
บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 

3.1 วิธีการทดลอง 
 

3.1.1 สัตวทดลองและแผนการทดลอง 
 ขุนกระบือเต็มวัยเพศผู (finishing mature buffalo) โดยนํากระบือปลักอายุเฉลี่ย 5 ป เล้ียง
ที่ศูนยวิจัยและบํารุงพันธุสัตว อ.ลําพญากลาง จ.ลพบุรี จํานวน 20 ตัว โดยขังคอกละ 1 ตัว (ขนาด
คอก กวาง×ยาว เทากับ 3×4 เมตร) ดวยเหตุที่กระบือชอบนอนและขับถายบริเวณที่เปยกชื้นอีกทั้ง
เพื่อความสะอาดของคอกจึงแยกรางน้ําไวบริเวณหลังคอกสวนรางอาหารอยูบริเวณหนาคอก 
แบงเปน 2 กลุมการทดลองตามสัดสวนของอาหารหยาบตออาหารขนที่แตกตางกัน คือ 
 กระบือกลุมท่ี 1 จํานวน 10 ตัว ไดรับอาหารหยาบ : อาหารขน โดยน้ําหนักวัตถุแหง รอย
ละ 50:50 ขุนกระบือใหไดน้ําหนักสุดทายเฉลี่ย 500 กิโลกรัม  
 กระบือกลุมท่ี 2 จํานวน 10 ตัว ไดรับอาหารหยาบ : อาหารขน โดยน้ําหนักวัตถุแหง รอย
ละ 30:70 ขุนกระบือใหไดน้ําหนักสุดทายเฉลี่ย 500 กิโลกรัม 
 

3.1.2 อาหารทดลอง  
 อาหารขน 
 สูตรอาหารขนที่ใชเล้ียงกระบือในโครงการวิจัยเพื่อพัฒนามาตรฐานการผลิตเนื้อกระบือ
คุณภาพดี  แบงออกเปน 3 ระยะตามน้ําหนักกระบือ ไดแก อาหารสําหรับกระบือน้ําหนัก 150-250, 
251-350 และ 351-550 กิโลกรัม ซ่ึงมีองคประกอบหลักดังตารางที่ 12 และองคประกอบทางเคมีดัง
ตารางที่ 13 และ 14  
 อาหารหยาบ 
 แพงโกลา (Digitaria eriantha) เปนหญาชนิดหนึ่งที่กรมปศุสัตว โดยกองอาหารสัตว ได
สงเสริมใหเกษตรกรในหลายจังหวัดทางภาคเหนือปลูก ไดแก สุโขทัย กําแพงเพชร อุตรดิตถ 
พิษณุโลก แพร ลําปาง ลําพูน เชียงใหม เพื่อจําหนายและใชเล้ียงสัตว เปนหญาที่ปลูกครั้งเดียว อยู
ไดหลายปขยายพันธุโดยใชสวนของลําตน ขึ้นไดในดินหลายชนิดโดยเฉพาะในดินนา ใหผลผลิต
สูงเมื่อตัดที่อายุ 40 วัน โดยใหผลผลิตน้ําหนักแหงประมาณ 800-1,200 กิโลกรัมตอไร มีโปรตีน
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เฉลี่ย 8 % ไขมัน 2.3 % เยื่อใย 29 % เถา 8.15 % คารโบไฮเดรต 46 % โภชนะยอยไดทั้งหมด (TDN) 
59 % การปลูกโดยทําการเตรียมดิน เชนเดียวกับการทํานาใชทอนพันธุอายุ 40-60 วันหวานอัตรา 
200-300 กิโลกรัมตอไร ใสปุยรองพื้นสูตร 16-20-0 ในอัตรา 60 กิโลกรัมตอไร หลังจากหญาตั้งตัว
ไดดีแลวใสปุยไนโตรเจนในรูปของปุยยูเรียอัตรา 10 กิโลกรัมตอไร จํานวน 3 คร้ัง พบวาสามารถ
ตัดหญานํามาทําเปนหญาแหงในชวงฤดูแลงไดปละ 4 คร้ัง (กรมปศุสัตว, 2545) 
 
Table 12 Feed formular of experimental diets in three periods  

อาหารสูตร 7014    อาหารสูตร 7012    อาหารสูตร 7010  

(น้ําหนัก 150 - 250 กิโลกรัม)  (น้ําหนัก 251 - 350 กิโลกรัม)  (น้ําหนัก 351 - 550 กิโลกรัม) 

วัตถุดิบ ปริมาณ (กก.)  วัตถุดิบ ปริมาณ (กก.)  วัตถุดิบ ปริมาณ (กก.) 

