
 

บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
 อุปกรณและเคร่ืองมือ 
ชื่ออุปกรณและเครื่องมือ โมเดล บริษัท ประเทศ 
1. Beaker 50 ml No. 1000 Pyrex USA 
2. Beaker 100 ml No. 1000 Pyrex USA 
3. Beaker 500 ml No. 1000 Pyrex USA 
4. Centrifuge Magafuge 1.0 Heraeus Germany 
5. Column DB-Wax J&W USA 
6. Desiccator GL 32 Glaswerk Wertheim Germany 
7. Distillation flask     - Durun Germany 
8. Fat extraction thimble No. 2800258 Whatman England 
9. Freezer FC - 27 Sharp Thailand 
10.  Gas chromatography GC - 2010 Shimadzu Japan 
11.  Hot plate thermolyne Cimarec 3 Northern chemical Thailand 
12.  Texture analyzer TA.XT plus Stable Micro System England 
13.  Kjeldahl extraction     - Gerhardt Germany 
14.  Kjeldahl flask     - Gerhardt Germany 
15.  Minolta chroma meter CR - 400 Minolta Camera Co., Ltd. Japan 
16.  Oven DEV Heraeus Germany 
17.  pH meter 191 Knick Germany 
18.  Round bottom 100 ml     - Glaswerk Wertheim Germany 
19.  Round bottom 250 ml     - Durun Germany 
20.  Soxhlet extraction     - Gerhardt Germany 
21.  Spectrophotometer 4001/4 Thermo Spectronic USA 
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     สารเคมี 
ชื่อสารเคมี เกรด บริษัท 

1.  selenium reagent mixture Analytical reagent Merck 
2.  conc. sulfuric acid Analytical reagent Merck 
3.  boric acid Analytical reagent Merck 
4.  sodium hydroxide Analytical reagent Merck 
5.  sulfuric acid Analytical reagent Fisher 
6.  dichloromethane Commercial grade BSB General group, Ltd. 
7.  hydrochloric acid Analytical reagent Merck 
8.  anti foaming agent Analytical reagent Fluka 
9.  thiobarbituric acid Analytical reagent Fluka 
10. acetic acid Analytical reagent Merck 
11. 2 - propanol Analytical reagent Lab - scan 
12. potassium hydroxide Analytical reagent Merck 
13. absolute alcohol Analytical reagent Liquoe Distillery organization 
14. petroleum ether Analytical reagent Lab - scan 
15. uranyl acetate Analytical reagent Merck 
16. anhydrous sulfate Analytical reagent Merck 

 

22. Titration NW 2.5 mm Brand Germany 
23.  Tube No.13 × 100 mm     - Pyrex Germany 
24.  Volumetric flask 50 ml      - SCHOTT Germany 
25.  Volumetric flask 100 ml      - SCHOTT Germany 
26.  Volumetric flask 1000 ml      - SCHOTT Germany 
27.  Vortex mixer G - 560 E Scientific industries, Inc USA 
28.  Water bath     - W. Krannich Germany 
29.  Whatman No. 1, 14     - Whatman England 
30.  Refrigerator  SJ - N72U Sharp Thailand 
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ชื่อสารเคมี เกรด บริษัท 
17. ferric chloride hydrate Analytical reagent Fisher 
18. ammonium hydroxide Analytical reagent J.T.Baker 
19. glacial acetic acid Analytical reagent Merck 
20. n - heptane 95% Analytical reagent Lab - scan 
21. sodium methylate Analytical reagent Fluka 
22. sodium metaperiodate Analytical reagent Merck 
23. ammonium acetate Analytical reagent Fisher 
24. acetylacetone  Analytical reagent Laboratory Rasayan 
25. chloroform Analytical reagent Lab - scan 
26. methanol Analytical reagent Merck 
27. 20% boron trifluoride in methanol Analytical reagent Lab - scan 
28. 2,2,4 trimethyl pentane Analytical reagent Lab - scan 
29. sodium chloride  Analytical reagent Merck 
30. sodium sulfate anhydrous     Analytical reagent Fisher 
31. chloramines - T - reagent Analytical reagent Merck 
32. 1 - propanol Analytical reagent Fisher 
33. 4 - dimethylaminobenzaldehyde Analytical reagent Merck 
34. perchloric acid Analytical reagent Merck 
35. น้ํากล่ัน -    - 

 
 การทดลอง 

สัตวทดลอง 
ในการทดลองจะใชโคขาวลําพูน และโคลูกผสมบราหมันพื้นเมืองสายภาคกลางเลือด 50% 

