
บทที่ 2

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง

วัสดุ

1. ขิงสดพันธุขิงหยวก  ซึ่งมีอายุการเก็บเกี่ยว 5 เดือน (ระยะขิงออน) และ 10 เดือน
(ระยะขิงแก) โดยน้ําหนักแงงขิงอยูในชวง 500-700 กรัม ทําการเก็บเกี่ยวจากสวน
เกษตรกรในพื้นที่อําเภอเมือง จังหวัดสงขลา

2. วัตถุดิบที่ใชสําหรับเตรียมผลิตภัณฑน้ําซุปไก
3. น้ํานมโคชนิดสเตอริไรซ ยี่หอหนองโพ
4. น้ํานมถั่วเหลืองชนิดสเตอริไรซ ยี่หอไวตามิ้ลค
5. สารเคมีที่ใชสําหรับการวิเคราะหทางเคมี
6. สารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชสําหรับการวิเคราะหทางจุลินทรีย
7. ถุงพลาสติกไนลอน-พอลีเอทธิลีน ขนาด 20 × 25 เซนติเมตร หนา 8 ไมโครเมตร

จากบริษัทเอเชียอุตสาหกรรมโฟม จํากัด

อุปกรณ

1.  เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 2 ตําแหนง ยี่หอ METTLER TOLEDO รุน PQ 5002
     ประเทศสวิสเซอรแลนด
2.  เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง ยี่หอ METTLER TOLEDO รุน AB 204
     ประเทศสวิสเซอรแลนด
3. เครื่องวัดสเปกโตรโฟโตมิเตอร  ยี่หอ  SHIMADZU  รุน UV-16001
     ประเทศออสเตรเลีย
4. อางควบคุมอุณหภูมิ  ยี่หอ MEMMERT   รุน  W 350 ประเทศสหรัฐอเมริกา
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5. เครื่อง Densitometer  ยี่หอ BIO-RAD รุน  GS-700 ประเทศสหรัฐอเมริกา
6. ชุดอิเลคโตรโฟรีซีส  ยี่หอ  BIO-RAD  รุน MINI-PROTEIN II ประเทศสหรัฐ
     อเมริกา
7. เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง ยี่หอ SCIENTIFIC รุน DENVER 15 ประเทศสหรัฐ
     อเมริกา
8.  เครื่องวัดคาวอเตอรแอกทิวิตี ยี่หอ NOVASINA รุน THERMOCONSTANTER
     ประเทศไทย
9.  เครื่องปดผนึกดวยความรอน ยี่หอ WINNER PACKING ประเทศไทย
10. เครื่องทําแหงลมรอนแบบถาด
11. อุปกรณที่ใชสําหรับการแปรรูป
12. อุปกรณที่ใชสําหรับการวิเคราะหทางเคมี
13. อุปกรณที่ใชสําหรับการวิเคราะหทางจุลินทรีย
14. อุปกรณที่ใชสําหรับการทดสอบทางประสาทสัมผัส
15. หองควบคุมอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