รําออน   30.0  รําออน 25.0  รําออน 30.0 

มันเสน   30.0  มันเสน 40.0  มันเสน 40.0 

กากถั่วเหลือง    4.0  กากถั่วเหลือง 10.0  กากถั่วเหลือง  5.0 

กากปาลม 30.0  กากปาลม 20.0  กากปาลม 20.0 

กากน้ําตาล 2.5  กากน้ําตาล  3.0  กากน้ําตาล  3.0 

เกลือ 0.4  เกลือ  0.4  เกลือ 0.4 

ไดแคลเซียม 1.0  ไดแคลเซียม  0.5  ไดแคลเซียม 0.5 

ปุยยูเรีย 1.5  ผงฟู  0.5  ผงฟู 0.5 

กํามะถัน 0.1  กํามะถัน  0.1  กํามะถัน 0.1 

พรีมิกช    0.5  พรีมิกช  0.5  พรีมิกช 0.5 

รวม 100.0   รวม          100.0   รวม      100.0 

 
 
Table 13 Chemical composition of experimental diets in three periods and roughage (as fed basis) 
chemical  อาหารสูตร 7014  อาหารสูตร 7012  อาหารสูตร 7010  อาหารหยาบ 

composition (น้ําหนัก 150 - 250 กิโลกรัม) (น้ําหนัก 251 - 350 กิโลกรัม) (น้ําหนัก 351 - 550 กิโลกรัม) หญาแพงโกลา 

Moisture, % 9.27 10.88 10.80 9.86 

Protein, %                  15.88 10.30 9.43 9.46 

Fat, % 8.35   5.12 6.35 1.51 
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Table 14 Fatty acid profile of experimental diets in three periods 
อาหารสูตร 7014  อาหารสูตร 7012  อาหารสูตร 7010 

Fatty acid       
น้ําหนัก 150 - 250 กิโลกรัม  น้ําหนัก 251 - 350 กิโลกรัม  น้ําหนัก 351 - 550 กิโลกรัม 

C 8:0 0.345  0.173  0.086 

C 10:0 0.734  0.367  0.183 

C 12:0                 14.457  7.229  3.614 

C 14:0 4.496  2.248  1.124 

C 15:0 0.010  0.005  0.003 

C 16:0 18.844  9.422  4.711 

C 16:1 0.147  0.073  0.037 

C 17:0 0.046  0.023  0.012 

C 17:1 0.012  0.006  0.003 

C 18:0 2.076  1.038  0.519 

C 18:1 31.017  15.509  7.754 

C 18:2 n-6c 26.524  13.262  6.631 

C 18:3 n-6 0.000  0.000  0.000 

C 18:3n-3 0.196  0.098  0.049 

C 20:0 0.360  0.180  0.090 

C 20:1 0.718  0.359  0.179 

C 20:3 n-6 0.018  0.009  0.004 

Total SFA 41.368  20.684  10.342 

Total MUFA 31.894  15.947  7.973 

Total PUFA 26.738  13.369  6.685 

PUFA : SFA 0.646  0.323  0.162 

n-6 PUFA 26.542  13.271  6.635 

n-3 PUFA 0.196  0.098  0.049 

n-6 : n-3 135.133  67.567  33.783 
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3.2 การวิเคราะหทางเคมีและบันทึกขอมูล 
 

3.2.1 การศึกษาคุณภาพซาก (carcass quality) 
  เมื่อขุนกระบือไดน้ําหนักตามที่ตองการแลว กระบือที่นํามาเขาฆามีการอดอาหารกอนฆา
ประมาณ 12 ช่ัวโมง จากนั้นทําการฆาและตัดแตงแบบไทยและสากลตามวิธีของ สัญชัย (2547)  
ภายหลังจากการฆาทําการบันทึกน้ําหนักซากอุน (hot carcass weight) ซ่ึงไมรวมน้ําหนักหัว เขา
หนัง และไตของกระบือ จากนั้นแชเย็นซากที่อุณหภูมิประมาณ 3 ± 1 °C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง วัด
ความยาวซากเย็นและชั่งน้ําหนักซากเย็น จากนั้นทําการตัดแตงซากแบบไทยในซีกซายและแบบ
สากลในซีกขวา เพื่อวัดพื้นที่หนาตัดเนื้อสัน (loin eye area) ความหนาของไขมันสันหลังตําแหนง
ซ่ีโครงที่ 12 นําคาบันทึกที่ไดมาคํานวณเปอรเซ็นตซาก (dressing percentage) และเปอรเซ็นตเนื้อ
แดง (lean percentage)  
 

3.2.2 การศึกษาคุณภาพเนื้อ (eating quality) 
 เก็บตัวอยางกลามเนื้อ Longissimus dorsi (LD), Infraspinatus (IF), Semitendinosus (ST) 

และ Semimembranosus (SM) หลังจากนําซากแชเย็นที่อุณหภูมิ 3 ± 1 °C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อ
นําไปวิเคราะหคุณภาพเนื้อ ประกอบดวย 