จํานวนทั้งหมด 16 ตัว เปนเพศผูท้ังหมด แบงเปน 2 กลุมการทดลองสายพันธุละ 8 ตัว เล้ียงโคแบบขัง
คอกเด่ียว แตละคอกมีขนาด 1 × 2 เมตร โดยมีพื้นท่ีโรงเรือนสําหรับใหหญาและน้ําสะอาด ทําวัคซีน 
FMD และถายพยาธิ ทุก 6 เดือน ช่ังน้ําหนักทุกวันท่ี 2  ของเดือน ดวยเคร่ืองช่ังแบบตั้งพื้น ทําการเล้ียง
ดวยหญาแพงโกลาโดยใหแบบเต็มท่ี (ad libitum) อายุโคเฉล่ียเร่ิมตนของโคขาวลําพูน 1 ป 4 เดือน โค
ลูกผสมบราหมันประมาณ 1 ป 3 เดือนโดยใชน้ําหนักเปนเกณฑในการเขาฆาใหน้ําหนักเฉล่ียอยูท่ี 300 - 
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350 กิโลกรัม เม่ือไดน้ําหนักดังกลาวจะทําการฆาและเก็บตัวอยางกลามเน้ือสันนอกเพ่ือนําไปศึกษา
คุณภาพซากและเนื้อ โคท้ังหมดถูกเล้ียงท่ีศูนยวิจัยและพัฒนาอาหารสัตวชัยนาท จังหวัดชัยนาท 

อาหารและการใหอาหาร 
ใชวิธีการตัดหญาแพงโกลาสดใหกินทุกวัน อายุหญาประมาณ 40 - 45 วัน โดยตัดหญาสดจาก

แปลงในชวงเวลาประมาณ  09.00 - 10.00 น. และนํามาใหโคกินในคอกทดลองอยางเต็มท่ี ช่ังน้ําหนัก
หญาสดท่ีตัดมาทุกวันวางกองไวหนาคอก หลังจากช่ังหญาท่ีเหลือออกแลวจะเร่ิมใหหญาสดท่ีตัดมาใหม 
โดยทยอยแบงใหกินวันละ 3 คร้ัง ในชวงเชา กลางวัน และเย็น สําหรับปริมาณหญาสดท่ีตัดมาใหนั้นจะ
ปรับปริมาณเพื่อใหโคไดกินหญาอยางเพียงพอ โดยสังเกตดูจากหญาท่ีใหในแตละวันตองมีหญาเหลือติด
รางอาหารในตอนเชาทุกวันวันละประมาณ 20 กก./วัน พื้นท่ีแปลงหญา 7 ไร แบงเปนแปลงยอย 44 
แปลง ตัดแบบหมุนเวียน ในแตละรอบ หลังตัด 1 วัน ใหน้ําคร้ังท่ี 1 และใหปุยยูเรียอัตรา 10 กก./ไร และ
ปุย 16 - 16 - 8 อัตรา 10 กก./ไร เวน 15 วันแลวใหน้ําคร้ังท่ี 2 และใหปุยยูเรียอัตรา 10 กก./ไร และปุย 16 
- 16 - 8 อัตรา 10 กก./ไร ใหน้ําแบบสูบราด  

การวางแผนการทดลองและวิเคราะหคาทางสถิติ 

ในการทดลองนี้ศึกษาคุณภาพเนื้อและคุณภาพซากของโคที่เล้ียงดวยหญาสด วางแผนการ
แบบ t - test เปรียบเทียบความแตกตางสายพันธุระหวางลูกผสมบราหมันและโคขาวลําพูนขอมูลท่ีได
นํามาวิเคราะหดวยโปรแกรม SAS version 6.12 (SAS, 1997) 
 
การศึกษาคุณภาพซาก 

เม่ือสัตวทดลองไดน้ําหนักตามท่ีกําหนดคือ น้ําหนักเฉล่ียอยูท่ี 300 - 350 กิโลกรัม ทําการช่ัง
น้ําหนักเพื่อบันทึกน้ําหนักท่ีฟารม น้ําหนักเม่ือมาถึงโรงฆา น้ําหนักมีชีวิตอดอาหาร 24 ช่ัวโมงเม่ือทําการ
ฆาแบบสากลตามวิธีของ สัญชัย (2550) จากนั้นทําการบันทึกน้ําหนักซากอุน (hot carcass weight) นํา
ซากท่ีไดไปแชเย็นท่ีอุณหภูมิ 3 + 1 ๐C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันบันทึกน้ําหนักซากเย็น (cold carcass 
weight) วัดความยาวซาก (carcass length) ใชสายวัดทําการวัดท่ีตําแหนงซ่ีโครงซ่ีแรกจนถึงกระดูก 
lumbar ทําการตัดแตงซากโคแบบไทย และสากล ตามวิธีของ สัญชัย (2550) วัดความหนาไขมันสันหลัง
โดยใช probe บริเวณซ่ีโครงซ่ีท่ี 12 - 13 และวัดพื้นที่ หนาตัดเนื้อสันพรอมบันทึกน้ําหนักช้ินสวนท่ีได
จากการตัดแตงแบบไทยและสากล นําคาท่ีไดมาคํานวณหาเปอรเซ็นตซาก (dressing percentage) และ
เปอรเซ็นตช้ินสวนตัดแตงตางๆ 
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      เปอรเซ็นตซาก  = (น้ําหนักซากเย็น) × 100 
                   น้ําหนักมีชีวิต 

