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ภาคผนวก

ภาคผนวก ก การวิเคราะหองประกอบทางเคมี

1. การวิเคราะหความชื้น (AOAC, 1999)
วธิีการ

1.อบภาชนะส ําหรับหาความชื้นในตูอบไฟฟาที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส  นาน 30 
นาท ี น ําออกจากตูอบใสในโถดูดความชื้น  ปลอยทิ้งไวจนอุณหภูมิเทากับอุณหภูมิหองนาน 30 
นาท ี ชัง่นํ ้าหนกัภาชนะพรอมฝาจนนํ้ าหนักคงที่มีคาแตกตางของนํ้ าหนักไมเกิน 3 มิลลิกรัม

2.ชัง่นํ ้าหนกัตวัอยางประมาณ 5 กรัมใสในภาชนะสํ าหรับหาความชื้น  เเละเขี่ยตัวอยาง
ใหกระจายออกดวย spatula

3. น ําภาชนะส ําหรับหาความชื้นพรอมตัวอยางใสในตูอบอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส  
เปนเวลา 16 ชั่วโมง หรือ ขามคืน

4. หลงัจากตวัอยางเเหง นํ าภาชนะสํ าหรับหาความชื้นที่ปดฝาใสในโถดูดความชื้นทิ้งไว
ใหเยน็  ชัง่นํ ้าหนกัภาชนะพรอมตัวอยาง  จากนั้นนํ ากลับไปเขาตัวอยางตูอบอีกครั้ง  เเละกระทํ า
ซํ ้าเชนเดมิจนไดผลตางของนํ้ าหนักที่ชั่งทั้งสองครั้งติดตอกันไมเกิน 1-3 มิลลิกรัม

การคํ านวณ
ปริมาณความชื้น (รอยละ) = ผลตางของนํ้ าหนักตัวอยางกอนอบเเละหลังอบ

                                                                    นํ ้าหนกัตัวอยางกอนอบ

2. การวิเคราะหหาปริมาณเถา (AOAC, 1999)
วธิีการ

1.เผาถวยกระเบื้องเคลือบพรอมฝาในเตาเผาที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส ขามคืน เพื่อ
ก ําจดัสิง่สกปรกที่ติดอยูที่ผิวของกระเบื้องเคลือบ  นํ าออกจากเตาเผาใสในโถดูดความชื้น ทิ้งไวให
เย็น

2. ชัง่นํ ้าหนกัถวยกระเบื้องเคลือบพรอมฝาดวยตาชั่งละเอียดทศนิยม 3 ตํ าเเหนง
3. ชัง่นํ ้าหนกัตวัอยางประมาณ 5 กรัม ใสในถวยกระเบื้องเคลือบ  นํ าไปเผาในตูควันจน

หมดควนั  นํ าถวยกระเบื้องเคลือบพรอมตัวอยางใสในเตาเผา
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4. ใหความรอนทีอุ่ณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส ขามคืน ในระหวางการใหความรอน  หาม
ปดฝา  เมือ่ใหความรอนเสร็จเเลวจึงคอยปดฝาเพื่อปองกันเถาสูญหาย   นํ าออกมาทํ าใหเย็นในโถ
ดูดความชื้น

5. ชัง่นํ ้าหนกัเถาพรอมถวยกระเบื้องเคลือบและฝา

การคํ านวณ
ปริมาณเถา (รอยละ) = นํ ้าหนกัตวัอยางหลังเผา  × 100

                                                 นํ ้าหนักตัวอยางเริ่มตน

3. การวเิคราะหหาปริมาณโปรตีน (AOAC, 1999)
สารเคมี

1. กรดซัลฟูริกเขมขน
2. สารเรงปฏิกิริยา : คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4) 1สวน ตอ โปเเตสเซียมซัลเฟตเเอน 

ไฮดรัส (K2SO4) 9 สวน
3. สารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดเขมขนรอยละ 40 (นํ้ าหนักโดยปริมาตร)
4. สารละลายกรดเกลือเขมขน 0.02 นอรมอล
5. สารละลายกรดบอริก (H3BO3) เขมขนรอยละ 4 (นํ้ าหนักโดยปริมาตร)
6. สารละลายอินดิเคเตอร : นํ าเมทิลเรด (methyl red) ความเขมขนรอยละ 0.1  