1. วัดคาการนําไฟฟาดวยเครื่องวัดการนําไฟฟา (Model 197 WTW, Germany) และ pH  
ดวยเครื่องวัด pH (Model 191, Knick, D-Berlin) ที่ 45 นาที และ 24 ช่ัวโมงที่ตําแหนงซี่โครงที่ 10 กับ 
11 และ กลามเนื้อ Semimembranosus บันทึกผล จากนั้นนําไปแชเย็นเปนเวลา 24 ช่ัวโมงหลังฆาเพื่อ
นําไปตัดแตงตามลําดับ  

2. วัดคาสีดวยเครื่อง Minolta Chorma Meter CR-300 (Osaka, Japan) 
3. วัดความสามารถในการอุมน้ําของเนื้อ (Honikel and Hamn, 1999) 
4. วิเคราะหองคประกอบทางเคมี (AOAC, 1997) 
5. ปริมาณไตรกลีเซอไรด (Biggs et al., 1975) 
6. ปริมาณคอเรสเตอรอล (Jung et al., 1975) 
7. การวิเคราะหหาคา thiobarbituric acid number (Rossel, 1994) 
8. การวิเคราะหหากรดไขมันอิสระ (Folch et al., 1957) 
9. ปริมาณคอลลาเจน (Hill, 1969; AOAC, 1997) 
10. การตรวจชิม (sensory evaluation) (ไพโรจน, 2535) 

- กล่ิน รส (flavour) 
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- ความชุมฉ่ํา (juiciness) 
- ความนุม (tenderness) 
- ความพอใจโดยรวม (overall acceptability) 
 

3.2.2.1 การวัดคาความเปนกรดดางของกลามเนื้อ (muscle pH measurement)  
 บันทึกคา pH เวลา 45 นาที และ 24 ช่ัวโมง หลังฆา ที่กลามเนื้อสันนอก (Longissimus 
dorsi) และกลามเนื้อสะโพก (Semimembranosus) ดวยเครื่อง pH – meter  (Model 191, Knick, D – 
Berlin) 

3.2.2.2 การวัดคาการนําไฟฟา (conductivity  measurement) 
 บันทึกคาการนําไฟฟา เวลา 45 นาที และ 24 ช่ัวโมง หลังฆา ที่กลามเนื้อสันนอก 
(Longissimus dorsi) และกลามเนื้อสะโพก (Semimembranosus) ดวยเครื่อง conductivity – meter  
(Model WTW) 

3.2.2.3 การวัดคาสีของเนื้อ (meat color measurement) 
 นํากลามเนื้อ Longissimus dorsi (LD), Infraspinatus (IF), Semitendinosus (ST) และ 
Semimembranosus (SM) ใสถุงพลาสติกผนึกปากถุงเก็บที่ 4 °C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นนําเนื้อ
ออกจากถุงวางในภาชนะเปดเก็บในตูเย็น 1 ช่ัวโมง ทําการวัดคาสีดวยเครื่อง Minolta Chroma 
Meter (CR – 300, Osaka) บันทึกคาเฉลี่ย L (ความสวาง), a* (แดง - เขียว) และ b* (เหลือง – น้ําเงิน) 

3.2.2.4 วิธีการวิเคราะหหาองคประกอบทางเคมี (chemical composition) 
 ใชตัวอยางกลามเนื้อ Longissimus dorsi (LD), Infraspinatus (IF), semitendinosus และ 
Semimembranosus (SM) บดดวยเครื่องเบลนเดอร (blender) ใหละเอียด เพื่อนําไปวิเคราะหหา
คุณคาทางโภชนะ ดานเปอรเซ็นตโปรตีน ไขมันและความชื้น ดวยวิธี Proximate Analysis (AOAC, 
1997) ดังนี้ 

3.2.3.4.1 การวิเคราะหหาความชื้น (moisture percentage) 
1. นําถวยสําหรับใสตัวอยางวิเคราะหหาความชื้น (weighing bottle) ที่ลางสะอาด

และเช็ดใหแหง อบในตูอบ ที่อุณหภูมิ 100 °C นาน 1 ช่ัวโมง และนําออกมาใสในโถดูดความชื้น 
ปลอยใหเย็นและชั่งน้ําหนัก 

2. ช่ังตัวอยางเนื้อที่บดละเอียดแลวจํานวน 2 กรัม ใสใน weighing bottle บันทึก
น้ําหนักรวมทั้งหมด และอบที่อุณหภูมิ 100 °C 4 ช่ัวโมง 

3. นําถวยที่มีตัวอยางออกจากตูอบแหง ใสในโถดูดความชื้น ปลอยใหเย็นแลวช่ัง
น้ําหนักที่หายไป คือ ปริมาณความชื้น 
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สูตรการคํานวณหาปริมาณความชื้น    
                                 

   Moisture percentage = ( ) 100
C

BA
×⎥⎦
⎤

⎢⎣
⎡ −  

เมื่อ 
A  = น้ําหนักถวย + น้ําหนักตัวอยางกอนอบ 
B  = น้ําหนักถวย + น้ําหนักตัวอยางหลังอบ 
C  = น้ําหนักตัวอยาง 