 
เปอรเซ็นตช้ินสวนตัดแตง = (น้ําหนักช้ินสวนตัดแตง) × 100 

                                               น้ําหนกัมีชีวิต 
 

เม่ือทําการตัดแตงเสร็จเก็บกลามเน้ือสันนอก (Longissimus dorsi) บรรจุในถุงพลาสติกผนึกแบบ
สุญญากาศ (vacuum package) แลวทําการเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20 ๐C เพื่อรอการวิเคราะหคุณภาพเนื้อ
ตอไป 

 
การศึกษาคุณภาพเนื้อ (meat quality) 

เก็บตัวอยางกลามเนื้อสันนอก (Longissimus dorsi) หลังจากนําซากไปแชเย็นท่ี 3 ๐C เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง เพื่อนําไปวิเคราะหคุณภาพเนื้อ ซ่ึงประกอบดวย 
1. วัดคาความเปนกรดดางของกลามเนื้อ (muscle pH) 

วัดคาความเปนกรดดางของกลามเน้ือท่ี 45 นาที และ 24 ช่ัวโมงหลังสัตวตาย ท่ีบริเวณ
กลามเนื้อสันนอก (Longissimus dorsi) ระหวางกระดูกซ่ีโครงซ่ีท่ี 12 และ 13 สําหรับกลามเนื้อสะโพก 
(Semimembranosus) วัดบริเวณเหนือกระดูก lumbar ประมาณ 2 นิ้ว ดวยเคร่ือง pH - meter (Model 191, 
Knick, D - Berlin, Germany) พรอมท้ังบันทึกคาท่ีวัดได 
2. สีเนื้อ (meat color) 

วัดคาสีของเนื้อท่ี 48 ช่ัวโมงหลังตัดแตง นํากลามเนื้อสันนอกออกจากถุงบรรจุท่ีเก็บไวท่ี
อุณหภูมิ 4 ๐C ออกมาผ่ึงในภาชนะเปดท้ิงไวในตูเย็นประมาณ 1 ช่ัวโมงเพื่อใหเนื้อไดรับออกซิเจน
จากน้ันทําการวัดคาสีดวยเคร่ือง Minolta Chroma Meter (Model CR - 400, Minolta Camera Co., LTD., 
Osaka, Japan) บันทึกคาความสวาง (lightness, L*) คาสีแดง (redness, a*) และคาสีเหลือง (yellowness, 
b*)  
3. คาแรงตัดผานเนื้อ (shear force value) 

นําเนื้อท่ีตมสุกท่ีไดอุณหภูมิใจกลางประมาณ 75 ๐C หลังจากการหาเปอรเซ็นตการสูญ เสีย
จากการตม (boiling loss) เจาะตามแนวเสนใยกลามเนื้อดวยเหล็กกลวงปลายคม (core) มีขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง 1.27 เซนติเมตร วัดคาแรงตัดผานเนื้อดวยเคร่ือง Texture analyser (model TA.XT plus, stable 
micro systems., Ltd., London, England) หัววัดกําลัง 5 kN ดวยความ เร็ว 200 มิลลิเมตรตอนาที อานเปน
คาแรงสูงสุด (maximum force, N) และคาพลังงาน (energy force, J) 
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4. ประเมินดานการตรวจชิม (sensory evaluation) 
นํากลามเนื้อสันนอกมาอบท่ีอุณหภูมิ 150 °C จนไดอุณหภูมิใจกลางเนื้อประมาณ 70 °C  ตัด

เนื้อใหมีขนาดเทากันดวยเขียงที่มีลักษณะเปนชองขนาด 1 เซนติเมตร จากน้ันเสิรฟใหแกผู ตรวจชิม ซ่ึง
ไดผานการฝกฝนการตรวจชิม (ไพโรจน, 2535) จํานวน 9 คน ผูตรวจชิมจะไดรับแบบ สอบถามการ
ตรวจชิมเนื้อ และฟงการบรรยายข้ันตอนการตรวจชิมโดยละเอียด ซ่ึงการใหคะแนนการตรวจชิมจะ
พิจารณา 5 ลักษณะ คือ ความคงตัว (firmness) กล่ิน (odour) ความชุมฉํ่า (juiciness) ความนุม 
(tenderness) และความพอใจโดยรวม (acceptability) โดยมีการใหคะแนนต้ังแต 1 ถึง 9 ซ่ึงหมายถึง 
ความพอใจนอยท่ีสุดไปจนถึงพอใจมากท่ีสุด ผูตรวจชิมจะไดรับน้ํา และขนมปงหลังจากทดสอบชิมเนื้อ
แตละช้ิน (ไพโรจน, 2535) 
 5. องคประกอบทางเคมี (chemical composition) 

