย 0.04 กรัม ในเมธานอล 100  

มิลลิลิตร คนจนละลายหมด แลวเติม 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. การเตรียมตวัอยาง 

              นําตัวอยาง 3 กรัม ผสมกับสารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขนรอยละ 5 
จํานวน27 มิลลิลิตร โฮโมจีไนส 1 นาท ี บมที่อุณหภมูิ 85 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง นาํ
สารละลายมาเหวีย่งแยกที่ความเร็ว 5,500g นาน 15 นาที นําสวนใสที่ไดมาผสมกับ sample buffer 
(อัตราสวน 1:1) ใหมีความเขมขนโปรตีนเทากับ 4 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ตมสารละลายในน้ํา
เดือด นาน 3 นาที ทําใหเยน็เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
 2.  การเตรียม running gel (10% gel) (สําหรับเจล 2 แผน) 
  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 
    เขยาใหเขากัน 
  TEMED       5   ไมโครลิตร 
   เขยาใหเขากัน แลวดูดใสในแผนเจล แผนละ 3.5 มิลลิลิตร 
 3.  การเตรียม stacking gel (สําหรับเจล 2 แผน) 
  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 
    เขยาใหเขากัน 
  TEMED       3   ไมโครลิตร 
   เขยาใหเขากัน แลวดูดใสในแผนเจล แผนละ 3.5 มิลลิลิตร 
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4.  การแยกโปรตีนโดยเจลอิเลคโตรโฟริซีส 
              ประกอบชุดเจลอิเลคโตรโฟริซีส จากนั้นเติม electrode buffer ใหเตม็ chamber 
ดานในจากนัน้ lode ตัวอยางที่เตรียมจากขอ 1 จํานวน 6 ไมโครลิตร จะไดความเขมขนของโปรตีน 
18 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร แลวเติม electrode buffer ใน chamber ดานนอก ตอชุดอิเลคโตรโฟริ
ซีสเขากับ power supply เปดกระแสไฟฟา 30 mA (สําหรับเจล 2 แผน) รอจนสีของโบรโม
ฟนอลบลูเคล่ือนที่จนเกือบสุดปลายกระจก จึงหยุดใหกระแสไฟฟา 
             5.  การยอมสีโปรตีนในเจล 
               นําเจลมายอมสีโดยแชใน staining solution นาน 3 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาแชใน 
Destaining solution 1 นาน 15 นาที แลวนํามาแชทิ้งไวขามคืนใน Destaining solution 2  

 

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

1. สารละลาย S1: สารละลายโพแทสเซียมคลอไรด (KCl) เขมขน 0.6 โมลาร 
2. สารละลาย S2: สารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร (Tris-HCl buffer เขมขน 20 

มิลลิโมลาร ความเปนกรดดาง 8.0 ที่มี โซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขนรอยละ 1) 
3. สารละลาย S3: S2 ที่มีสารละลายยเูรียเขมขน 8 โมลาร 
4. สารละลาย S4: S2 ที่มีสารละลายยเูรียเขมขน 8 โมลาร และสารละลายเบตา-เมอแคป

โตเอธานอล เขมขนรอยละ 2  
5. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.5 โมลาร 
6. สารละลายกรดไตรคลอโรอะซีติกเขมขนรอยละ 50 (แชเย็นกอนใช) 
7. สารละลายกรดไตรคลอโรอะซีติกเขมขนรอยละ 10 (แชเย็นกอนใช) 

วิธีการ 
1. ช่ังตัวอยาง 1 กรัม ใสลงในสารละลาย S1 S2 S3 และ S4 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร โฮโมจี

ไนซที่ 12,000 รอบ เปนเวลา 1 นาที 
2. นํามาเขยาในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียส นาน 4 ชม. 
3. นําแตละชดุการทดลองทําการทดลองดังนี ้

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

- นําชุดการทดลองสารละลาย S1 มาเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 4 ชม. แลว
นํามาหมุนเหวีย่งที่ความเรว็ 10,000xg นาน 30 นาท ี

 



   