        
3.2.3.4.2 การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน (protein percentage) 
1. ช่ังตัวอยางเนื้อที่บดแลว 0.5 กรัม ใสในกระดาษชั่งตัวอยาง แลวนําใสใน 

Kjeldahl flask 
2. เติมสารเรงปฏิกิริยา 2 กรัม (K2SO4 : CuSo4; 20 : 1) แลวเติม conc. sulfuric acid 

15 ml. 
3. นํา Kjeldahl flask เขาเครื่องยอยที่อุณหภูมิ 420 °C เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จนกระทั่ง

ไดสาร  ละลายสีเขียวใส แลวทิ้งใหเย็น แลวเติมน้ํากลั่น 50 ml. เขยาใหเขากัน 
4. ตวงสารละลาย 4% boric acid 25 ml. ใส erlenmeyer flask No. 250 ml. แลวเติม 

screen methylred indicator 
5. นํา Kjeldahl flask เขาเครื่องกล่ัน แลวนําขวด erlenmeyer flask ที่ใสสารละลาย 

4% boric acid ตอเขากับอีกปลายของ condenser ของเครื่องกล่ัน โดยใหปลายทอจุมในสารละลาย 
6. เติม 40% sodium hydroxide ใสขวด Kjeldahl flask 50 ml. แลวเปดน้ําใหไหล

ผานตัว condensor แลวจึงเปดเครื่องกล่ัน 
7. กล่ันจนไดปริมาตรของสารละลายในขวด erlenmeyer flask ประมาณ 200 ml.  
8. จากนั้นนําขวด erlenmeyer flask ที่มีแอมโมเนียที่เก็บในสารละลาย 4% boric 

acid มาไตเตรทกับสารละลายมาตรฐาน 0.1 N H2SO4 ไตรเตรทจนสีของสารละลายเปลี่ยนสีจากสี
เขียวเปนสีมวงอมเทา 

สูตรการคํานวณหาปริมาณโปรตีน 
 

 Protein percentage = ( )
D

1000.014ECBA ××××−  
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A  = จํานวนปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน H2SO4 0.1 N ที่ใชในการไตรเตรท  
กับตัวอยาง (ml.) 

B  = จํานวนปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน H2SO4 0.1 N ที่ใชในการไตรเตรทกับ 
blank (ml.) 

C  = ความเขมขน (N) ของสารละลายมาตรฐาน H2SO4 

D  = น้ําหนักตัวอยาง 
E  = Kjeldahl factor (6.25) 
 
3.2.3.4.3 การวิเคราะหหาปริมาณไขมัน (fat percentage) 
1. ช่ังน้ําหนักเนื้อที่บดแลว 2 กรัม อบที่ 100 °C 4 ช่ัวโมง 
2.   นําบีกเกอรสําหรับหาไขมันที่ผานการลางสะอาด เช็ดใหแหง แลวอบ 100 °C นาน 1 

ช่ัวโมง และใสในโถดูดความชื้น (dissicator) ปลอยใหเย็น ทําการชั่งหาน้ําหนักที่ได 
3.   นําตัวอยางเนื้อที่ผานการอบ หรือผานการหาความชื้นแลว ใสใน thimble 

alundum ที่สะอาด และแหง  
4.  ใส thimble alundum ลงใน sample containers แลวตอเขากับ holding clips ของ

เครื่องสกัดไขมันแบบ Soxhlet extraction 
5. ใส dichloromethane ลงในบีกเกอร 30 ml. แลวนําตอเขากับเครื่องใหสนิท 
6. เปดน้ําเย็นใหไหลผาน condensor ตลอดเวลา 
7. เปดสวิทซไฟโดยใชความรอนสกัด 3 ช่ัวโมง 
8.   นํา sample containers ออก แลวนํา reclaming tube ใสแทนที่ ใหความรอน 

dichloromethane จะถูกกลั่น และถูกเก็บใน reclaming  tube สวนไขมันที่ไดจะอยูในบีกเกอร 
9.   นําบีกเกอรที่มีไขมันอบที่อุณหภูมิ 100 °C 30 นาที แลวนําออกใสใน 

โถดูดความชื้น ปลอยใหเย็น ช่ังน้ําหนัก น้ําหนักที่เพิ่มขึ้นภายหลังการสกัดคือน้ําหนักของไขมัน 
 
สูตรการคํานวณหาปริมาณไขมัน   

 

Fat percentage = ( ) 100
C

BA
×⎥⎦
⎤

⎢⎣
⎡ −  

เมื่อ  
A  = น้ําหนักบีกเกอร + น้ําหนักไขมันหลังอบแลว 
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B  = น้ําหนักบีกเกอร     
C  = น้ําหนักตัวอยาง                      

 