นํากลามเนื้อสันนอกบดใหละเอียดดวยเคร่ือง Blender (Moulinex 645, Mexico) เพ่ือใช
วิเคราะหหาองคประกอบทางเคมี ไดแก เปอรเซ็นตความช้ืน โปรตีน และไขมัน ดวยวิธี Proximate 
analysis (Adapted from AOAC, 1995) 

 
การวิเคราะหหาความชื้น (moisture analysis)  

1. นําถวยสําหรับใสตัวอยางวิเคราะหหาความช้ืน (weighing bottle) ท่ีลางสะอาดอบใน
ตูอบ ท่ีอุณหภูมิ 100 - 102 °C นาน 1 ช่ัวโมง และนําออกมาใสในโถดูด ความช้ืน 
(desiccators) ปลอยใหเย็นและช่ังน้ําหนัก 

2. ช่ังตัวอยางเนื้อท่ีบดละเอียดแลวจํานวน 2 กรัม ใสใน weighing bottle บันทึกน้ําหนัก
รวมท้ังหมด และอบท่ีอุณหภูมิ 100 °C 4 ช่ัวโมง 

3. นําถวยท่ีมีตัวอยางออกจากตูอบ ใสในโถดูดความช้ืน ปลอยใหเย็น ช่ังน้ําหนัก
น้ําหนักท่ีหายไป คือ  ปริมาณความช้ืน 

 
การคํานวณหาปริมาณความช้ืน 
 

Moisture percentage =    (A - B)     × 100 
            C 
A = น้ําหนักถวย + น้ําหนักตัวอยางกอนอบ 
B = น้ําหนักถวย + น้ําหนักตัวอยางหลังอบ 
C = น้ําหนักตัวอยาง 
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การวิเคราะหหาโปรตีน (protein analysis) 
1. ช่ังตัวอยางเนื้อท่ีบดแลว 0.5 กรัม ใสในกระดาษช่ังตัวอยาง แลวนําใสใน kjeldahl 

flask 
2. เติมสารเรงปฏิกิริยา (selenium reagent mixture) 2 กรัม แลวเติม conc. sulfuric acid 

15 ml 
3. นํา kjeldahl flask เขาเคร่ืองยอยท่ีอุณหภูมิ 420 °C เปนเวลา 3 ช่ัวโมง จนกระท่ังได

สาร ละลายสีเขียวใส แลวท้ิงใหเย็น แลวเติมน้ํากล่ัน 50 ml เขยาใหเขากัน 
4. ตวงสารละลาย 4% boric acid 25 ml ใส Erlenmeyer flask ขนาด 250 ml แลวเติม 

screen methyl red indicator 
5. นํา kjeldahl flask ตอเขาเคร่ืองกล่ัน แลวนําขวด Erlenmeyer flask ท่ีใสสาร ละลาย 

4% boric acid ตอเขากับอีกปลายของ condenser  ของเคร่ืองกล่ัน โดยใหปลายทอจุมใน
สารละลาย 

6. เติม 40% sodium hydroxide ใสขวด kjeldahl flask 50 ml แลวเปดน้ําใหไหลผานตัว 
condensor แลวจึงเปดเคร่ืองกล่ัน 

7. กล่ันจนไดปริมาตรของสารละลายในขวด Erlenmeyer flask ประมาณ 200 ml 
จากน้ันนําขวด Erlenmeyer flask ท่ีมีแอมโมเนียท่ีเก็บในสารละลาย 4% boric acid 
มาไตเตรทกับสารละลายมาตรฐาน 0.1 N H2SO4 ไตรเตรทจนสีของสาร ละลาย
เปล่ียนสีจากสีเขียวเปนสีมวง 

 
การคํานวณหาปริมาณโปรตีน 

Protein percentage =     (A - B) × C × E × 0.014 × 100 
             D 
 

A = จํานวนปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน H2SO4 0.1 N ท่ีใชในการไตรเตรทกับ
ตัวอยาง (ml) 

B = จํานวนปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน H2SO4 0.1 N ท่ีใชในการไตรเตรทกับ blank 
(ml) 

C = ความเขมขน (N) ของสารละลายมาตรฐาน H2SO4 

D = น้ําหนักตัวอยาง 
E = kjeldahl factor (6.25) 
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การวิเคราะหหาไขมัน (ether extract analysis) 
1. ช่ังน้ําหนักตัวอยางท่ีบดแลว 2 กรัม อบท่ี 100 °C 4 ช่ัวโมง 
2. นําขวดสําหรับหาไขมัน (round bottom) ท่ีผานการลางสะอาด ใสหินกันระเบิด