  125 125 

- นําชุดการทดลองสารละลาย S4 มาใหความรอนที่อุณหภมูิน้ําเดือด 2 นาที แลวนํามา
เขยาในอางน้ําควบคุมอุณหภมูิ 40 องศาเซลเซียส นาน 4 ชม. และนํามาหมุนเหวีย่งที่
ความเร็ว 10,000xg นาน 30 นาที 

4. นําสวนใสที่ได จํานวน 10 มิลลิลิตร มาเติมสารละลายกรดไตรคลอโรอะซีติกเขมขน
รอยละ 50 จํานวน 2.5 มิลลิลิตร เก็บไวทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง 

5. นํามาหมุนเหวีย่งที่ความเรว็ 10,000xg นาน 30 นาที แยกเอาสวนใสทิ้ง แลวลาง
ตะกอนดวยสารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติกเขมขนรอยละ 10 จํานวน 2 มิลลิลิตร 
นํามาหมุนเหวีย่งที่ความเรว็ 10,000xg นาน 30 นาที แยกเอาสวนใสทิ้ง 

6. เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.5 โมลาร จํานวน 5 มิลลิลิตร ลงใน
ตะกอนทีไ่ดและเติมลงในตวัอยาง 1 กรัม ตั้งทิ้งไวจนกวาตะกอนและตัวอยางละลาย
หมด 

7. นําสารละลายที่ไดไปวัดปรมิาณโปรตีนดวยวิธีไบยูเรท เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน 
Bovine Serum Albumin (BSA) คํานวณปริมาณโปรตีนโดยหารอยละการละลายของ
โปรตีนเปรียบเทียบกับชดุการทดลองที่มีการเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด
เขมขน 0.5 โมลาร ลงในตัวอยางโดยตรงซึ่งเปนชดุการทดลองทีม่ีรอยละของการ
ละลายของโปรตีนเทากับ 100 

 
ข1 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธีไบยูเรท (Copeland, 1994) 
สารเคมี 

1. สารละลายโปรตีนมาตรฐาน Bovine Serum Albumin (BSA) เขมขน 10 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร 

2. สารละลายไบยูเรท: ช่ังคอปเปอรซัลเฟต 1.5 กรัม โซเดียมโพแทสเซียมทาเตรท 6.0 
กรัม เติมน้ํากล่ันจนมีปริมาตร 500 มิลลิลิตร กวนจนเปนเนื้อเดยีวกนั เติมสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขนรอยละ 10 จํานวน 300 มิลลิลิตร ในขณะกวน ปรับ
ปริมาตรดวยน้าํกลั่นใหได 1000 มิลลิลิตร 

วิธีการ 
1. ดูดสารละลายโปรตีน 500 ไมโครลิตร ใสในหลอดทดลอง 
2. เติมสารละลายไบยูเรท 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัดวย vortex mixer วางทิ้งไวที่

อุณหภูมิหองเปนเวลานาน 30 นาที 
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3. นําสารละลายไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไป
เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน BSA 

 การเตรียมกราฟมาตรฐาน 
1. ดูดสารละลาย BSA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จํานวน 100 200 300 400 และ 

500 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 500 ไมโครกรัม 
2. เติมสารละลายไบยูเรท จํานวน 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวย vortex mixer วางทิ้งไว

ที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาที 
3. วัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตรเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน 

BSA ซ่ึงปริมาณโปรตีนคํานวณโดยนําคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโน
เมตร แทนคาในสมการของกราฟมาตรฐาน BSA 

y = 0.0499x + 0.062

R2 = 0.9993
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ภาคผนวก ค วิธีการเตรียมตัวอยางเพื่อการตรวจสอบโครงสรางทางจุลภาค (ดัดแปลง

จาก Dublán-Garcia et al., 2005) 
อุปกรณ 

1. เครื่องจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด ยี่หอ JEOL รุน JSM-5800LV ประเทศญีปุ่น 
2. เครื่องทําแหงเหนือจุดวิกฤต (critical point dry) ยี่หอ Polaron รุน CPD 7501 ประเทศ

อังกฤษ 
3. เครื่องเคลือบทอง (goal sputtering) ยี่หอ SPI Supplies รุน 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 วิธีการวิเคราะหโครงสรางทางจุลภาค 