ปริมาณ 100 มิลลิลิตร  ผสมกับโบรโมคลีซอลกรีน (bromocresol green) ความเขม
ขนรอยละ 0.2 ในสารละลายเอทานอลความเขมขนรอยละ 95 ปริมาณ 200 
มิลลิลิตร

วธิีการ
1. ชัง่ตวัอยางปริมาณ 0.5-1.0 กรัม  ใสในขวดยอยโปรตีน
2. เตมิสารเรงปฏิกิริยาปริมาณ 5 กรัม เเละ กรดซัลฟูริกเขมขน 200 มิลลิลิตร
3. น ําไปยอยบนเตายอยโปรตีนจนไดสารละลายสีฟาใส
4. ทิง้ไวใหเย็นเเละเติมนํ้ ากลั่นปริมาณ 60 มิลลิลิตร
5. จัดอุปกรณกลั่น
6. น ําขวดรูปชมพูขนาด 50 มิลลิลิตร เเละเติมสารละลายกรดบอริกเขมขนรอยละ 4 

(นํ ้าหนกัโดยปริมาตร) 5 มิลลิลิตร  ผสมนํ้ ากลั่น 5 มิลลิลิตร  เเละเติมอินดิเคเตอร 5-
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7 หยด เรียบรอยเเลวรองรับของเหลวที่กลั่นไดโดยใหสวนปลายของอุ)กรณควบเเนน
จุมอยูในสารละลายกรด  ใหความรอนจนเเอมโมเนีย (NH3) ถกูกลั่นจนหมด

7. น ําขวดรปูชมพูออกเเลวลางปลายของอุปกรณควบเเนนดวยนํ้ ากลั่นลงในขวด
ไตเตรทสารละลายที่กลั่นไดดวยสารละลายกรดเกลือเขมขน 0.02 นอรมอล

8. ท ํา blank ดวยวิธีการเชนเดียวกันตั้งแตขอ 2-7

การคํ านวณ
ปริมาณโปรตีน (รอยละ) = (a-b) ×N×14.007×Factor

                W
โดยที่

a = ปริมาณสารละลายกรดเกลือที่ใชหนวยเปนมิลลิลิตร
b =  ปริมาณสารละลายกรดเกลือที่ใชกับ blank เปนมิลลิลิตร
N = ความเขมขนของสารละลายกรดเกลือหนวยเปนนอรมอล
W = นํ ้าหนกัตวัอยางหนวยเปนกรัม

    14.007 = นํ้ าหนักสมมูลยของไนโตรเจน
     Factor = 6.25

4. การวเิคราะหหาปริมาณไขมัน (AOAC, 1999)
วธิีการ

1. อบขวดกนกลมสํ าหรับหาปริมาณไขมัน ซึ่งมีความจุขนาด 250 มิลลิลิตร ในตูอบไฟ
ฟาทิง้ใหเยน็ในโถดูดความชื้น  เเละชั่งนํ้ าหนักที่เเนนอน

2. ชัง่ตวัอยางบนกระดาษกรองที่ทราบนํ้ าหนักประมาณ 1-2 มิลลิกรัม หอใหมิดชิดเเลว
ใสลงในหลอดสํ าหรับใสตัวอยาง คลุมดวยสํ าลีเพื่อใหสารทํ าละลายมีการกระจาย
อยางสมํ่ าเสมอ

3. น ําหลอดตัวอยางใสในซอคเลต
4. เติมสารตัวทํ าละลายปโตรเลียมอีเทอร ลงในขวดหาไขมันปริมาณ 150 มิลลิลิตร 

เเลววางบนเตาใหความรอน
5. ท ําการสกดัไขมันเปนเวลา 14 ชั่วโมง โดยปรับความรอนใหหยดของสารทํ าละลาย

กลัน่ตวัจากอุปกรณควบเเนนดัวยอัตรา 150 หยด ตอนาที
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6. เมือ่ครบ 14 ชั่วโมง  นํ าหลอดใสตัวอยางออกจากซอคเลตเเละกลั่นกับสารทํ าละลาย
จนเหลอืสารละลายในขวดกนกลมเพียงเล็กนอยดวยเครื่องระเหยตัวทํ าละลาย

7. น ําขวดหาไขมนัไปอบที่อุณหภูมิ 80-90 องศาเซลเซียส จนเเหง ทิ้งใหเย็นในโถดูด
ความชื้น