เล็กนอย แลวอบ 100 °C นาน 1 ช่ัวโมง แลวนําไปใสในโถดูดความชื้น (desiccator) 
ปลอยใหเย็น ทําการช่ังหาน้ําหนักท่ีได 

3. นําตัวอยางเนื้อท่ีผานการอบ หรือผานการหาความชื้นแลว หอดวยกระดาษไขมัน 
จากนั้นใสใน thimble alundum ท่ีสะอาด และแหง  

4. ใส thimble alundum ลงใน sample containers แลวตอเขากับ holding clips ของเคร่ือง
สกัดไขมันแบบ soxhlet extraction 

5. ใส dichloromethane ลงในขวดหาไขมัน 250 ml แลวนําตอเขากับเคร่ืองสกัดไขมัน
ใหสนิท 

6. เปดน้ําเย็นใหไหลผาน condensor ตลอดเวลา 
7. เปดสวิทซไฟโดยใชความรอนสกัดนาน 16 ช่ัวโมง ดวยอัตราการกล่ัน 2 - 3 หยดตอ

วินาที 
8. นํา thimble alundum ออกใหความรอนตอ dichloromethane จะถูกกล่ัน และถูกเก็บ

ใน reclaming  tube สวนไขมันท่ีไดจะอยูในขวดสกัดไขมัน 
9. นําขวดสกัดไขมันท่ีมีไขมันท่ีสกัดได อบท่ีอุณหภูมิ 100 °C นาน 30 นาที แลวเอา

ออกใสในโถดูดความชื้น ปลอยใหเย็น ช่ังน้ําหนัก น้ําหนักท่ีเพิ่มข้ึนภายหลังการสกัด
คือน้ําหนักของไขมัน 

 
การคํานวณหาปริมาณไขมัน   
 

Fat percentage =     (A - B)       ×100 
    C 
A = น้ําหนักขวดสกัดไขมัน + น้ําหนักไขมันหลังอบแลว 
B = น้ําหนักขวดสกัดไขมัน 
C = น้ําหนักตัวอยาง 
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6.  วิเคราะหหาปริมาณคอลลาเจน (collagen content) 
  วิธีการวิเคราะหหาคาคอลลาเจนท่ีละลายไดและละลายไมได (soluble and insoluble collagen 
analysis) (Hill, 1969; AOAC, 1996) มีวิธีการดังนี้ 

ขั้นตอนการแยก (Hill, 1969)       
1. ช่ังตัวอยางกลามเนื้อสันนอกท่ีบดแลว 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 ท้ิงไวใหเย็น 1 ช่ัวโมง 
5. ปนเหวี่ยงท่ี 5,200 g 26 นาที 
6. แยกสวน supernatant ใส Erlenmeyer flask และสวน residue ใส Erlenmeyer flask 

เชนเดียวกัน      
ขั้นตอนการยอย (AOAC, 1996)          
1. เติมกรด sulfuric acid 7 N 30 ml ลงใน Erlenmeyer flask ท้ัง 2 ท่ีเตรียมไวในขอ 6 แลว ปด

ดวยกระจกนาฬิกา ใสตูอบท่ีอุณหภูมิ 105 ± 1°C  16 ช่ัวโมง 
2. กรองสารละลายท่ีไดผานกระดาษกรองใน Erlenmeyer flask  
3. นําตัวอยางท่ีไดจากการยอยกรองผานกระดาษกรองใสใน volumetric flask ขนาด 500 ml 

ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 500 ml 
4. ปเปตสารละลายจากขอ 3 มาใสใน volumetric flask ขนาด 100 ml ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ัน

ใหครบ 100 ml 
ขั้นตอนการทําสี (AOAC, 1996) 
1. ปเปตสารละลายท่ีไดในข้ันตอนยอย 2 ml ใสในหลอดทดลอง ขนาด 10 ml ตัวอยางละ 2 

หลอด และทํา blank โดยการเติมน้ํากล่ัน 2 ml ใสในหลอดทดลอง 
2. เติม oxidant solution 1 ml เขยาใหเขากัน ตั้งไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 20 ± 2 นาที 
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. ทําหลอดใหแหงโดยการเช็ดหรือต้ังท้ิงไว 
7. วัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 558 ± 2 nm 
สูตรในการคํานวณหาปริมาณคอลลาเจน 
สมการ standard curve ดังนี้ h = (y + 0.0719) / 0.0457 
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                     H (กรัม/100 กรัม) = (2.5 × h) / mv 
y = คาการดูดกลืนแสงตัวอยาง 
h = ปริมาณ hydroxyproline (μg/2ml) 
H = ปริมาณ hydroxyproline (g/100g) 
m = น้ําหนักตัวอยาง (g) 
v = ปริมาตรสารละลายตัวอยางท่ีดูดมาทําละลาย (ml) 
ปริมาณคอลลาเจนท่ีละลายได = H ของคอลลาเจนท่ีละลายได × 7.52 
ปริมาณคอลลาเจนท่ีไมละลาย = H ของคอลลาเจนท่ีไมละลาย × 7.25 