1. Preparation 
 ทําการตัดชิ้นปลาหมึกทั้งสองชนิดในสวนตรงกลางลําตัวทั้งดานหนา และดานหลังใหมี 

        ขนาด 0.5x0.5x2 มิลลิเมตร โดยจะทําการวิเคราะหเฉพาะโครงสรางเสนใยกลามเนื้อ   
                ภายในของปลาหมึกทั้งสองชนิด 

2.   Fixation 
  แชช้ินปลาหมึกจากขอ 1 แชในสารละลาย 1% glutaraldehyde ใน 0.1 M phosphate   
               buffer, pH 7  ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 ช่ัวโมง จากนั้นลางชิ้นปลาหมึกดวย    
               0.1 M phosphate buffer, pH 7  
 3.  Dehydration 
    นําชิ้นปลาหมึกมาแชในสารละลายเอทธานอลที่ระดับความเขมขน 25, 50, 70, 90% และ   
              absolute ethanol 2 ครั้ง ตามลําดับ โดยแชเปนเวลา 30 นาที ในแตละความเขมขน 
 4.  Critical point dry  
    ทํา Critical point dry โดยใช liquid carbon dioxide ในการแทนที่เอทธานอลในตัวอยาง  
                สภาวะทีใ่ช คือ 

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

 5.   Mounting 
  นําชิ้นปลาหมกึที่ทํา Critical point dry แลวติดกับ holder stab  

 

holder stab 
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 6.  Coating 
      ทําการเคลือบตัวอยางดวยทอง โดยใชเครื่อง Sputter coater นําตัวอยางวางไวบนแทนวาง  
               ตัวอยางดังรูป  

              โดยทําใหภายใน Chamber เปนสุญญากาศ (vacuum ต่ํากวา 10-1 torr/mmbar) จากนั้นเปด   
              gas Argon ที่วาลวหัวถัง ปรับ pressure ที่ประมาณ 5 psi เพื่อใหอารกอนกระจายอยูใน  
              chamber และปรับกระแสใหอยูที่ 10-20 mA ใชเวลาในการเคลือบทองเปนเวลา 120  
              วินาที 
 7.  การตรวจดแูละสรางภาพโดย SEM 
      ทําการตรวจสอบตัวอยางและถายภาพโดยใชเครื่อง SEM ที่ accelerating voltage เทากับ        
      15 kV และ working distance เทากับ 20 mm และทําการบันทึกภาพที ่magnification x  
                10,000  
 

ภาคผนวก ง การวิเคราะหทางกายภาพ 
ง1 การตรวจหาปริมาณน้ําอสิระ (free drip) และปริมาณน้ําท่ีไหลออกจากกลามเนื้อ (expressible 
drip) (Hasegawa, 1987) 
อุปกรณ 

1.   จานเพาะเชื้อ 
2. เครื่องเจาะจกุคอรกขนาด เสนผาศูนยกลาง 2 ซม. 
3. กระดาษกรอง (Whatman No.1) 
4. นาฬิกาจับเวลา 
5. แทนน้ําหนักขนาด 5 กก. 

 
วิธีการ 

1. เจาะตวัอยางปลาหมึกที่ผานการแชเยือกแข็งดวยเครื่องเจาะจกุคอรกทีม่ีขนาด
เสนผาศูนยกลาง 2 ซม. 

 



   

  129 129 

2. ช่ังน้ําหนกัตัวอยาง (3 ซํ้า) (x กรัม) แลวนาํไปวางในจานเพาะเชื้อที่มกีระดาษกรองวางอยู 2 
แผน ปดฝาจานเพาะเชื้อและนําไปเก็บที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชม. 

3. นําตัวอยางออกมาชั่ง (y กรัม) 
4. เพิ่มกระดาษกรอง 3 แผนวางดานลาง และ 2 แผนวางดานบน 
5. วางแทนน้ําหนักขนาด 5 กก. บนตัวอยางเปนเวลา 2 นาที แลวนําตวัอยางออกมาชั่งน้ําหนกั 