วิธีการทดลอง

1.  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของขิงที่มีตอกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส
       1.1  ศึกษาระยะความแกออนของขิงที่มีตอกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส
                 คัดเลือกตัวอยางขิงที่มีระยะความแกออนแตกตางกัน 2 ระดับ คือ ระยะ       
ขิงออนและระยะขิงแก ซึ่งมีคุณภาพตามเกณฑคุณภาพและวิธีการตรวจสอบคุณภาพ
วัตถุดิบขิงเพื่ออุตสาหกรรมเกษตร (สวนอุตสาหกรรมเกษตร สํานักพัฒนาอุตสาหกรรม
รายสาขา กรมสงเสริมอุตสาหกรรม, 2544) นํามาตรวจวิเคราะหคุณสมบัติในรูปของ        
ขิงสด ขิงผง และขิงผงสําเร็จรูปที่มีจําหนายในทองตลาด จํานวน 3 ตัวอยาง
                 การสกัดเอนไซมโปรติเอสจากขิง กระทําโดยนําตัวอยางแชในสารละลาย
โซเดียมคลอไรดที่ความเขมขนรอยละ 0.85 เปนเวลา 5 นาที โดยทําการกวนเปนเวลา
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15 วินาที แลวตั้งทิ้งไวจนครบเวลาตามที่กําหนด จากนั้นนํามากรองผานกระดาษกรอง
whatman เบอร 1 แลวเก็บสารละลายที่ไดไวใชสําหรับการทดลองตอไป
                 ทําการวิเคราะหคุณสมบัติ ดังนี้
               1.1.1  กิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส โดยดัดแปลงวิธีของ Arima และคณะ
(2000) ดังแสดงในภาคผนวก ข1
               1.1.2  กิจกรรมจําเพาะของเอนไซมโปรติเอส โดยดัดแปลงวิธีของ Arima และ
คณะ (2000) ดังแสดงในภาคผนวก ข2
               1.1.3  ปริมาณโปรตีน โดยวิธีของ Bradford (1976) ดังแสดงในภาคผนวก ข3
                 คัดเลือกระยะความแกออนที่เหมาะสมโดยพิจารณาจากกิจกรรมเอนไซม
และกิจกรรมจําเพาะของเอนไซมเพื่อใชในการทดลองขอตอไป
หมายเหตุ *  ขิงผง เตรียมโดยการนําขิงสดแกมาลางทําความสะอาด ปอกเปลือก หั่น
เปน

ชิ้นหนาประมาณ 1 มิลลิเมตร จากนั้นนํามาอบใหแหงดวยตูอบลมรอนที่            
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จนกระทั่งปริมาณความชื้นในขิงมีคาต่ํากวา         
รอยละ 10 แลวนําขิงที่ไดมาบดใหละเอียด และรอนผานตะแกรงรอนที่มี
ขนาด 16 เมช

1.2  ศึกษาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอกิจกรรมของเอนไซมโปรติ
เอสของขิง

                 นําขิงสดที่มีระยะความแกออนที่คัดเลือกไดจากการทดลองที่ 1.1 มาทําการ
ศึกษาผลของความเปนกรดดางตอกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส โดยบมสารละลาย
เอนไซมสกัดในสารละลายบัฟเฟอรที่คาความเปนกรดดาง 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 (ซิ
เตรต-ฟอสเฟตบัฟเฟอร), ความเปนกรดดาง 7.0, 8.0 และ 9.0 (ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟ
เฟอร) และความเปนกรดดาง 9.0, 10.0 และ 11.0 (คารบอเนต-ไบคารบอเนตบัฟเฟอร) 
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที (Arima et al., 2000) นําตัวอยางที่ไดมา
ตรวจวิเคราะหคุณสมบัติเชนเดียวกับการทดลองที่ 1.1
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1.3  ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสของขิง
                 นําสารละลายเอนไซมสกัดมาบมในสารละลายบัฟเฟอรคาความเปนกรดดาง
7.0 (Arima et al., 2000) ที่ระดับอุณหภูมิแตกตางกัน คือ 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที นําตัวอยางที่ไดมาตรวจวิเคราะหคุณสมบัติเชนเดียว
กับการทดลองที่ 1.1

1.4  ศึกษาความคงตัวตอความรอนของเอนไซมโปรติเอสของขิง
                 นําสารละลายเอนไซมสกัดมาใหความรอนที่ระดับอุณหภูมิแตกตางกัน คือ
30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลวนําตัวอยางที่ไดมา
ตรวจวิเคราะหคุณสมบัติเชนเดียวกับการทดลองที่ 1.1

2.  ศึกษาขนาดที่เหมาะสมของขิงผง วิธีการและระยะเวลาในการสกัดเอนไซม
โปรติเอส
     จากขิงผง

