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บทที่ 2

วัสดุ อุปกรณและวิธีการทดลอง
2.1 วัสดุ

2.1.1. วัตถุดิบ
ซื้อกุงกุลาดํ าจากบอเลี้ยงกุงในเขตจังหวัดสงขลา คัดขนาดกุงกุลาดํ าที่มีสีนํ้ าตาล

ดํ านํ้ าหนักใกลเคียงกัน (60ตัว/ก.ก.) แชในนํ้ าแข็งอัตราสวน กุง:นํ้ าแข็ง เทากับ 1:2 (นน./
นน.) บรรจุในกลองโฟม และขนสงมายังภาควิชาเทคโนโลยีอาหาร คณะอุตสาหกรรม
เกษตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร หาดใหญ นํ ามาหักหัวและปอกเปลือก บรรจุถุงพอ
ลิเอทธีลีน และแชในนํ้ าแข็งใหมีอุณหภูมิระหวาง 0-2 องศาเซลเซียส และทํ าการทดลอง
ภายในระยะเวลา 3  ชั่วโมง ภายหลังปอกเปลือก

2.1.2 สารเคมี
2.1.2.1 สารประกอบฟอสเฟต

- Monopotassium  phosphate (MKP; KH2PO4) จากบริษัท Fluka
ประเทศสวิตเซอรแลนด

- Sodium  acid pyrophosphate (SAPP; Na2H2P2O7) จากบริษัท Fluka
ประเทศสวิตเซอรแลนด

- Tetra sodium pyrophosphate (TSPP; Na4P2O7) จากบริษัท Ajec
      ประเทศออสเตรเลีย

- Sodium tripolyphosphate (STPP; Na5P3O10) จากบริษัท Fluka
ประเทศสวิตเซอรแลนด

- Sodium hexametaphosphate {SHMP; (NaPO3)13.Na2O} จากบริษัท
Fluka ประเทศเยอรมัน
2.1.2.2 เกลือ (NaCl, MgCl2, CaCl2) จากบริษัท Fluka ประเทศสวิตเซอร
แลนด
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 2.1.2.3 สารเติมแตง:
- Brisol จากบริษัท Mercury petrol (1995) ประเทศไทย
- แคปปา –คาราจีแนน จากบริษัท Merck ประเทศเยอรมัน
-แปงมันสํ าปะหลังดัดแปร จากบริษัท Asia-Modified starch ประเทศไทย

2.1.2.4 สารเคมีตาง ๆ ที่ใชในการวิเคราะหทางเคมี

2.2 อุปกรณ
2.2.1. ชดุอิเล็กโตรโฟริซสี ยี่หอ Bio-Rad รุน Mini-Protein II ประเทศสหรัฐอเมริกา

และชุดอิเล็กโตรโฟริซสีชนดิ gradient ยี่หอ Amersham Phamacia Biotech
(SG-30) ประเทศสหรัฐอเมริกา

2.2.2. เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอรยี่หอ SHIMADZU รุน UV-16001 ประเทศออส
เตรเลีย

2.2.3. เครื่องวัดลักษณะเนื้อสัมผัส ยี่หอ Stable Micro Systems รุน TA-XT2 ประเทศ
อังกฤษ

2.2.4. เครื่องโฮโมจีไนเซอร ยี่หอ Ultra turrax รุน T25B ประเทศมาเลเซีย
2.2.5. เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ ยี่หอ Sorvall รุน RC-5B plus ประเทศสหรัฐ

อเมริกา
2.2.6. เครือ่งกวนชนิดแมเหล็กยี่หอ KIKAL labortechnik รุน RO 10 power ประเทศ

เยอรมันนี
2.2.7. เครื่องวัดคาพีเอช ยี่หอ Scientific รุน Denver 15 ประเทศสหรัฐอเมริกา
2.2.8. อางควบคุมอุณหภูมิ ยี่หอ W 350 รุน Memmert ประเทศสหรัฐอเมริกา
2.2.9. ตูแชแข็งอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส
2.2.10. เครือ่ง Differential Scanning Colorimeter ยี่หอ PERKIN ELMER รุน DSC7

ประเทศสหรัฐอเมริกา
2.2.11. เครื่อง Scanning  electron microscope ยีห่อ JEOL รุน JSM-5800LV ประเทศ

ญี่ปุน
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2.3 วิธีการทดลอง

ตอนที่ 1  ศกึษาสภาวะที่เหมาะสมในการใชสารประกอบฟอสเฟตสํ าหรับกุงกุลาดํ า
1.1 ศึกษาชนิดและความเขมขนของสารประกอบฟอสเฟต