8. ชัง่นํ ้าหนกัแลวอบซํ้ าครั้งละ 30 นาที  จนกระทั่งผลตางของนํ้ าหนัก 2 คร้ังติดตอกัน
ไมเกิน 1-3 มิลลิกรัม

การคํ านวณ
ปริมาณไขมัน  (รอยละ) = นํ ้าหนกัตัวอยางหลังอบ  × 100

                                                    นํ ้าหนกัตัวอยางเริ่มตน

5. การวเิคราะหหาปริมาณคารโบไฮเดรต (AOAC, 1999)
ปริมาณคารโบไฮเดรต (รอยละ) = 100 - ปริมาณโปรตีน (รอยละ) - ปริมาณไขมัน (รอย

ละ) - ปริมาณเถา (รอยละ)

6.  การวิเคราะหหาปรมิาณของเเข็งทั้งหมด (AOAC, 1999)
วธิีการ

ชัง่นํ ้าหนกัตวัอยางประมาณ 2.5-3.0 กรัม ลงในถวยกระเบื้องปากกวาง (flat-bottom 
dish)  ซึง่มเีสนผาศูนยกลางกวางมากกวาหรือเทากับ 5 เซนติเมตร  ใหความรอนบนอางกํ าเนิด
ไอนํ ้า (steam bath) นาน 10-15 นาที โดยใหผิวของถวยกระเบื้องสัมผัสกับไอนํ้ ามากที่สุด  จาก
นัน้ใหความรอนตอในตูอบอุณหภูมิ 98-100 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง นํ ามาใสไวในโถดูด
ความชืน้ทิง้ไวใหเย็นเเลวชั่งนํ้ าหนักทันที    ปริมาณของเเข็งทั้งหมดคิดเปนรอยละของปริมาณ
ของเเข็งที่เหลืออยูในถวยกระเบื้อง

7.  การวิเคราะหหาปรมิาณโปรตีนโดยวิธีไบยูเรท (Copeland, 1994)
สารเคมี

1. สารละลายโปรตีนมาตราฐาน Bovine Serum Albumin (BSA) 10 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร

2. สารละลายไบยูเรท : ชั่ง  CuSO4.5H2O  1.5 กรัม  โซเดียมโพเเตสเซียมทาเตรท 6.0 
กรัม เตมินํ ้ากลั่นจนมีปริมาตร 500 มิลลิลิตร  กวนจนเปนเนื้อเดียวกัน เติมสาร
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ละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดรอยละ 10 จํ านาน 30 มิลลิลิตร ในขณะกวน  ปรับ
ปริมาตรดวยนํ้ ากลั่นใหได 1000 มิลลิลิตร

วธิีการ
1. ดูดสารละลายโปรตีน 200 ไมโครลิตร  เเละเติมนํ้ ากลั่น 300 ไมโครลิตร ใสในหลอด

ทดลอง
2. เตมิสารละลายไบยูเรท 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวย vertex mixer วางทิ้งไวที่

อุณหภมูิหองเปนเวลา 30 นาที
3. วดัคาการดดูกลืนเเสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับกราฟมาตรา

ฐาน BSA ดังรูปภาคผนวกที่1 ปริมาณโปรตีนคํ านวณโดยนํ าคาการดูดกลืนเเสงที่
ความยาวคลืน่ 540 นาโนเมตร  หารดวยคาความชันที่ไดจากกราฟมาตราฐาน BSA

ภาพประกอบภาคผนวกที1่ กราฟมาตราฐานสํ าหรับหาปริมาณโปรตีน โดยใช Bovine Serum   
   Albumin เปนสารละลายโปรตีนมาตราฐาน

โดยมวีธิกีารเตรียมโปรตีนมาตราฐาน Bovine Serum Albumin (BSA) ดังนี้
ดูดสารละลาย BSA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จํ านวน  100  200  300  400 เเละ 

500 ไมโครลิตร  ปรับปริมาตรดวยนํ้ ากลั่นใหได 500 ไมโครลิตร  เตมิสารละลายไบยูเรท 2 
มลิลิลิตร  ผสมใหเขากันดวย vertex mixer วางทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที  วัดคาการ
ดูดกลนืเเสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร
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8. การวัดเนื้อสัมผัสโดยใชเครื่อง TA-Xt2 Texture Analyzer (Bourne, 1978)
วธิกีารเตรียมตัวอยาง