3.2.3.5 วิธีการวิเคราะหหาคาความสามารถในการอุมน้ําของเนื้อ และคาแรงตัดผานเนื้อ 
3.2.3.5.1 การสูญเสียน้ําขณะเก็บ (drip loss) (Honickel, 1987; อางโดย สัญชัย, 2543) 

โดยใชกลามเนื้อกลามเนื้อ Longissimus dorsi (LD), Infraspinatus (IF), Semitendinosus (ST) และ 
Semimembranosus (SM) ทําการชั่งน้ําหนักเริ่มตน (Wd1) หอดวยผากอซ เก็บในถุงพลาสติกชนิด
เย็น และใหผากอซหางจากกนถุงประมาณ 2 เซนติเมตร ผนึกปากถุงใหสนิท เก็บในตูเย็นลักษณะ
แขวนที่อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง นําชิ้นเนื้อออกจากถุง ช่ังน้ําหนัก (Wd2) คิดเปน
เปอรเซ็นตการสูญเสียน้ํา (drip loss) จากสูตร            

 

Drip loss (%) = 100
Wd

WdWd

1

21 ×⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛ −        

  
3.2.3.5.2 การสูญเสียน้ําจากการละลายน้ําแข็ง (thawing loss) และการสูญเสียน้ําจาก

การตม (cooking loss) โดยนํากลามเนื้อกลามเนื้อ Longissimus dorsi (LD), Infraspinatus (IF), 
Semitendinosus และ Semimembranosus (SM) ทําการชั่งน้ําหนัก (Wt1) เก็บแบบสุญญากาศ 
(vacuum) ในถุงพลาสติกชนิดเย็นผนึกปากถุงใหสนิท เก็บในตูแชแข็งที่อุณหภูมิ –20 °C รอการ
วิเคราะหตอไป จากนั้นนําชิ้นเนื้อมาละลายน้ําแข็ง (thawing) ที่อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นํา
ช้ินเนื้อออกจากถุง ซับใหแหงดวยกระดาษทิชชู ช่ังน้ําหนัก (Wt2) จากนั้นนําชิ้นเนื้อที่ไดเก็บในถุง
รอนแบบสุญญากาศ ตมในหมอตมควบคุมอุณหภูมิ Korimat อุณหภูมิน้ํา เทากับ 85 °C จนได
อุณหภูมิใจกลางเนื้อ ประมาณ 70 °C ใชเวลาประมาณ 15 – 16 นาที ผ่ึงใหเย็นที่อุณหภูมิหอง นําชิ้น
เนื้ออกจากถุง ซับน้ําใหแหง ช่ังน้ําหนัก (Wt3) คิดเปนเปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําขณะทําละลาย 
(thawing loss) และเปอรเซ็นตการสูญเสียจากการตม (cooking loss) จากสูตร   
 

Thawing loss (%) = 100
Wt

WtWt

1

21 ×⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛ −  
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การสูญเสียน้ําจากการตม (cooking loss) 
 

Cooking loss (%) = 100 
Wt

WtWt

2

32 ×⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛ −  

 
นําเนื้อที่ตมสุกจากการหาเปอรเซ็นตการสูญเสียจากการตม (cooking loss) เจาะตาม

แนวเสนใยกลามเนื้อ ดวยเหล็กกลวงชนิดกลม (core) ที่มีเสนผานศูนยกลางประมาณ  
1 เซนติเมตร วัดคาแรงตัดผานดวยเครื่อง Instron 5565 หัววัดกําลัง 5 kN (Warner Bratzler Shear) 
ดวยความเร็ว 200 มม./นาที   

คาการสูญเสียขณะยาง (grilling loss) โดยนํากลามเนื้อกลามเนื้อ Longissimus dorsi 
(LD), Infraspinatus (IF), semitendinosus และ Semimembranosus (SM) ทําการตัดแตงไขมัน และ
พังผืดออก ทําการชั่งน้ําหนัก (Wg1) จากนั้นนําชิ้นเนื้อที่ไดยางในหมออบใหความรอน (convection 
oven) ที่อุณหภูมิ 160 °C เวลา 15 นาที จนไดอุณหภูมิใจกลางเนื้อประมาณ 70 °C และนําออกจาก
เตายาง ทําการชั่งน้ําหนัก (Wg2) คํานวณเปอรเซ็นตการสูญเสียจากการยาง จากสูตร     

 

Grilling loss (%) = 100
Wg

WgWg

1

21 ×⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛ −  

 
3.2.3.6 แรงตัดผานเนื้อ (shear force value) 
นําเนื้อที่ตมสุกจากการหาเปอรเซ็นตการสูญเสียเนื่องจากการตม (cooking loss) เจาะ

ตามแนวเสนใยกลามเนื้อดวยเหล็กกลวงชนิดกลม (core) ที่มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 1.27 cm. 
วัดคาแรงตัดผาน (Warner Bratzler Shear) ดวยเครื่อง Instron 5565 ( Instron Ltd., UK) หัววัดกําลัง 
5 kN  โดยแปรผลประกอบดวยคาแรงสูงสุด (maximum force, N) และคางานซึ่งมีพื้นที่ใตกราฟ 
(area, N.sec) 
 