2.1  ศึกษาขนาดที่เหมาะสมของขิงผงที่มีตอกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส
                 นําขิงสดที่มีระยะความแกออนที่คัดเลือกไดจากการทดลองที่ 1 มาลาง          
ทําความสะอาด แลวปอกเปลือกและหั่นเปนชิ้นหนาประมาณ 1 มิลลิเมตร จากนั้นนํา
มาอบใหแหงดวยตูอบลมรอนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จนกระทั่งปริมาณความชื้น
ในขิงมีคาต่ํากวารอยละ 10 แลวนําขิงที่ไดมาบดใหละเอียด รอนผานตะแกรงรอนที่มี
ขนาดแตกตางกันคือ 14, 16 และ 18 เมช (ซึ่งมีขนาดเทากับ 1.40, 1.18 และ 1.00 
มิลลิเมตร ตามลําดับ) นําตัวอยางที่ไดมาหาปริมาณความชื้น โดยวิธีของ A.O.A.C. 
(2000) ดังแสดงในภาคผนวก ก1 และตรวจวิเคราะหคุณสมบัติเชนเดียวกับการทดลอง
ที่ 1
                 คัดเลือกขนาดขิงผงที่เหมาะสมโดยพิจารณาจากกิจกรรมเอนไซมและ      กิจ
กรรมจําเพาะของเอนไซมเพื่อใชในการทดลองขอตอไป
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2.2  ศึกษาวิธีการและระยะเวลาที่เหมาะสมในการสกัดเอนไซมโปรติเอส
จากขิงผง

                 นําขิงผงที่มีขนาดของการบดที่เหมาะสม ซึ่งคัดเลือกไดจากการทดลองที่ 2.1 
มาทําการสกัดเอนไซม โดยใชน้ํากลั่นและสารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน      
รอยละ 0.85 ในการสกัด ในอัตราสวน 1:4 (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนเวลา 5, 10 และ 15
นาที ตามลําดับ แลวตรวจวิเคราะหคุณสมบัติเชนเดียวกับการทดลองที่ 1
                 คัดเลือกวิธีการและระยะเวลาในการสกัดเอนไซมที่เหมาะสมโดยพิจารณา
จากกิจกรรมเอนไซมและกิจกรรมจําเพาะของเอนไซมเพื่อใชในการทดลองขอตอไป

3.  ศึกษาผลของแอสคอรเบตและอุณหภูมิตอกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส
ของขิงผง
                 นําตัวอยางขิงซึ่งมีระยะความแกออนที่คัดเลือกไดจากการทดลองที่ 1 มาลาง
ทําความสะอาด ปอกเปลือกและหั่นเปนชิ้นหนาประมาณ 1 มิลลิเมตร จากนั้นเติม          
แอสคอรเบตรอยละ 0, 0.1 และ 0.2 ผสมใหเขากัน แลวนํามาอบใหแหงในตูอบ             
ลมรอนที่ระดับอุณหภูมิแตกตางกัน คือ อุณหภูมิ 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส           
จนกระทั่งปริมาณความชื้นในขิงมีคาต่ํากวารอยละ 10 นําขิงที่ไดมาบดใหละเอียด แลว
รอนผานตะแกรงที่มีขนาดเมชตามที่คัดเลือกไดจากการทดลองที่ 2.1 แลวตรวจวิเคราะห
คุณสมบัติเชนเดียวกับการทดลองที่ 1
                 คัดเลือกกรรมวิธีที่เหมาะสมในการผลิตโดยพิจารณาจากกิจกรรมจําเพาะ
ของเอนไซมเพื่อใชในการทดลองขอตอไป

4. ศึกษาผลของอุณหภูมิ และเวลาตอการยอยโปรตีนบางสวนของผลิตภัณฑ
อาหารประเภทโปรตีนบางชนิด