 
7. คาความสามารถในการอุมน้ําของเนื้อ (water holding capacity) (สัญชัย, 2551)  

7.1 การสูญเสียน้ําขณะเก็บรักษา (drip loss)  
นํากลามเน้ือสันนอก ช่ังน้ําหนักเร่ิมตน (Wd1) หอดวยผากอซเก็บในถุงพลาสติก ใหช้ินเนื้ออยู

หางจากกนถุงประมาณ 3 เซนติเมตร ผนึกปากถุงใหสนิทแขวนในตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 48 
ช่ัวโมง จากนั้นนําช้ินเนื้อออกจากถุง ช่ังน้ําหนัก (Wd2) คิดเปนเปอรเซ็นตการสูญเสียน้ํา  

 
จากสูตร 

Drip loss (%) =           Wd1 - Wd2         × 100  
                                      Wd1 
 
7.2 การสูญเสียน้ําจากการทําละลายน้ําแข็ง (thawing loss) และการสูญเสียน้ําจากประกอบ

อาหาร (cooking loss)  
นํากลามเนื้อสันนอก ช่ังน้ําหนักเร่ิมตน (Wt1) เก็บแบบสุญญากาศ (vacuum) ในถุง พลาสติก

ชนิดเย็นผนึกปากถุงใหสนิท เก็บในตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 °C รอการวิเคราะหตอไปจาก นั้นนําช้ินเนื้อมา
ละลายนํ้าแข็ง (thawing) ท่ีอุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําช้ินเนื้อออกจากถุง ซับน้ําใหแหงและช่ัง
น้ําหนัก (Wt2) จากนั้นนําช้ินเนื้อท่ีไดเก็บแบบสุญญากาศในถุงรอน ตมในหมอควบคุมอุณหภูมิ 
(Memmert, Germany) ใหอุณหภูมิน้ําเทากับ 80 °C ตมจนไดอุณหภูมิใจกลางเนื้อประมาณ 75 °C วัดดวย 
Thermocouple (T851, Consort, Belgium) ท้ิงใหเย็นท่ีอุณหภูมิหอง นําช้ินเนื้อออกจากถุง ซับน้ําใหแหง
และช่ังน้ําหนัก (Wt3) คํานวณเปอรเซ็นตการสูญ เสียน้ําขณะทําละลาย และเปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําขณะ
ประกอบอาหาร  
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จากสูตร 
 

Thawing loss (%) =         Wt1 - Wt2           × 100  
           Wt1 

 

Cooking loss (%) =             Wt2 - Wt3          × 100 
                           Wt2 

 

7.3  การสูญเสียน้ําขณะปงยาง (grilling loss)  
นํากลามเน้ือสันนอกทําการช่ังน้ําหนัก (Wg1) จากน้ันนําช้ินเนื้อท่ียางในหมออบ (convection 

oven) ใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 150 °C จนไดอุณหภูมิใจกลางเนื้อประมาณ 70 °C วัดดวย thermocouple 
(306, Tecpel, Taiwan) และนําออกจากเตายาง ทําการช่ังน้ําหนัก (Wg2) คํานวณเปอรเซ็นตการสูญเสีย
ขณะปงยาง จากสูตร 

 
Grilling loss (%) =              Wg1 - Wg2         × 100 

              Wg1 
 

8. วิเคราะหหาคาการหืน (thiobarbituric acid reactive substances, TBARS) (Rossell, 1994) 
1. ช่ังตัวอยางเนื้อท่ีบดแลว 10 กรัม เติมน้ํากล่ัน 70 ml 
2. ปนใน blender ประมาณ 10 นาที 
3. เทใสใน distillation flask แลวลาง blender ดวยน้ํากล่ัน 30 ml 
4. เติม 4 M HCl 2.5 ml 
5. เติม anti - foaming agent  1 - 2 หยด 
6. ตอเขากับชุดกล่ัน แลวกล่ันจนไดของเหลวประมาณ 50 ml 
7. ปเปตสารละลายท่ีกล่ันได 5 ml แลวเติม TBA solution 5 ml 
8. นําไปตมใน water bath อุณหภูมิ 100 °C นาน 35 นาที แลวท้ิงไวใหเย็น  
9. วัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 538 นาโนเมตร 
10. คํานวณคา TBARSจากสูตร        
หมายเหตุ :  หลอด blank เติมน้ํากล่ัน 5 ml และ TBA solution 5 ml 
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สูตรในการคํานวณคา TBARS  
TBARS (mg malonaldehyde/kg sample) = 7.8 x O.D. 