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

 
ง2 การตรวจสอบการสูญเสียน้ําหนัก (Jatuphong et al., 2000) 
อุปกรณ 

1. เครื่องชั่งน้ําหนักไฟฟา ทศนิยม 4 ตําแหนง 
 
วิธีการ 

1. ละลายตัวอยางที่ผานการแชเยือกแข็ง 
2.  ตมน้ําใหอยูทีอุ่ณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 
3. ช่ังน้ําหนกัตัวอยางกอนนําไปใหความรอนและนําตัวอยางบรรจุใสในถุงพลาสติกที่ทน

รอน 
4. ตมตัวอยางที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 นาที  
5. ตัดกนถุงเพื่อใหน้ําไหลออกมาประมาณ 10 นาที 
6. ช่ังน้ําหนกัตัวอยางหลังจากใหความรอน 

 
การคํานวณ 

%100
 weightraw g

 weightcooked g - weight raw gloss cooking % ⋅=  
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ง3 การวัดคาสโีดยใชเคร่ืองวดัคาส ี
 
อุปกรณ 
 เครื่องวัดคาสี ยี่หอ Hunter lab รุน Color Flex 
 
วิธีการ 

1. วางตัวอยางลงบนแทนที่มีขนาด  1 นิ้ว 
2. ใชฝาครอบปดตัวอยาง เพื่อมใิหแสงรบกวนจากภายนอก 
3. เร่ิมวัดคาสีโดยใชระบบสีของ CIE Color System คาที่วัดไดจะเปนคา L* a* b* 

 
ง4 การวัดคาความเปนกรดดาง (Dublán-Garcia et al., 2005)  
วิธีการ 

1. ช่ังน้ําหนกัตัวอยาง 5 กรัม ใสในบีกเกอรขนาด 100 มิลลิลิตร แลวเติมน้ํากลั่น 45 
มิลลิลิตร 

2. นํามาโฮโมจีไนซที่  12,000 รอบ เปนเวลา 1 นาที แลวนํามาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
3,600 x g นาน 15 นาที 

3. นําสวนที่ใสทีแ่ยกไดไปวัดคาความเปนกรดดาง โดยใชเครื่องวัดคาความเปนกรดดาง 
(pH meter) 

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

1. เครื่อง Texture Analyzer  ยี่หอ STABLE MICRO SYSTEM รุน TA-XT2i 
2.   หัววัด Warner-Blatzler Blade 

วิธีการ 
 นําตัวอยางเนื้อตรงกลางลําตัวหมึกขนาด 2x3 ซม. โดยตัดตามแนวตั้งฉากกับเสน
ใยกลามเนื้อมาวัดคาแรงเฉือน โดยใช Warner-Blatzler Blade ความเร็ว 2 มิลลิเมตรตอวินาที ทําการ
ตัดตัวอยางจนขาดออกจากกัน วัดคาแรงสูงสุดที่ใช รายงานผลเปนหนวยนิวตัน (N)  
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ภาคผนวก จ การวิเคราะหทางจุลินทรีย 
จ1 การวิเคราะหหาปริมาณจลิุนทรียท้ังหมด โดยวิธี Total viable count แบบ pour plate (speck, 
1976) 
อาหารเลี้ยงเชือ้ 

1. plate count agar (PCA) 
2. สารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขนรอยละ 0.85 

 
วิธีการ 

1. ช่ังตัวอยางอาหาร 25 กรัม ใสในจานเลีย้งเชื้อที่ฆาเชื้อแลวดวยวิธีปราศจากเชื้อ 
2. นําตัวอยางอาหารและสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขนรอยละ 0.85 ปริมาณ 225 

มิลลิลิตร เทในถุงพลาสติกเพื่อตีปนดวยเครื่องตีปนไฟฟา โดยใชความเร็วระดับต่ํา 
เปนระยะเวลา 2 นาที ตัวอยางอาหารจะมีระดับความเจือจาง 1:10 

3. เจือจางอาหารดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขนรอยละ 0.85 ปริมาณ 9 มิลลิลิตร 
ใหมีระดับความเจือจางที่ตองการ (1:100, 1:1000, 1:10000) 

4. ปเปตตัวอยางอาหาร 1 มิลลิลิตร จากแตละระดับความเจือจาง 3 ระดับ ระดับละ 3 ซํ้า 
ลงในจานเพาะเชื้อที่ผานการฆาเชื้อแลว 