                 นําขิงผงที่มีกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสตามกรรมวิธีที่คัดเลือกไดจากการ
ทดลองที่  3 ปริมาณ 2 กรัม บรรจุในซองกระดาษ (ซองชา) ผสมลงในผลิตภัณฑอาหาร
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ที่แตกตางกัน คือ น้ํานมโค น้ํานมถั่วเหลือง และน้ําซุปไก ปริมาตร 200 มิลลิลิตร (ความ
เขมขนของขิงผงตออาหารเปนรอยละ 1) จากนั้นนําไปบมที่ระดับอุณหภูมิและระยะ
เวลาแตกตางกัน คือ อุณหภูมิ 40 และ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5, 10 และ 15 นาที
ตามลําดับ สุมตัวอยางที่ไดนํามาตรวจวิเคราะหคุณสมบัติ* ดังนี้
       4.1  ระดับการยอยสลาย (degree of hydrolysis) โดยดัดแปลงวิธีของ Beak และ
Codwallader (1995) ดังแสดงในภาคผนวก ข4
       4.2  ตรวจสอบรูปแบบโปรตีน ดวยวิธี Sodium Dodecyl  Sulfate Polyacrylamide 
Gel Electrophoresis (SDS-PAGE)  โดยดัดแปลงวิธีของ Laemmli (1970) ดังแสดงใน        
ภาคผนวก ข5
       4.3  ตรวจสอบความเขมของแถบโปรตีนดวยเครื่อง Densitometer
หมายเหตุ   * แยกวิเคราะหคุณสมบัติระหวางผลิตภัณฑน้ํานมโค น้ํานมถั่วเหลือง และ
                  น้ําซุปไก

การเตรียมน้ําซุปไก
สวนผสม

น้ําเปลา     1         ลิตร
เนื้อไกสับ        100    กรัม
เกลือ     2 กรัม
น้ําตาลทราย      2      กรัม

วิธีทํา
ตมน้ําใหเดือด เติมสวนผสมทั้งหมดลงไป ลดไฟลงและตมตอไปนาน 20 นาที

จากนั้นยกลงและพักไวประมาณ 15 นาที แลวกรองดวยผาขาวบาง เก็บสารละลายที่
กรองไดไวใชในการทดลองขั้นตอนตอไป

5. ศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณภาพของผลิตภัณฑขิงผงที่มีกิจกรรมของเอนไซม                
โปรติเอสในระหวางการเก็บรักษา
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                 เก็บรักษาผลิตภัณฑขิงผงที่มีกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสที่ไดจากคัดเลือก
กรรมวิธีที่เหมาะสมจากการทดลองที่ 3 โดยเก็บรักษาผลิตภัณฑในถุงพลาสติกไนลอน-
โพลีเอทธิลีน ภายใตสภาวะสูญญากาศ ที่อุณหภูมิแตกตางกัน 2 ระดับ คืออุณหภูมิหอง
และอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สุมตัวอยางมาวิเคราะหในสัปดาหที่ 0, 1 และ 2      หลัง
จากนั้นวิเคราะหทุก 2 สัปดาห เปนเวลา 3 เดือน โดยตรวจวิเคราะหคุณสมบัติ ดังนี้
       5.1  คุณสมบัติทางกายภาพ
               5.1.1  ตรวจวัดคาวอเตอรแอกติวิตี (water activity) ดวยเครื่องวัดคาวอเตอร        
แอกติวิตี ดังแสดงในภาคผนวก ก2