ศึกษาผลของชนิดและความเขมขนของสารประกอบฟอสเฟต โดยศึกษา
ปจจัยตาง ๆ ดังนี้คือ

- ชนิดของสารประกอบฟอสเฟต
{MKP, SAPP, TSPP, STPP, SHMP}
- ความเขมขน (รอยละ 0 2.5 และ 5)
แชกุงปอกเปลือกในสารละลายฟอสเฟตชนิดและความเขมขนตางๆ กัน

ดวยอัตราสวนกุงตอสารละลายเทากับ 1:2 (นํ้ าหนัก/ปริมาตร) ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส โดยมีการกวนตลอดเวลาเปนเวลา 1 ชั่วโมง ทิ้งใหสะเด็ดนํ้ านาน 5 นาที
ที่อุณหภูมิ 25-28 องศาเซลเซียส ตรวจสอบสมบัติและองคประกอบของตัวอยางกุง
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมแชนํ้ า (C-N-S) และ ชุดควบคุมแชนํ้ า  (C-S-W) ดัง
นี้คือ

- คาความเปน กรด-ดาง
- ปริมาณฟอสเฟต โดยวิธี AOAC (1999) (ภาคผนวก ก1)
- ปริมาณโซเดียมคลอไรด โดยวิธี AOAC (1999) (ภาคผนวก  ก2)
- ตรวจสอบรูปแบบโปรตีนที่ถูกสกัดในสารละลายที่แชกุง โดยใช SDS-

PAGE (10 % running gel และ 4% stacking gel) ตามวิธีของ Laemmli
(1970) (ภาคผนวก ก3)

- นํ้ าหนักที่เพิ่มขึ้น (weight gain)
นํ ากุงที่ผานการแชสารละลายชุดการทดลองตางๆ มาใหความรอนดวยไอ

นํ้ า เปนเวลา 1 นาที และทํ าใหเย็นอยางรวดเร็วในนํ้ าผสมนํ้ าแข็งเปนเวลา 30
วินาที ทิ้งใหสะเด็ดนํ้ า 5 นาที ตรวจสอบนํ้ าหนักที่สูญเสียภายหลังการใหความ
รอน ( cooking loss ) ดังนี้คือ
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        cooking  loss (%) =   A-B    x 100
        A
A : นํ้ าหนักกอนใหความรอน
B : นํ้ าหนักหลังใหความรอน

- cooking yield โดยคํ านวณผลผลิตของกุงที่ผานการใหความรอนเทียบ
กับนํ้ าหนักกุงสดเริ่มตน (กอนการแชสารละลาย)

วางแผนการทดลองแบบแฟกทอเรียล (5x3) ในการทดลองแบบสุมอยาง
สมบูรณ( CRD ;Completely Randomized Design)  ตรวจสอบความแปรปรวน
โดย Analysis of Variance (ANOVA) และความแตกตางโดย Duncan’s Multiple
Range Test (DMRT) (Steel and Torrie, 1980)

คัดเลือกชนิดของสารประกอบฟอสเฟตที่เหมาะสม โดยพิจารณาจากชุดการ
ทดลองที่ใหผลผลิตสูงสุด

1.2  ศึกษาผลรวมของความเขมขนของสารประกอบฟอสเฟตและโซเดียม
คลอไรด
แชกุงปอกเปลือกในสารละลายฟอสเฟตชนิดที่เหมาะสม (ขอ1.1) ในสภาวะ

ที่มีและไมมีโซเดียมคลอไรดที่ระดับความเขมขนตาง ๆ ดังนี้
-  สารประกอบฟอสเฟต (รอยละ 0 1.5 2.5 3.5)
- โซเดยีมคลอไรด (รอยละ 0 1.5 2.5 3.5)

โดยใชอัตราสวนกุงตอสารละลายเทากับ 1:2 (นํ้ าหนัก/ปริมาตร) และมีการ
กวนตลอดเวลา เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทิ้งใหสะเด็ดนํ้ า
นาน 5 นาที ที่อุณหภูมิ 25-28 องศาเซลเซียส แลวตรวจสอบสมบัติและองค
ประกอบของกุง เชนเดียวกับขอ 1.1

วางแผนการทดลองแบบแฟกทอเรียล (4x4) ในการทดลองแบบสุมอยาง
สมบูรณ( CRD ;Completely Randomized Design)  ตรวจสอบความแปรปรวน
โดย Analysis of Variance (ANOVA)และความแตกตางโดย Duncan’s Multiple
Range Test (DMRT) (Steel and Torrie, 1980)
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คัดเลือกความเขมขนของสารประกอบฟอสเฟตและโซเดียมคลอไรดที่
เหมาะสม โดยพิจารณาจากชุดการทดลองที่ใหผลผลิตสูงสุด