5. เททับดวยอาหาร PCA ประมาณ 15 มิลลิลิตร 
6. หมุนจานเพาะเชื้อเบาๆ แลวตั้งทิ้งไวใหอาหารแข็งตัวประมาณ 15 นาท ี
7. บมจานเพาะเชือ้ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ในลักษณะคว่ําจานเพาะเชื้อ เปน

ระยะเวลา 48 ช่ัวโมง 
8. ตรวจนับโคโลนีจากจานเพาะเชื้อที่มีจํานวนประมาณ 30-300 โคโลนี และรายงานผล

เปนจํานวน Colony Forming Unit (CFU)/ กรัมตัวอยาง 
 
การคํานวณ 
     Total viable count (CFU/ กรัมตัวอยาง)   =  คาเฉลี่ยของจํานวนโคโลนี x ระดับความเจือจาง 
 
จ2 การวิเคราะหหาปริมาณจลิุนทรียท่ีชอบอุณหภูมิต่ํา แบบ pour plate  (speck, 1976) 
อาหารเลี้ยงเชือ้ 

1. plate count agar (PCA) 
2. สารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขนรอยละ 0.85 
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วิธีการ 
1. ช่ังตัวอยางอาหาร 25 กรัม ใสในจานเลี้ยงเชื้อที่ฆาเชื้อแลวดวยวิธีปราศจากเชื้อ 
2. นําตัวอยางอาหารและสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขนรอยละ 0.85 ปริมาณ 225 

มิลลิลิตร เทในถุงพลาสติกเพื่อตีปนดวยเครื่องตีปนไฟฟา โดยใชความเร็วระดับต่ํา 
เปนระยะเวลา 2 นาที ตัวอยางอาหารจะมีระดับความเจือจาง 1:10 

3. เจือจางอาหารดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขนรอยละ 0.85 ปริมาณ 9 มิลลิลิตร 
ใหมีระดับความเจือจางที่ตองการ (1:100, 1:1000, 1:10000) 

4. ปเปตตัวอยางอาหาร 1 มิลลิลิตร จากแตละระดับความเจือจาง 3 ระดับ ระดับละ 2 ซํ้า 
ลงในจานเพาะเชื้อที่ผานการฆาเชื้อแลว 

5. เททับดวยอาหาร PCA ประมาณ 15 มิลลิลิตร 
6. หมุนจานเพาะเชื้อเบาๆ แลวตั้งทิ้งไวใหอาหารแข็งตัวประมาณ 15 นาที 
7. บมจานเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในลักษณะคว่ําจานเพาะเชื้อ เปน

ระยะเวลา 7 วัน 
8. ตรวจนับโคโลนีจากจานเพาะเชื้อที่มีจํานวนประมาณ 30-300 โคโลนี และรายงานผล

เปนจํานวน Colony Forming Unit (CFU)/ กรัมตัวอยาง 
 

การคํานวณ 
     Aerobic plate count (CFU/ กรัมตัวอยาง)   =  คาเฉลี่ยของจํานวนโคโลนี x ระดับความเจือจาง 
 

ภาคผนวก ฉ การทดสอบทางประสาทสัมผัส 
ฉ1 การฝกฝนผูทดสอบทางประสาทสัมผสั 
วิธีการ 
 ใชผูทดสอบในการฝกฝน 12 คน ประเมนิคุณภาพหมกึสดทั้งตัว (ตวัอยางละ 8-10ตัว) 
จากลักษณะของสวนตางๆ     

- ผิวหนัง (skin) โดยตรวจสอบความสมบูรณของผิวหนัง 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) 
 

โดยใชวิธีการทดสอบ ดังนี ้
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ฉ2 Quality Index Method (QIM) (Vaz-Piras and Seixas, 2006) 
 - QIM ของหมึกกระดอง 
 

พารามิเตอรของคณุภาพความสด รายละเอียดคณุลกัษณะ QIM score 

ผิวหนัง (ดานหลัง) 
  1. ลักษณะปรากฏและสี 
 
 
 
  2. กลิ่น 
 
 