3.2.3.7 การตรวจชิม (panel test) 
ใชตัวอยางตัวอยางกลามเนื้อ Longissimus dorsi (LD), Infraspinatus (IF), 

Semitendinosus (ST) ที่ผานการอบสุกตัดใหมีขนาดเทากันประมาณ 1×1×1 เซนติเมตร จากนั้น
เสิรฟใหแกผูตรวจชิม ซ่ึงไดผานการฝกฝนการตรวจชิม (ไพโรจน, 2535) จํานวน 6 ทาน ผูตรวจชิม
จะไดรับแบบสอบถามการตรวจชิมเนื้อ (Appendix table 1) และฟงการบรรยายขั้นตอนการตรวจ
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ชิมโดยละเอียด ซ่ึงการใหคะแนนจะพิจารณา 4 ลักษณะการตรวจชิม คือ ความนุม (tenderness) 
กล่ินและรสชาติ (flavor) ความชุมฉ่ํา (juiciness) และความพอใจโดยรวม (overall acceptability) 
โดยใหคะแนนซึ่งอยูในชวง 1 – 9 คะแนน (1 = เหนียว, กล่ินรสไมดี, แหง และไมชอบมาก;  5 = 
นุม, มีกล่ินและรสชาติดี, ชุมฉ่ํา และมีความพอใจ; 9 = นุมที่สุด, กล่ินและรสชาติดีที่สุด, ชุมฉ่ําที่สุด 
และมีความชอบมากที่สุด) ผูทดสอบชิมจะไดรับน้ํา ขนมปงและผลไมหลังจากทดสอบชิมเนื้อแต
ละชิ้น 

 
3.2.3.8 วิธีการวิเคราะหปริมาณคอลลาเจนที่ละลายไดและละลายไมได (soluble and 

insoluble collagen analysis) 
 

ขั้นตอนการแยก (Hill, 1969)       
1. ช่ังตัวอยางกลามเนื้อกลามเนื้อ Longissimus dorsi (LD), Infraspinatus (IF), 

Semitendinosus (ST) และ Semimembranosus (SM) ที่บดแลว 4 กรัม ใสในหลอด homogenize 
ขนาด 30 ml. 

2. ใส strength ringer solution 8 ml. 
3. homogenize 10,000 rpm 1 นาที 
4. ตมใน water bath 77 °C 70 นาที ทิ้งไวใหเย็น 1 ช่ัวโมง 
5. ปนเหวี่ยงที่ 5,200 g 26 นาที 
6. แยกสวน supernatant ใส erlenmeyer flask และสวน residue ใส erlenmeyer flask 

เชนเดียวกัน            
       

ขั้นตอนการยอย (AOAC, 1997)          
1. เติมกรด sulfuric acid 7 N 30 ml. และปดดวยกระจกนาฬิกา 
2. ใสตูอบที่อุณหภูมิ 105 ± 1 °C 16 ช่ัวโมง 
3. นําตัวอยางที่ไดจากการยอยกรองผานกระดาษกรองใสใน volumetric flask ขนาด 

500 ml. ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ  
 

  ขั้นตอนการทําสี (AOAC, 1997) 
1. ปเปตสารละลายที่ไดในขั้นตอนแรก 2 ml. ใสใน หลอดทดลอง ขนาด 10 ml.  

ตัวอยางละ 2 หลอด และทํา blank โดยการเติมน้ํากลั่น 2 ml. ใสในหลอดทดลอง 
2. เติม oxidant solution 1 ml. เขยาใหเขากัน ตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 ± 2 นาที 
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3. เติม color reagent หลอดละ 1 ml. เขยาทันที และปดฝาหลอดใหสนิท 
4. ตมใน water bath อุณหภูมิ 60 ± 0.5 °C 15 นาที 
5. ทําหลอดใหเย็นโดยการเปดน้ําใหไหลผาน 3 นาที 
6. ทําหลอดใหแหงโดยการเช็ดหรือตั้งทิ้งไว 
7. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 558 ± 2 nm. 

 

สูตรในการคํานวณหาปริมาณ hydroxyproline  
   H, mg/g  = (h x 2.5 x 1000)/m  
   h = hydroxyproline,  g/2 ml. อานคาจาก standard curve 
   m = weight sample, g 

                  นําเอาสวน ที่ละลายได คูณดวย 7.52 และสวนที่ไมละลาย คูณดวย 7.25  
         

3.2.3.9 วิธีการวิเคราะหหาปริมาณกรดไขมัน (free fatty acid) 
โดยใชกลามเนื้อกลามเนื้อ Longissimus dorsi (LD), Infraspinatus (IF), Semitendinosus 

(ST) และ Semimembranosus (SM)  บดดวยเครื่อง blender ทําการสกัดไขมันจากกลามเนื้อตัวอยาง 
(Folch et al., 1957) โดยมีวิธีการ ดังนี้ 

1. ช่ังตัวอยางเนื้อที่บดแลว 5 กรัม ใสลงในขวดกนกลม (round bottom flask) ปริมาตร 
100 มล.             