       O.D. = คาการดูดกลืนแสงของตัวอยาง 
 

9. การวิเคราะหหาปริมาณคอเลสเตอรอล (cholesterol analysis) (Jung et al., 1975) 
1.    ทําการสกัดไขมัน ตามวิธีของ AOAC (1995) 
2.    นําไขมันท่ีสกัดไดมาละลายดวย 2 - propanol ใหมีความเขมขน 50 mg/ml 
3.    ดูดไขมันจากขอ 2 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใสในหลอดทดลองขนาด 25 ml 
4.    เติม alcoholic KOH 10 ml แลวนําไปตมใน water bath อุณหภูมิ 45 °C เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 

ทิ้งไวใหเย็น 
5.    เติม petroleum ether 5 ml เขยาใหเขากันดวย vortex mixture 
6.    เติมน้ํากล่ัน  5 ml เขยาใหเขากันดวย vortex mixture 
7.    เทสารละลายท้ังหมดลงในกรวยแยก ตั้งท้ิงไวใหแยกชั้น 
8.    เก็บสวนท่ีละลายในช้ัน petroleum ether แลวนําไประเหยแหงใน water bath อุณหภูมิ65 °C  
9.    ดูดสารละลายขอ 8 มา 50 ไมโครลิตร ใสใน screwed cap tube 13 × 100 mm เติม ferric 

acetate/uranyl acetate 5 ml เขยาอยางแรงดวย vortex mixture นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
2,700 รอบ/นาที นาน 5 นาที 

10. เตรียมหลอดอานขนาด 13 × 100 mm ชุดใหม แลวเติม sulfuric acid  reagent หลอดละ2 ml 
11. ดูด supernatant จากหลอดในขอ 9 ปริมาณ 3 ml ใสในหลอดอานท่ีเติม sulfuric reagent 
12. ผสมใหเขากันทันทีดวย vortex mixer อยางนอย 20 วินาที ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง  

15 นาที 
13. วัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 560 นาโนเมตร โดยอานคาดูดกลืนแสงของหลอด 

blank เปนศูนย บันทึกคาดูดกลืนแสงของตัวอยาง 
หมายเหตุ : หลอด blank จะเติมเฉพาะ ferric acetate/uranyl acetate 3 ml และ sulfuric acid 

reagent 2 ml 
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สูตรในการคํานวณหาปริมาณคอเลสเตอรอล    
 

Cholesterol (mg/100g) = 2 - propanol (ml) × O.D. sample × con. standard (mg/ml) × 100 
     O.D. standard × sample weight 

 
10. การวิเคราะหหาปริมาณไตรกลีเซอไรด (triglyceride analysis) (Bigg et al., 1975) 

1.   สกัดไขมันตามวิธี AOAC (1995) 
2.   ทําไขมันที่สกัดไดจากเนื้อใหมีความเขมขน 50 mg/ml ดวย 2 - propanol  
3.   ดูดสารละลายจากขอ 2  มา 50 ไมโครลิตร ใสหลอดทดลองขนาด 25 ml  
4.   เติม n - heptane 2 ml 
5.   เติม 2 - propanol 3.5 ml 
6.   เติม 40 mM sulfuric acid 1 ml 
7.   ผสมใหเขากันดวย vortex mixture 20 วินาที ตั้งท้ิงไว 5 นาที จนแยกช้ัน  
8.   เตรียมหลอดอาน 1 ชุด เติม sodium alkoxide 2 ml 
9.   ดูดสารละลายท่ีแยกช้ันในสวนบนของขอ 7 จํานวน 0.2 ml ใสลงในหลอดอานท่ีเตรียมไว 
10. เขยาใหเขากัน แลวนําไปใสตูอบอุณหภูมิ 60 °C นาน 5 นาที 
11. เติม sodium periodate 1 ml ผสมใหเขากัน 
12. เติม acetyl acetone 1 ml ผสมใหเขากัน แลวนําเขาตูอบ 60 °C นาน 20 นาที 
13.   ท้ิงใหเย็นท่ีอุณหภูมิหอง แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงท่ี 420 nm โดยอานคา blank เปนศูนย 
หมายเหตุ : หลอด blank เติมสารละลายทุกอยางยกเวนตัวอยาง 
 
สูตรในการคํานวณหาปริมาณไตรกลีเซอไรด    

Total triglyceride (g/100g of sample)  =   A × O.D.sample × B × 100 
        O.D.standard × C × 1000 