 
- ลําตัวใสมาก/สะทอนสีรุงตลอดทั้งลําตัว 
- ลําตัวใส/เร่ิมเปลี่ยนเปนสีเทาออนหรือสีเทา 
- ลําตัวคอนขางทึบแสง/มีสีมวงแดงโดยเฉพาะที่ครีบและขาง
ลําตัว 
- ลําตัวทึบแสง/มีสีมวงขางลําตัว, กลางลําตัวมีสีน้ําตาล 
 
- กลิ่นสาหรายทะเล, กลิ่นสด (กลิ่นทะเล) 
- กลิ่นสาหรายเล็กนอย, ไมมีกลิ่น 
- กลิ่นคาว, กลิ่นโลหะ 

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

 
(0) 
(1) 
(2) 

ผิวหนัง (ดานทอง) 
  ความยืดหยุน/ส ี

 
- ยืดหยุน, แนนมาก/สีขาว 
- นิ่ม, เมื่อดึงเกิดรอยยน/สีชมพ ู

 
(0) 
(1) 

เนื้อ 
  เนื้อสัมผัส 

 
- แนนมาก, ตึง, ยึดติดกันเหนียวแนน 
- แนน, เหนียวแนนนอยลง 
- ออนนิ่ม 

 
(0) 
(1) 
(2) 

ตา 
  กระจกตา 
 
 
  รูมานตา (ชองตาดํา) 

 
- โปรงแสง (ยอมใหแสงผานไดบาง), เปนน้ํา, แวววาว 
- เปนสีน้ํานมเล็กนอย 
- เปนสีน้ํานม 
 
- สีดําแวววาว 
- สีดํามัวหมอง 
- สีแดงเขม, สีแดงเหมือนเลือด 

 
(0) 
(1) 
(2) 

 
(0) 
(1) 
(2) 

บริเวณปาก 
 กลิ่น 

 
- กลิ่นสาหราย, กลิ่นสด 
- ไมมีกลิ่น 
- กลิ่นคาวเล็กนอย 
- กลิ่นคาวรุนแรง/เขม, มีกลิ่นซัลเฟอร (เหมือนกะหล่ําปลีเนา) 

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

กระดูกภายใน 
  การติดกันของกระดูก/หัว 

 
- ยึดแนนติดกับสวนของหัว 
- ยึดติดกับสวนหัวอยางหลวมๆ 

 
(0) 
(1) 

Rang of QIM score  0-16 
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- QIM ของหมึกกลวย 
 

พารามิเตอรของคณุภาพความ
สด 

รายละเอียดคณุลกัษณะ QIM 
score 

ผิวหนัง (ดานหลัง) 
  1. ลักษณะปรากฏและสี 
 
 
 
  
 2. กลิ่น 
 
 
  

 
- สีสดใสมาก/บงบอกความแตกตางเม็ดสีอยางชัดเจน ไดแก ขนาดและ
สี (น้ําตาล, มวง, แดง, แดงเขม), สีเหลือบเปนรุง 
- สีสดใส/เริ่มมีการเปลี่ยนแปลงสี 
- สีคอนขางขุน, ไมมีความแวววาว, มีสีมวงตรงกลางลําตัว, เกิดพื้นที่สี
สม, สีชมพู 
- กลิ่นสาหรายทะเล, กลิ่นสด (กลิ่นทะเล) 
- กลิ่นสาหรายทะเลออนๆ 
- กลิ่นน้ําทะเล, กลิ่นคาวเล็กนอย 
- กลิ่นคาว, กลิ่นโลหะ 

 
(0) 

 
(1) 
(2) 

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

เนื้อ 
  เนื้อสัมผัส 

 
- แนน, ตึงแนน, ยึดติดกันเหนียวแนน 
- นุม, เหนียวแนนนอยลง 
- ออนนิ่ม 

 
(0) 
(1) 
(2) 

ตา 
  รูปราง/ลักษณะปรากฏ 
 
 
  เนื้อเยื่อตา 

 
- โคงนูน 
- แบน 
- เวาลง 
 
- โปรงแสง, เปนน้ํา 
- เปนสีน้ํานมเล็กนอย 
- สีน้ํานม 

 
(0) 
(1) 
(2) 

 
(0) 
(1) 
(2) 

บริเวณปาก 
 กลิ่น 
 
 
 

 
- กลิ่นสาหราย, กลิ่นสด 
- ไมมีกลิ่น 
- กลิ่นคาวเล็กนอย, กลิ่นกรด 
- กลิ่นคาวรุนแรง/เขม, มีกลิ่นซัลเฟอร (เหมือนกะหล่ําปลีเนา) 

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

Rang of QIM score  0-14 
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ฉ3 ใบรายงานการทดสอบดวยวิธี Quality Index Method (QIM) 
 

ตัวอยางหมึกกลวย   
 

ผูทดสอบ ..............................................................  วันที่ ................................................... 
 