1.3 ศึกษาผลรวมของเกลือแคลเซียมคลอไรด และแมกนีเซียมคลอไรด กับสาร
ประกอบฟอสเฟตและโซเดียมคลอไรด
แชกุ งปอกเปลือกในสารละลายผสมระหวางสารประกอบฟอสเฟตและ

โซเดียมคลอไรด (ขอ1.2) รวมกับเกลือแคลเซียมคลอไรดหรือแมกนีเซียมคลอไรด
ที่ระดับความเขมขนตางๆ โดยศึกษาปจจัยตางๆ ดังนี้คือ

- ชนิดของเกลือ (แคลเซียมคลอไรด, แมกนีเซียมคลอไรด)
- ความเขมขน (0 หรือ 1 หรือ 5 และ 10 มิลลิโมลาร)

เติมกุงลงในสารละลายผสม ดวยอัตราสวนกุงตอสารละลายเทากับ 1:2 (นํ้ า
หนัก /ปริมาตร) โดยมีการกวนตลอดเวลา เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่ 4 องศาเซลเซียส
ทิ้งใหสะเด็ดนํ้ านาน 5 นาที ที่อุณหภูมิ 25-28 องศาเซลเซียส แลวตรวจสอบสมบัติ
และองคประกอบของกุง เชนเดียวกับขอ 1.1 รวมทั้งตรวจสอบปริมาณแคลเซียม
หรือแมกนีเซียม  ตามวิธีของ AOAC (1999)

วางแผนการทดลองแบบแฟกทอเรียล (2x4) ในการทดลองแบบสุมอยาง
สมบูรณ( CRD ;Completely Randomized Design)  ตรวจสอบความแปรปรวน
โดย Analysis of Variance (ANOVA)และความแตกตางโดย Duncan’s Multiple
Range Test (DMRT) (Steel and Torrie, 1980)

คัดเลือกสภาวะที่เหมาะสมของการใชแคลเซียมคลอไรดหรือแมกนีเซียม
คลอไรดรวมกับสารประกอบฟอสเฟต และโซเดียมคลอไรดโดยพิจารณาจากชุด
การทดลองที่ใหผลผลิตสูงสุด
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1.4 ศึกษาระยะเวลาเหมาะสมของการแชกุงกุลาดํ าในสารละลายฟอสเฟตรวมกับ
โซเดียมคลอไรด
แชกุงปอกเปลือกในสภาวะที่เหมาะสม (ใหผลผลิตสูงสุด) จากขอ 1.1-1.3

โดยใชระยะเวลาในการแชตางๆ กัน คือ 5 10 15 30 60 120 และ 240 นาที
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และมีการกวนตลอดเวลาโดยใชอัตราสวนกุงตอสาร
ละลายเทากับ 1:2 (นํ้ าหนัก /ปริมาตร) ทิ้งใหสะเด็ดนํ้ านาน 5 นาที ที่อุณหภูมิ 25-
28 องศาเซลเซียส แลวตรวจสอบสมบัติและองคประกอบของกุง เชนเดียวกับขอ
1.1

วางแผนการทดลองแบบสุมอยางสมบูรณ (CRD; Completely Randomized
Design) ตรวจสอบความแปรปรวนโดย Analysis of Variance (ANOVA) และ
ความแตกตางโดย Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) (Steel and Torrie,
1980)

คัดเลือกระยะเวลาที่เหมาะสมของการแชกุงกุลาดํ าในสารประกอบฟอสเฟต 
และโซเดียมคลอไรดโดยพิจารณาจากชุดการทดลองที่ใหผลผลิตสูงสุด

ตอนท่ี 2 ศึกษาการใชสารเติมแตงบางชนิดรวมกับสารประกอบฟอสเฟตและโซเดียม
คลอไรด

ศึกษาการใชสารเติมแตงบางชนิดรวมกับสารประกอบฟอสเฟต และโซเดียม
คลอไรด โดยเติมสารเติมแตงชนิดตางๆ ที่ระดับความเขมขนตางกันดังนี้คือ

1. Brisolเขมขนรอยละ 0 3 และ5
2. แคปปา–คาราจีแนน เขมขนรอยละ 0 0.5 และ 1
3. แปงมันสํ าปะหลังดัดแปร เขมขนรอยละ 0 0.5 และ 1.0