ตัดตวัอยางดวยใบมีดสเเตนเลสวงกลมใหมีเสนผาศูนยกลาง 26 มิลลิเมตร  สูง 10 
มลิลิเมตร  โดยกํ าหนดใหใช loading cell นํ้ าหนัก 2 กิโลกรัม  ความเร็วหัวกด 1  มิลลิเมตรตอ
วนิาท ี  ใชหัวกด Cylinder เสนผานศูนยกลาง …  มิลลิเมตร

วธิกีารใชเครื่อง TA-Xt2 Texture Analyzer
1. เสยีบปลัก๊เครื่องสํ ารองไฟ เปดสวิทยเครื่องมาที่ตํ าเเหนง on อุปกรณเครื่องวัดเนื้อ

สัมผัสซึง่ประกอบดวย ฐานทดสอบ (test base) เเละคอมพิวเตอรควบคุมการทํ างาน 
ตอพวงเขากับเครื่องสํ ารองไฟนี้

2. เปดคอมพิวเตอร เเละเปดสวิทยฐานทดสอบซึ่งอยูดานหลังเครื่อง
3. เขาสูโปรเเกรมการทํ างานของเครื่องโดย

3.1 คลิกเมาสที่ Program
3.2 เลือก Texture expert ซึ่งจะปรากฎโปรเเกรมยอย  คลิกเมาสที่ Texture 

expert English
4. หนาตางใหมที่ปรากฎขึ้นจะถามชื่อผูใช เลือกชื่อเเลวตอบ OK
5. เร่ิมการทํ างานเขาสูโปรเเกรมการทํ างานภายใตโปรแกรม Project คลิกเมาสที่ 

Restart
6. หนาตางใหมประกอบดวยแถบคํ าสั่งตางๆ คลิกเมาสที่แถบคํ าสั่ง T.A.
7. ทดสอบการทํ างานของเครื่อง 2 คร้ัง

7.1 Force calibration
เลอืก T.A. บนเเถบคํ าสั่ง เเลวเลือก Calibrate force หนาตางใหมจะเตือน
ใหผูใชตรวจสอบวามีวัตถุใดๆ กีดขวางหัววัดหรือไมถาไมมีส่ิงกีดขวางตอบ
ตกลง  หนาตางใหมที่ปรากฎขึ้นจะเเจงใหผูใชยกตุมนํ้ าหนักลงบนคานวัด 
จากนั้นตอบตกลงเมื่อหนาจอปรากฎขอความ Calibration successful 
ตอบตกลงเเลวเอาตุมนํ้ าหนักลง

7.2 Probe calibration (การทํ าขั้นตอนนี้เพื่อหลีกเลี่ยงความเผลอเรอที่เกิด
      จากการใชหวัวัดที่เเตกตางไปจากหัววัดกอนหนานี้)
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เลอืก T.A. –Calibrate probe กํ าหนดระยะทางใหมีความสูงกวาชิ้นตัว
อยางเลก็นอย สวมหัววัด จากนั้นตอบตกลง หัววัดจะเคลื่อนที่ลงมาเเตะกับฐาน
เเลวกลบัไปยงัตํ าเเหนงที่กํ าหนดซึ่ง Texture expert จะอานตํ าเเหนงดังกลาว
เปนศูนย

8. เลอืก T.A.-setting จากเเถบค ําสัง่ T.A. เพื่อกํ าหนดคาปจจัยตางๆ ซึ่งคาเหลานี้ได
มาจากเอกสารอางอิงของผูใช  หรือดูจากเอกสารเเนะนํ าจากบริษัทผูผลิตเครื่องเมื่อ
ก ําหนดคา เเลวคลิกที่ update

9. เลอืก run a test เพื่อทํ าการวัดตัวอยาง หลังจากวางตัวอยางบนฐานวัดเรียบรอย
เเลวท ําการตั้งชื่อ file  directory : text_exp เพื่อบันทึกขอมูล  จากนั้นตอบตกลงหัว
วดัจะเลื่อนลงมาเพื่อวัดตัวอยาง

10. ขอมลูทีไ่ดจะอยูในรูปกราฟ  การหาคาจากกราฟที่ได สามารถทํ าไดโดยการใชคํ าสั่ง
ใน Process data

11. การก ําหนดคาใน Process data หรือการเขียน Macro ซึ่งจะใชในการหาคาจาก
กราฟออกมาเปนตัวเลข