 

คุณลักษณะ ชวงคะแนน รหัส........ รหัส........ รหัส........ รหัส......... 

ผิวหนัง (ดานหลัง) 
  1. ลักษณะปรากฏ/สี 
  2. กล่ิน   

 
0-2 
0-3 

    

เนื้อ 
  เนื้อสัมผัส 

 
0-2 

    

ตา 
  1. รูปราง/ลักษณะปรากฏ 
  2. เนื้อเยื่อตา 

 
0-2 
0-2 

    

บริเวณปาก 
  1. กล่ิน 

 
0-3 

    

รวม 0-14     
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ตัวอยางหมึกกระดอง   
 

ผูทดสอบ ..............................................................  วันที่ ................................................... 
 
 

คุณลักษณะ ชวงคะแนน รหัส........ รหัส........ รหัส......... รหัส........ 

ผิวหนัง (ดานหลัง) 
  1. ลักษณะปรากฏและสี 
  2. กล่ิน   

 
0-3 
0-2 

    

ผิวหนัง (ดานทอง) 
  ความยืดหยุน/สี 

 
0-1 

    

เนื้อ 
  เนื้อสัมผัส 

 
0-2 

    

ตา 
  1. กระจกตา 
  2. รูมานตา (ชองตาดํา) 

 
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 ทั้งสวนหวัและสวนลําตัวของ

หมึกทั้งสองสายพันธุ   
ใบรายงานการทดสอบ 
 
ตัวอยาง ........................... ผูทดสอบ........................................................... วันที่ ............................ 
 
คําแนะนํา: กรุณาทดสอบตัวอยางโดยพจิารณาคุณภาพโดยรวมเปรียบเทียบกับตวัอยางควบคุม แลว
วงกลมรอบหมายเลขที่ตรงตามคุณลักษณะที่ทานเลือก 
 
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  
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ฉ5 Multisample Difference Test (Meilgaard et al., 1999) 
ใบรายงานการทดสอบ 
 
ตัวอยาง ........................... ผูทดสอบ............................................................. วันที่ ............................ 
คําแนะนํา: กรุณาทดสอบตัวอยางโดยพจิารณาความแตกตางของลักษณะเนื้อสัมผัสเมื่อเปรียบเทียบ
กับตัวอยางควบคุม แลวใหคะแนนที่ตรงตามคุณลักษณะที่ทานเลือก 
 
 0        

1 
 
2 
3 
 
4 
5 
 
6 
7 
 
8 
9

เหนียว 

เหนียวมาก 

เนื้อแนน 

ออนนิ่ม 

นิ่มมาก  
 
 
 
 
 
 
 
 

รหัสตัวอยาง         ....................           ...................  ................... .................. 
คะแนน    ...................       ..................  .................. ..................  
 

    ขอเสนอแนะ ................................................................................................................................... 
    ......................................................................................................................................................... 
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ภาคผนวก ช อัตราการแชเยือกแข็ง 
ช1 อัตราการแชเยือกแข็ง 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) 
อัตราการแชเยอืกแข็ง (ซม./ชม.)= ระยะทางนอยสุดจากพื้นผิวถึงจุดกึง่กลางของหมึกกลวย 

             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 การคํานวณคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (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 
แทนคาตัวแปรทั้งหมดในสมการ 
 
(a + bx0)+ tSr     1 +   (x0  –  x)2         
                     
x0 หมายถึง คา x ใดๆ  

n n

n Σx2 – (Σx)2

n

n  หมายถึง จํานวนวันที่เก็บรักษา 
คา t จากตาราง Critical Values of t (One-Tailed Test) 

α= 0.01, คา t 0.005 = 3.499                            α= 0.05, คา t 0.025 = 2.365   
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