แชกุงปอกเปลือกในสารละลายผสมของสารเติมแตง Brisolหรือ แคปปา-
คาราจีแนน หรือแปงมันสํ าปะหลังดัดแปร ที่ระดับความเขมขนตางๆ รวมกับสาร
ประกอบฟอสเฟต และโซเดียมคลอไรดในสภาวะและเวลาที่เหมาะสม (ขอ 1.4) โดย
ใชอัตราสวนกุงตอสารละลายเทากับ 1:2 (นํ้ าหนัก/ปริมาตร) โดยมีการกวนตลอดเวลา
ทิ้งใหสะเด็ดนํ้ านาน 5 นาที ที่อุณหภูมิ 25-28 องศาเซลเซียส แลวตรวจสอบสมบัติ และ
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องคประกอบเชนเดียวกับขอ 1.1 รวมทั้งตรวจสอบความชอบโดยวิธี Hedonic Scale
(9 คะแนน) ดานสี ความใส ลักษณะเนื้อสัมผัส และความชอบรวมของเนื้อกุงสุก
(Meilgaard et al., 1991) โดยใชผูทดสอบที่คุนเคยกับผลิตภัณฑกุง จํ านวน 30 คน

วางแผนการทดลองแบบสุมอยางสมบูรณ (CRD; Completely Randomized
Design) ตรวจสอบความแปรปรวน โดย Analysis of Variance (ANOVA) และความ
แตกตางโดย Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)  (Steel and Torrie, 1980)

คัดเลือกสภาวะที่เหมาะสมของการใชสารเติมแตงบางชนิดรวมกับสาร
ประกอบฟอสเฟตและโซเดียมคลอไรดโดยพิจารณาจากชุดการทดลองที่ใหผลผลิตสูง
สุด

ตอนที่ 3 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงองคประกอบและโครงสรางของโปรตีนจากกลามเนื้อกุง
กุลาดํ า
ตรวจสอบองคประกอบและสมบัติของโปรตีนของกลามเนื้อกุงที่ผานการแช

สารประกอบฟอสเฟตรวมกับโซเดียมคลอไรดในสภาวะที่เหมาะสม จากขอ1.4 เปรียบ
เทียบกับชุดควบคุม (แชนํ้ า และไมแชนํ้ า) ดังนี้

3.1 องคประกอบของกลามเนื้อ (ภาคผนวก ข)
ตรวจสอบองคประกอบของกลามเนื้อกุงกุลาดํ าดังนี้คือ

   - โปรตีน (AOAC, 1999) (ภาคผนวก ข1)
- ความชื้น (AOAC, 1999) (ภาคผนวก ข2)
- เถา (AOAC, 1999) (ภาคผนวก ข3)
- ไขมัน (AOAC, 1999) (ภาคผนวก ข4)
- โซเดียมคลอไรด (AOAC, 1999)

3.2 โปรตีนและสารประกอบไนโตรเจนที่ไมใชโปรตีน (ภาคผนวก  ค)
ทํ าการแยกสวนสารประกอบไนโตรเจน ตามวิธีของ Hashimoto และ

คณะ (1979) โดยไดเปนแฟรกชั่นตางๆ ดังนี้  คือ
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- สารประกอบไนโตรเจนที่ไมใชโปรตีน
- โปรตีนซารโคพลาสมิก
- โปรตีนไมโอไฟบริล
- โปรตีนที่ละลายไดในดาง
- สโตรมา

ตรวจสอบปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในแตละแฟรกชันโดยวิธี Kjeldahl
(AOAC, 1999) และตรวจสอบรูปแบบและนํ้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนแตละ
แฟรกชัน่ที่แยกได โดยใช SDS-PAGE (10 % running gel และ 4% stacking gel)
ตามวิธีของ Laemmli  (1970)

3.3 โครงสรางจุลภาค โดยใช  Scanning electron microscopy (SEM) โดยตรึงตัว
อยางในสารละลาย กลูตารัลดีไฮด เขมขนรอยละ 2  กอนการดึงนํ้ าออกโดย
ใชเอธานอลที่ระดับความเขมขนตางๆ แลวเคลือบดวย gold–palladium กอน
นํ าไปตรวจสอบโครงสราง ตามวิธีของ Nip and Moy (1988)

3.4 ชนิดและปริมาณแรธาตุ
ตรวจสอบปริมาณ  ฟอสฟอรัส แคลเซียม  แมกนีเซียม โซเดียม และคลอ

ไรด โดยวิธี AOAC (1999)