11.1 เลอืกเเถบคํ าสั่ง Process data หรือการเขียน Macro เลือก edit
11.2 เลอืกค ําสั่งยอยที่ตองการ จากคํ าสั่งตางๆ ทีเ่เสดง
11.3 บันทกึเเฟมไวเพื่อเรียกใชงาน

12. เมือ่หาขอมูลจากกราฟไดเเลว ผลที่ไดจะอยูในภาพตารางขอมูล สามารถพิมพโดยใช
คํ าสั่ง file ได
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ภาพประกอบภาคผนวกที ่2 กราฟเเสดงการวัดเนื้อสัมผัส โดย Texture Profile Analysis
ทีม่า : Bourne (1978)

Hardness          หมายถงึ  เเรงสูงสุดที่ใชในการกดครั้งเเรก
Cohesiveness   หมายถึง  อัตราสวนของเเรงระหวางการกดครั้งที่ 2 จากจุดเดิมที่กด

   คร้ังเเรก
Adhesiveness   หมายถึง  พื้นที่เเรงที่ตานการกดของเเรงสูงสุดที่ใชในการกดครั้งเเรก
Springiness       หมายถึง  สวนสูงที่ตัวอยางสามารถกลับคืนสูสภาพเดิมไดระหวาง
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   เวลาที่ส้ินสุดการกดครั้งเเรกเเละเริ่มการกดครั้งใหม
Gumminess      หมายถึง  Hardness × Cohesiveness
Chewiness        หมายถึง Gumminess × Springiness หรือ

   Hardness × Cohesiveness × Springiness

9. การวเิคราะหกิจกรรมของเอนไซมไลพอกซิจิเนส Ben-Aziz และคณะ (1970
อางโดย Tangwongchai et al., 2000)

สารเคมี
สารตัง้ตน (Substrate stock solution) : นํ าสารละลายกรดลิโนเลอิกในสารละลายเอทา

นอลอิม่ตัวความเขมขนรอยละ 1 นํ้ าหนักโดยปริมาตร  ปริมาณ 7.1 มิลลิลิตร ผสมกับ tween 20 
ปริมาณ 0.2 มลิลิลิตร  ระเหยเอาเอทานอลออกโดยเปาดวยกาซไนโตรเจน  เจือจางสารละลายที่
เหลือดวยสารละลาย Na2HPO4 เขมขน 0.05 โมลาร  ปริมาณ 100 มิลลิลิตร  เเลวปรับคาความ
เปนกรดดางใหไดเทากับ 9.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1 โมลาร  สารตั้งตนที่ได
เปนสารละลายใสประกอบดวยสารละลายกรดลิโนเลอิกและ tween 20 ความเขมขนเทากับ 
2.5×10-3 โมลาร เเละ รอยละ 0.2 ตามลํ าดับ  ในขั้นตอนวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไลพอกซิจิ
เนส  สารตั้งตนจะถูกเจือจางลงเทากับ 4×10-5    โมลาร  ดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 
0.2 โมลาร  คาความเปนกรดดาง 9.0

วธิีการ
1.  ใสสารตัง้ตน 2.4 มิลลิลิตร ลงใน quartz cuvette  เร่ิมนับเวลาที่ 0 วินาที
2. ปเปตสารสกัดเอนไซมปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร ลงใน cuvette กลับ cuvette ข้ึนลงทัน

ท ีเเลวเริ่มบันทึก
3. ชวงเวลาตัง้เเตเติมสารสกัดเอนไซมจนกระทั่งเริ่มบันทึกไมควรเกิน 10 วินาที
4. การเพิม่ข้ึนของคาการดูดกลืนเเสงจะถูกบันทึกไวทุกๆ 30 วินาที
5. สํ าหรับ blank ทํ าเหมือนขอ 1-2 เเตเปลีย่นจากสารสกัดเอนไซมเปนนํ้ ากลั่นเเทน
6. การ auto zero ใช blank

การคํ านวณ
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กจิกรรมของเอนไซมไลพอกซิจิเนส (unit/ml.)  =     ( ∆A234nm / ∆time )*10
                                                                                 (0.001)