2. เติม chloroform : methanol (2 : 1) 60 มล. เขยาอยางแรงเพื่อใหเกิดการสกัดที่สมบูรณ 
3. กรองผานกระดาษกรอง Whatman No. 1  ลงใน flask 
4. นํากากที่ไดมาสกัดตอดวย chloroform : methanol (2 : 1) อีกครั้ง แลวรวมสารละลาย

ที่กรองได           
5. เติมน้ํากลั่น 0.2 เทา ของสารละลายที่กรองได ผสมใหเขากัน ตั้งทั้งไวใหแยกชั้น 
6. เก็บชั้นลางของสารละลายใน flask ที่ทราบน้ําหนัก แลวนําไประเหยแหงดวย water 

bath ที่อุณหภูมิ 70 °C 
7. ช่ังน้ําหนักไขมันหลังจากระเหยแหง แลวละลายดวย chloroform ใหไดความ 

เขมขนประมาณ 30 มก./มล. 
 

การเตรียม FAME (Morrison and Smith, 1964)  
1. ดูดสารละลายที่สกัดได 1 มล. ใสลงในขวดกนกลม  (round bottom flask) ขนาด 250 มล. 
2. ระเหยใหแหงภายใตกระแสไนโตรเจน 
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3. เติม 0.5 M NaOH ใน methanol 4 มล. เขยา 30 วินาที 
4. reflux จนไดสารละลายเปนเนื้อเดียวกัน เวลาประมาณ 5 นาที ทั้งใหเย็น 
5. เติม 20% boron – trifluoride ใน methanol 5 มล. เขยา 30 วินาที 
6. reflux ตออีก 2 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็น 
7. เติมสารละลาย NaCl อ่ิมตัว 3 มล. เขยาใหเขากัน 
8. เติม iso – octane (2, 2, 4 – trimethylpentane) 1 มล. เขยาใหเขากัน 30 วินาที ทิ้งไว

ใหตกตะกอน 
9. เก็บสวนที่ละลายในชั้น iso – octane 
10. นําสารละลายสวนลางเติมดวยสารละลายเกลืออ่ิมตัว (NaCl) 2 มล. เขยาใหเขากัน 
11. เติม iso – octane 1 มล.  เขยาใหเขากัน 30 วินาที ตั้งทิ้งไวใหตกตะกอน 
12. รวมชั้น iso – octane ที่เก็บได แลวเติม sodium sulfate anhydrous ปริมาณเทาปลาย

ชอนตักสาร ตั้งทิ้งไวใหแยกชั้น 
13. ดูดสารละลายสวนใสใสใน vial แลวปดใหสนิท 
14. ดูดสารละลายที่ได 1 ไมโครลิตร ฉีดเขาเครื่อง Gas chromatography (Shimadzu, 

Japan) 
 

3.2.3.10  การวิเคราะหหาปริมาณคอเลสเตอรอล (cholesterol) (Jung et al., 1975) 
1. ทําการสกัดไขมันจากกลามกลามเนื้อ Longissimus dorsi (LD), Infraspinatus (IF), 

Semitendinosus (ST) และ Semimembranosus (SM) ที่บดแลว เชนเดียวกับการวิเคราะหหากรด
ไขมัน (Folch et al., 1957) 

2. ดูดไขมันที่สกัดได ความเขมขน 50 มก./มล. ปริมาตร 50 ไมโครลิตรใสในหลอด
ทดลองขนาด 25 มล. 

3. เติม alcoholic KOH 10 มล.      
4. ตมใน water bath 45 °C เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ทิ้งใหเย็น 
5. เติม petroleum ether 5 มล. เขยาใหเขากันดวย vortex mixture 
6. เทสารละลายทั้งหมดลงในกรวยแยก ตั้งทิ้งไวใหแยกชั้น 
7. เก็บสวนที่ละลายในชั้น petroleum ether แลวนําไประเหยแหงใน water bath 65 °C 
8. เติม ferric acetate/uranyl acetate 5 มล. เขยาอยางแรงดวยเครื่อง vortex mixture 
9. ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 2,700 รอบ/นาที นาน 5 นาที 
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10. เตรียมหลอดอานขนาด 13 x 100 มิลลิเมตร ชุดใหม แลวเติม sulfuric acid reagent หลอดละ 
2 มล. 