3.5 Thermal inactivation rate constant (KD) ของแอกโตไมโอซิน โดยวิธีของ
Tsai และคณะ (1989) (ภาคผนวก  ง)

3.6 คุณสมบัติทางความรอนของกลามเนื้อ
ตรวจสอบการสูญเสียสภาพของกลามเนื้อโปรตีน เนื่องจากความรอน

โดยตรวจสอบจากคา Tmax และเอนธาลปของโปรตีนกลามเนื้อโดยใช
Differential scanning calorimeter (DSC) โดยใชอัตราการใหความรอนเทากับ 10
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องศาเซลเซียส ตอนาที จากอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส ถึง 100 องศาเซลเซียส
ตามวิธีของ Srinivasan และคณะ (1997a)

ตอนที่ 4 ศึกษาผลของสารประกอบฟอสเฟตตอความคงตัวของโปรตีนในกุงกุลาดํ า
4.1 ความคงตัวระหวางการเก็บรักษาในสภาพแชแข็ง

แชแข็งกุงกุลาดํ าชุดควบคุม (กุงสดที่แชนํ้ าอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสและกุง
สดที่ไมแชสารละลายใดๆ ) และกุงกุลาดํ าที่แชสารละลายฟอสเฟต (ขอ 1.4) ใหมี
อุณหภูมิกลางลํ าตัวเทากับ –18 องศาเซลเซียส โดยใชเครื่องแชแข็งชนิด air–blast เก็บ
รักษากุงแชแข็งในถุงพลาสติกชนิดพอลิเอทธิลีน ปดผนึก และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ –18
องศาเซลเซียส เปนเวลา 0 2 4 6 8 10 และ12 สัปดาห นํ ามาทํ าละลายโดยใชนํ้ าไหลจน
อุณหภูมิกลางลํ าตัวเทากับ 2-4 องศาเซลเซียส กอนทํ าการวิเคราะหตางๆ ดังนี้คือ

4.1.1 ตรวจสอบ drip loss และ cooking loss
4.1.2 ตรวจสอบกิจกรรมของ ATPase ตามวิธีของ Benjakul และคณะ

(1997) (ภาคผนวก จ1)
4.1.3 ตรวจสอบกิจกรรมของ α-glucosidase (AG) และ β-N–acetyl–

glucosaminidase  (NAG) ตามวิธีของ Benjakul และ Bauer (2000)
(ภาคผนวก  จ2)

4.1.4 ตรวจสอบการละลาย (solubility) ตามวิธี Xiong และคณะ (2000)
  (ภาคผนวกจ3)

4.1.5 ตรวจสอบปริมาณซัลฟไฮดริล  ตามวิธีของ Ellman (1959)
(ภาคผนวก  จ4)

4.1.6 ตรวจสอบปริมาณไดซัลไฟด ตามวิธีของ Thannhanser และคณะ
(1987) (ภาคผนวก จ5)

4.1.7 ตรวจสอบไฮโดรโฟบิซิตี้ โดยใช 1–anilinonaphtalene–8–sulphoric
acid ตามวิธีของ Benjakul และคณะ (1997) (ภาคผนวก จ 6)
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4.2 ความคงตัวระหวางการแชแข็ง – ทํ าละลาย
นํ าตัวอยางกุงกุลาดํ า ชุดควบคุม (กุงสดที่แชนํ้ าอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

และกุงสดที่ไมแชสารละลายใดๆ ) ชดุทีแ่ชสารละลายฟอสเฟต (ขอ 1.4) มาแชแข็ง–ทํ า
ละลาย โดยทํ าการแชแข็งใหอุณหภูมิกลางลํ าตัวกุงเทากับ –18 องศาเซลเซียส (เวลา 12-
15 ชั่วโมง) โดยเรียงตัวกุงเปนตัวเดี่ยว ในถุงพอลิโพรพิลีน กอนการแชแข็งโดยใช air–
blast freezer และทํ าละลายใหมีอุณหภูมิกลางลํ าตัวเทากับ 2-4 องศาเซลเซียส โดยใชนํ้ า
ไหล (เวลาประมาณ 20-30 นาที) ทํ าการแชแข็ง-ทํ าละลาย เปนจํ านวนรอบเทากับ 0 1 3
และ 5 แลวนํ ามาตรวจสอบองคประกอบตางๆ เชนเดียวกับขอ 4.1

วางแผนการทดลองแบบสุมอยางสมบูรณ (CRD; Completely Randomized
Design) ตรวจสอบความแปรปรวน โดย Analysis of Variance (ANOVA) และ ความ
แตกตางโดย Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) (Steel and Torrie, 1980)