โดยที่   ∆A234nm  = การเปลีย่นเเปลงของคาการดูดกลืนเเสง
∆time = การเปลี่ยนเเปลงของเวลา
∆A234nm / ∆time = คาความชันของคาการดูดกลืนเเสงที่ 234 นาโนเมตร
0.001= การเปลี่ยนเเปลงของ ∆A234nm / min.   ตอ unit ของเอนไซมไลพอกซิจิเนส คา
ความเปนกรดดาง 9 อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เมื่อกรดลิโนเลอิกเปนสารตั้งตนใน 
reaction volume 2.5 มิลลิลิตร (ตอนิยามของคํ าวาหนวย)  โดย 1 หนวย (unit) หมายถึง
การเพิม่ข้ึนของคาการดูดกลืนเเสงที่ความยาวคลื่น 234 นาโนเมตร จํ านวน 0.001 ตอ
นาททีีค่าความเปนกรดดาง 9.0 อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เมื่อกรดลิโนเลอิกเปนสารตั้ง
ตนในสารละลายปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร

10. วธิีสกัดเอนไซมไลพอกซิจิเนสจากเตาหูออน (ดัดเเปลงจาก Suda et al., 1995)
วธิีการ

น ําตวัอยาง 1 กรัม เติมนํ้ ากลั่นเย็นปริมาณ 9 มิลลิลิตร บดใหละเอียดดวยโฮโมจีไนเซอร
ความเรว็ระดบั 1 นาน 1 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หมุนเหวี่ยงสารเเขวนลอยดวยความเร็ว 
10000×g ทีอุ่ณหภมู ิ4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ของเหลวที่ไดนํ ามาใชวิเคราะหกิจกรรมของ
เอนไซมไลพอกซิจิเนสภายใน 2-3 ชั่วโมง

11. การวเิคราะหหาจุลินทรียทั้งหมดสํ าหรับจุลินทรียที่ชอบอุณหภูมิต่ํ า (psychrophilic) 
(ดัดเเปลงจาก Hansen et al., 1995)
วธิกีารเตรียมตัวอยาง

น ําตัวอยาง 20 กรัม  สารละลายโซเดยีมคลอไรดรอยละ 0.9 (นํ้ าหนักโดยปริมาตร) เละ 
peptone water รอยละ 0.1 (นํ้ าหนักโดยปริมาตร) ปริมาณ 180 มิลลิลิตร     ใสลงในถุงพลาสติก
ทีผ่านการฆาเชือ้   จากนั้นตีผสมใหเขากันดวยเครื่องตีปนไฟฟานาน 60 วินาที  เจือจางสารเเขวน
ลอยตวัอยางที่ความเขมขน 10-2 เเละ 10-3

วธิกีารวิเคราะหจุลินทรีย
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1. ปเปตสารละลายตัวอยางที่ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 1.0 มิลลิลิตร  ลงในจานอาหารเลี้ยง
เชือ้ทีผ่านการฆาเชื้อแลวจํ านวน 2 ซํ้ า ในเเตละความเขมขน

2. เตมิอาหารเลีย้งเชื้อ PCA 10-15 มิลลิลิตร ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อจากนั้น หมุนจานอาหาร
เลีย้งเชือ้ตามเขม็นาฬกิา 5 คร้ัง ทวนเข็มนาฬิกา 5 คร้ัง  ไปขางหนาเเละขางหลัง  ควรระวังไม
ใหอาหารเลี้ยงเชื้อเกิดการปนเปอน  ทิง้ไวใหอาหารเลี้ยงเชื้อเเข็งตัว

3. บมอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส  นาน 5 วัน
4. นบัจ ํานวนจลิุนทรียในชวง 30-300 โคโลนี  ตรงบริเวณผิวเเละในเนื้อวุน

การคํ านวณ
aerobic plate count (APC) = x.d/s colony forming unit (cfu)/g

โดยที ่   d =  ความเขมขนของสารละลาย
            x = จ ํานวนโคโลนีเฉลี่ย

s = ปริมาตรของสารละลายตัวอยางที่ใสลงในแตละจานอาหารเลี้ยงเชื้อ

ตัวอยางการคํ านวณ

ความเขมขน จ ํานวนจุลินทรียเฉลี่ยจาก
เพลท 2 ซํ้ า

การคํ านวณ

10-2 2,854* *ไมสามารถนับได
10-3 291
10-4 36

(291000+360000)/2 =
3.3 × 105/g

10-5 4* *ไมสามารถนับได
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13. ตรวจสอบการละลายของโปรตีนดวยสารละลายตางๆ (ดัดแปลงจาก Roussel and 
Cheftel, 1990)