       5.2  คุณสมบัติทางเคมี
               5.2.1  กิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส โดยดัดแปลงวิธีของ Arima และคณะ
(2000) ดังแสดงในภาคผนวก ข1
               5.2.2  กิจกรรมจําเพาะของเอนไซมโปรติเอส โดยดัดแปลงวิธีของ Arima และ
คณะ (2000) ดังแสดงในภาคผนวก ข2
               5.2.3  ปริมาณโปรตีน โดยวิธีของ Bradford (1976) ดังแสดงในภาคผนวก ข3
       5.3  คุณสมบัติทางจุลินทรีย  
                 ทําการวิเคราะหทุก 1 เดือน โดยตรวจวิเคราะห
               5.3.1 ปริมาณจุลินทรียทั้งหมด โดยวิธี A.O.A.C. (2000) ดังแสดงในภาคผนวก
ค1
               5.3.2 โคลิฟอรม โดยวิธี A.O.A.C. (2000) ดังแสดงในภาคผนวก ค2
               5.3.3 Salmonella sp. โดยวิธี A.O.A.C. (2000) ดังแสดงในภาคผนวก ค3
               5.3.4 Staphylococcus aureus โดยวิธี A.O.A.C. (2000) ดังแสดงในภาคผนวก ค
4
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               5.3.5 Clostridium perfringens โดยวิธี A.O.A.C. (2000) ดังแสดงในภาคผนวก
ค5
               5.3.6 ยีสตและรา โดยวิธี A.O.A.C. (2000) ดังแสดงในภาคผนวก ค6
       5.4  ทดสอบทางประสาทสัมผัส
                 นําตัวอยางขิงผงมาทดสอบทางประสาทสัมผัสในรูปของน้ํานมถั่วเหลืองรส
ขิง โดยนําขิงผงบรรจุซองมาจุมในน้ํานมถั่วเหลืองอุน เปนเวลา 5 นาที แลวทําการ
ทดสอบดานกลิ่นรสขิงและการยอมรับดวยวิธี Hedonic-5-scale (Lawless and Heymann, 
1999) โดยใชแบบทดสอบแสดงดังภาคผนวก ง1 ทําการสุมวิเคราะหตัวอยางทุก 1 เดือน

6.  ทดสอบผลิตภัณฑน้ํานมถั่วเหลืองรสขิงตอการยอมรับของผูบริโภค
                 ผลิตขิงผงที่มีกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสตามกรรมวิธีที่คัดเลือกจาก       
การทดลองที่ 3 มาทดสอบการยอมรับในรูปของผลิตภัณฑน้ํานมถั่วเหลืองรสขิง โดยนํา
ขิงผงที่มีกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสบรรจุซองมาจุมในน้ํานมถั่วเหลืองอุน เปนเวลา        
5 นาที แลวทําการทดสอบการยอมรับโดยรวมของผูบริโภคในพื้นที่อําเภอหาดใหญ
จังหวัดสงขลา จํานวน 100 คน ออกแบบสอบถามที่เกี่ยวกับผูตอบแบบสอบถาม        
พฤติกรรมการบริโภค และความชอบผลิตภัณฑ ดวยวิธี Hedonic-5-scale (คะแนน 5 
หมายถึง ชอบมาก และคะแนน 1 หมายถึง ไมชอบมาก) (Lawless and Heymann, 1999) 
โดยใชแบบทดสอบแสดงดังภาคผนวก ง2

7.  การวิเคราะหทางสถิติ
                 การวิจัยในขอ 1, 2 และ 5 วางแผนการทดลองแบบสุมอยางสมบูรณ
(Completely Randomized Design, CRD) และการทดสอบทางประสาทสัมผัสวางแผน
การทดลองแบบสุมในบลอคสมบูรณ (Randomized Complete Block Design, RCBD) 
ขณะที่การวิจัยในขอ 3 และ 4 วางแผนการทดลองแบบแฟกทอเรียล (3×3) และ         
(2×3) +1 ใน CRD ตามลําดับ ทําการทดลอง 2 ซ้ํา วิเคราะหความแปรปรวน (Analysis 
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of Variance, ANOVA) และทดสอบความแตกตางของคาเฉลี่ยดวย Duncan’s New 
Multiple Range Test (DMRT) (จิราพร ชมพิกุล, 2532)
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