 
A = ปริมาณ 2 - propanol (ml) ท่ีใชละลายไขมัน 
B = ความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน 
C = น้ําหนักตัวอยาง (g) 
O.D.sample = คาดูดกลืนแสงของตัวอยาง 
O.D.standard = คาดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐาน 
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11. การวิเคราะหหาปริมาณกรดไขมัน (fatty acids analysis) 
ประกอบดวย 3 ข้ันตอน ไดแก การสกัดไขมัน การเตรียม fatty acid methyl ester (FAME) และ

การวิเคราะหดวยเคร่ือง Gas chromatography (GC)  
 

 ขั้นตอนท่ี 1 การสกัดไขมันจากตัวอยาง (Folch et al., 1957) 
1. ช่ังตัวอยางเนื้อท่ีบดแลว 5 g ใสลงในขวดกนกลม (round bottom flask) ขนาด 100 ml             
2. เติม chloroform : methanol (2:1) 60 ml ปดฝาแลวเขยาอยางแรงเพื่อใหเกิดการสกัดท่ี

สมบูรณ 
3. กรองดวย Buchner funnel ผานกระดาษกรอง Whatman No. 1  ลงใน flask นํากากท่ีไดมา

สกัดตอดวย chloroform : methanol (2:1) 60 ml อีกคร้ัง  
4. รวมสารละลายท่ีกรองไดใสใน separate flask เติมน้ํากล่ัน 12 ml ตั้งท้ิงไวใหแยกช้ัน           
5. เก็บสารละลายช้ันลางใสลง flask ท่ีทราบน้ําหนัก แลวนําไประเหยแหงดวย water bath ท่ี

อุณหภูมิ 70 °C 
6. ช่ังน้ําหนักไขมันหลังจากระเหยแหง แลวละลายดวย chloroform ปรับความ 

เขมขนใหเปน 30 mg/ml (น้ําหนักไขมัน × 33.33) 
 

ขั้นตอนท่ี 2 การเตรียม fatty acid methyl ester (FAME) (Morrison and Smith, 1964)  
1. ดูดสารละลายท่ีสกัดได 1 ml ใสลงในขวดกนกลม  (round bottom flask) ขนาด 250 ml 
2. เติมสารลาย 0.5 M NaOH ใน methanol 4 ml เขยา 30 วินาที 
3. reflux จนไดสารละลายเปนเนื้อเดียวกัน เวลาประมาณ 5 นาที ท้ังใหเย็น 
4. เติม 20% boron - trifluoride ใน methanol 5 ml เขยา 30 วินาที แลว reflux ตออีก 2 นาที ตั้ง

ท้ิงไวใหเย็น 
5. เทสารละลายท่ีไดใสลงในหลอดทดลองขนาด 100 ml เติมสารละลาย NaCl อ่ิมตัว 5 ml 

เขยาใหเขากัน 
6. เติม iso - octane (2, 2, 4 - trimethylpentane) 2 ml เขยาใหเขากันดวย vortex mixture 30 

วินาที ท้ิงไวใหแยกชั้น 
7.  เก็บสารละลายช้ันบน 1 ml ใสใน microcentrifuge tube ท่ีมี sodium sulfate anhydrous 

ปริมาณ 1 mg แลวปด microcentrifuge tube ใหสนิทเก็บในตูเย็นเพื่อรอการวิเคราะหดวย
เคร่ือง Gas chromatography (GC) 
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ขั้นตอนท่ี 3 การวิเคราะหดวยเคร่ือง Gas chromatography (GC) 
1. ดูดสารละลาย FAME ท่ีเตรียมไว 2 ไมโครลิตร ฉีดเขาเคร่ือง GC (GC - 2010, Shimadzu, 

Japan) ควบคุมดวยโปรแกรม GC - solution  
2. คํานวณปริมาณกรดไขมันแตละตัวจากสมการ 

 mg of fatty acid/100 g of sample = [(area of fatty acid in sample/area of fatty acid in 
standard) × concentration of fatty acid in standard (mg/ml) × iso - octane (ml) × 
chloroform (ml) × 100]/sample weight (g) 

 
สถานท่ีทําการวิจัยและรวบรวมขอมูล 

1. หองปฏิบัติการภาควิชาสัตวศาสตรและสัตวน้ํา คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัย เชียงใหม 
จังหวัดเชียงใหม 

2. หองปฏิบัติการกลาง คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม จังหวัดเชียงใหม 
3. โรงฆาของศูนยวิทยาศาสตรเนื้อสัตวมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน 

จังหวัดนครปฐม 
4. ศูนยวิจัยและพัฒนาอาหารสัตวชัยนาท จังหวัดชัยนาท 

 
ระยะเวลาในการทําวิจัย 

ระยะเวลาในการทําวิจัยประมาณ 24 เดือน 
 
 
 
 