น ําตวัอยาง 1 กรัม ใสลงในสารละลายปริมาตร 9 มิลลิลิตร  ดังตอไปนี้
S1 = สารละลายทริส-ไฮโดรคลอริก บัฟเฟอร 30 มลิลิโมลาร  พีเอช  8.0
S2 = S1 + สารละลายยูเรีย 8 โมลาร
S3 = S1 + สารละลายเบตา-เมอรเเคปโตเอทานอล 0.2 โมลาร
สารละลายโซเดียมไอดรอกไซด 0.5 โมลาร

กวนที่อุณหภูมิหองนาน 20 ชั่วโมง นํ าสารแขวนลอยที่ไดมาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 rpm. นาน 15 นาที นํ าสวนใสที่ได ปริมาณ 3 มลิลิลิตรมาเติมกรดไตรคลอโรอะซิติกเย็น 
(trichloroacetic acid)  ความเขมขนรอยละ 50 ปริมาณ 0.9 มิลลิลิตร นํ าไปหมุนเหวี่ยงที่
ความเรว็ 10,000 rpm. นาน 5 นาที แลวแยกเอาสวนใสทิ้ง เติมกรดไตรคลอโรอะซิติกความเขม
ขนรอยละ 10 ปริมาณ 2 มิลลิลิตร นํ าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที  
ท ําละลายตะกอนที่ได ดวยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.5 โมลาร ปริมาตร 2 
มลิลิลิตร  ต้ังทิง้ไวจนกวาตะกอนจะละลายหมด   นํ าสารละลายที่ไดไปวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธี
ไบยเูรทปรียบเทียบเตาหูออนทางการคา

14. วธิีการวัดคาสีดวยเครื่องวัดคาสี (CIE Lab)
นํ าตัวอยางมาตั้งทิ้งไว เพื่อใหอุณหภูมิใกลเคียงกับอุณหภูมิหองประมาณ 25 องศา

เซลเซยีส  จากนั้นทํ าใหละเอียดดวยเครื่องโฮโมจีไนเซอรความเร็วระดับ 1 นาน 2 นาที เพื่อใหตัว
อยางอยูในรูปของไหลเหมือนๆ กัน เทตัวอยางที่ไดใสในถวยเเกวรูปทรงกระบอกขนาด 50 
มิลลิลิตร จนเต็มเเลวปดดวยเเผนสเเตนเลสวงกลมสีขาว นํ าถวยเเกวรูปทรงกระบอกไปวางบน
ชองส ําหรับวัดคาสีของเครื่องใหพอดีกัน  ทํ าการวัดคาสีออกมาในคาของ L*, a*, เเละ b* (CIE 
Lab system) วัดคาสีของสามตัวอยางหรือมากกวา  บันทึกเเลวหาคาเฉลี่ย

15. วิธีการเตรียมตัวอยางเพื่อการตรวจสอบโครงสรางทางจุลภาคโดยวิธี Scanning 
Electron Microscope (SEM)  (ดัดเเปลงจาก Verheul และ Roefs, 1998)

ตัดตวัอยางขนาด กวางxยาวxหนา เทากับ 0.5x0.5x0.1 เซนติเมตร    ใสในสารละลาย 
กลทูาราลดไีฮด (glutaraldehyde) ในนํ้ ากลั่น ความเขมขนรอยละ 2.5 ปริมาตรโดยปริมาตร นาน 
1 ชัว่โมง ลางตัวอยางออกดวยนํ้ ากลั่น 3 คร้ัง คร้ังละ 10 นาที  ดึงนํ้ าออก (dehydration) โดยแช
ในสารละลายเอทานอล ความเขมขนตางๆดังนี้ รอยละ 10-30-50-70-90-100-100-100 ปริมาตร



115

โดยปรมิาตร นาน 20 นาทีตอข้ันตอน สุดทายแชในสารละลายเอทานอลรอยละ 100 ขามคืน แลว
จงึสงตวัอยางเพื่อวิเคราะหโครงสรางทางจุลภาพตอไป
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ภาคผนวก ข
ข1. เเบบประเมนิคุณภาพทางประสาทสัมผัสแบบ Maltisample Difference test สํ าหรับ
ประเมนิคณุภาพทางประสาทสัมผัสของผลิตภัณฑเตาหูออน