11. ดูด supernate จากหลอดเดิม 3 มล. ใสในหลอดอานที่เติม sulfuric reagent 
12. ผสมใหเขากันทันทีดวย vortex mixer อยางนอย 20 วินาที ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง  

15 นาที 
13. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร โดยใชหลอด blank อานคาเปน

ศูนย 
 

หมายเหตุ : หลอด blank จะเติมเฉพาะ ferric acetate/uranyl acetate 3 มล. และ sulfuric acid reagent 2 มล. 
 

สูตรในการคํานวณหาปริมาณคอเลสเตอรอล    
       

Total cholesterol = 250
As
Au

×⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛  

เมื่อ  
Au = คาการดูดกลืนแสงของตัวอยาง 
As  = คาการดูดกลืนแสงของสารละลายคอเรสเตอรอลมาตรฐาน 

 
3.2.2.11  การวิเคราะหหาคาการหืน (Thiobarbituric acid number, TBA) (Rossell, 1994) 
1. ช่ังตัวอยางกลามเนื้อกลามเนื้อ Longissimus dorsi (LD), Infraspinatus (IF), 

Semitendinosus และ Semimembranosus (SM) ที่บดแลว 10 กรัม เติมน้ํากลั่น 70 มล.                                              
2. ปนผสมใน blender ประมาณ 15 นาที 
3. เทใสใน distillation flask แลวลาง blender ดวยน้ํากลั่น 30 มล. 
4. เติม 4 M HCL 2.5 มล.          
5. เติม anti – foaming agent  1 – 2 หยด 
6. ตอเขากับชุดกลั่น แลวกล่ันจนไดของเหลวประมาณ 50 มล. 
7. ปเปตสารละลายที่กล่ันได 5 มล. แลวเติม TBA solution 5 มล. 
8. ตมในน้ําเดือด 35 นาที ทิ้งไวใหเย็น 10 นาที            
9. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 538 นาโนเมตร 
10. คํานวณคา TBA number จากสูตร         

     

หมายเหตุ :  หลอด blank เติมน้ํากลั่น 5 มล. และ TBA solution 5 มล. 
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สูตร 
            TBA number (mg maalonaldehyde/kg sample) = 7.8×O.D. 

 
3.2.3.12  การวิเคราะหหาปริมาณไตรกลีเซอไรดในกลามเนื้อ (Adapted from Biggs et 

al., 1975) 
1. สกัดไขมันตามวิธีของ AOAC 
2. เตรียมไขมันที่สกัดไดใหมีความเขมขน 50 มก./มล. ดวย 2-propanol เชนเดียวกับ 

การวิเคราะหคอเลสเตอรอล 
3. ดูดไขมันในขอ 2. มา 50 ไมโครลิตร ใสหลอดทดลองขนาด 25 มล. 
4. เติม n-heptane 2 มล. 
5. เติม 2-propanol 3.5 มล. 
6. เติม 40 mM sulfuric acid จํานวน 1 มล. 
7. ผสมเขาดวยกันดวย vortex mixture 20 วินาที ตั้งทิ้งไว 5 นาที จนแยกชั้น 
8. เตรียมหลอดทดลองอีกชุด แลวเติม sodium alkoxide 2 มล. 
9. ดูดสารละลายที่แยกชั้นสวนบนในขอ 7. มา 0.2 มล. ใสในหลอดขอ 8. ผสมใหเขา

กันดวย voetex mixture นําเขาตูอบที่อุณหภูมิ 60 °C เปนเวลา 5 นาที นําออกมาเติม sodium 
periodate อีก 1 มล. 

10. เติม acetyl acetone reagent  1 มล. ผสมใหเขากันดวย vortex mixture นําเขาตูอบ ที่
อุณหภูมิ 60 °C เปนเวลา 20 นาที 

11. ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ 420 นาโนเมตร 
หมายเหตุ : คํานวณเปรียบเทียบกับสารละลายไตรกลีเซอไรดมาตรฐาน แลวคํานวณกลับเพื่อหา

เปนปริมาณไตรกลีเซอไรดใน 100 กรัมของเนื้อ 
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3.2.4 การวิเคราะหคาทางสถิติ 
1. วางแผนการทดลองในการศึกษาคุณภาพการบริโภคแบบ 2 x 4 factorial in CRD 

โดยมีปจจัยในการทดลอง คือ สัดสวนอาหารหยาบ : อาหารขน (50 : 50 และ 70 : 30) และชนิด
กลามเนื้อ (Longissimus dorsi, Infraspinatus, Semitendinosus และ Semimembranosus) 

2. วิเคราะหหาความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี 
Tukey’s W-procedure ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป SAS version 6.12 (SAS, 1996) 
 
 

3.2.5 สถานที่ทําการวิจัยและรวบรวมขอมูล 
1. ศูนยวิจัยและบํารุงพันธุสัตว จังหวัดตาก 
2. หองปฏิบัติการภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
3. หองปฏิบัติการกลางคณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
4. หองปฏิบัติการกลาง คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

 

3.2.6 ระยะเวลาในการดําเนินงานวิจัย 
ประมาณ 18 เดือน 

 
 