ชือ่……………………………………..….วันที่………….……….…..เวลา………………………

คํ าชี้เเจง โปรดท ําการทดสอบคุณสมบัติดานตางๆ ของผลิตภัณฑจากถั่วเหลือง    เเลวทํ าเครื่อง
หมายเสนตรงตามขวางตั้งฉากกับสเกลเเนวนอนที่ใหไว เพื่อเเสดงตํ าแหนงที่ทานไดใหไวกับตัว
อยางในลกัษณะนัน้ๆ ตามที่ทานเห็นวาเหมาะสมที่สุดในการเปนตัวเเทนลักษณะนั้นๆ ของผลิต
ภัณฑตัวอยาง    พรอมทั้งเขียนรหัสของตัวอยางบนเครื่องหมายเสนตรง

โปรดทดสอบตัวอยางเรียงตามลํ าดับตอไปนี้
คุณลักษณะดานประสาทสัมผัส
1.   กลิ่นรสถั่วเหลือง (เหม็นเขียว)
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
ไมมีกลิ่นรส             มีกลิ่นรสเล็กนอย         มีกลิ่นรสปานกลาง           มีกลิ่นรสมาก
2. รสขม
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
ไมม ี                                 มีเล็กนอย                             มีปานกลาง                              มีมาก
3. ความฝาด
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
ไมม ี                                 มีเล็กนอย                             มีปานกลาง                               มีมาก
4. ความหยาบ
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
ไมหยาบ                          หยาบเล็กนอย                   หยาบปานกลาง                       หยาบมาก

*** ขอบคุณ ***
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ข2. เเบบประเมนิคุณภาพทางประสาทสัมผัสแบบ Maltisample Difference test สํ าหรับ
ประเมนิคณุภาพทางประสาทสัมผัสของผลิตภัณฑเตาหูออนในระหวางการเก็บรักษา
นาน 15 วัน

ชือ่…………………………………….วันที่………….………..เวลา……………………….……

คํ าชี้เเจง โปรดท ําการทดสอบคุณสมบัติดานตางๆ ของผลิตภัณฑจากถั่วเหลือง    เเลวทํ าเครื่อง
หมายเสนตรงตามขวางตั้งฉากกับสเกลเเนวนอนที่ใหไว เพื่อเเสดงตํ าแหนงที่ทานไดใหไวกับตัว
อยางในลกัษณะนัน้ๆ ตามที่ทานเห็นวาเหมาะสมที่สุดในการเปนตัวเเทนลักษณะนั้นๆ ของผลิต
ภัณฑตัวอยาง    พรอมทั้งเขียนรหัสของตัวอยางบนเครื่องหมายเสนตรง

โปรดทดสอบตัวอยางเรียงตามลํ าดับตอไปนี้
คุณลักษณะดานประสาทสัมผัส
1.   กลิ่นรสผิดปกติ
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
ไมมีกลิ่นรส           มีกลิ่นรสเล็กนอย             มีกลิ่นรสปานกลาง           มีกลิ่นรสมาก
2. เนื้อสัมผัส
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
ไมแข็ง                         แข็งเล็กนอย  แข็งปานกลาง              แข็งมาก

           *** ขอบคุณ ***
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ข3. เเบบประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัสแบบ Hedonic scale สํ าหรับประเมินคุณ
ภาพทางระสาทสัมผัสของผลิตภัณฑเตาหูออนในระหวางการเก็บรักษานาน 15 วัน

ชือ่………………………………….…วันที่………………..……….เวลา………….……………..

คํ าเเนะนํ า กรุณาทดสอบตวัอยางที่เสนอใหจากซายไปขวา เเลวใหคะเเนนความชอบตัวอยางใน
เเตละปจจยัทีใ่กลเคียงกับความรูสึกของทานมากที่สุด  เเละกรุณาบวนปากระหวางตัวอยางโดย
ก ําหนดให

9=ยอมรับมากที่สุด 4=ไมยอมรับเล็กนอย
8=ยอมรับมาก 3=ไมยอมรับปานกลาง
7=ยอมรับปานกลาง 2=ไมยอมรับมาก
6=ยอมรับนอย 1=ไมยอมรับมาก
5=เฉยๆ

ปจจัย                                                               คะเเนนการยอมรับ

รหัส
ลักษณะปรากฎ
กลิ่นรส
เนื้อสัมผัส
ความชอบรวม

             *** ขอบคุณ ***


