
 

บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
3.1 อุปกรณและเครื่องมือ 

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-14B Shimadzu Japan 

11.  Hot plate thermolyne Cimarec 3 Northern chemical Thailand 

12.  Instron 5565 Instron, Ltd.  England 

13.  Kjeldahl extraction     - Gerhardt Germany 

14.  Kjeldahl flask     - Gerhardt Germany 

15.  Minolta chroma meter CR-300 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 DU 7500 Beckman USA 
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22. Titration NW 2.5 mm Brand Germany 

23.  Tube No.13 x 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 
      
3.2 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 Fisher 
12. potassium hydroxide Analytical reagent Merck 
13. absolute alcohol Analytical reagent Liquoe Distillery organization 
14. petrolium ether Analytical reagent Lab-scan 
15. uranyl acetate Analytical reagent Merck 
16. anhydrous sulfate Analytical reagent Merck 
17. ferric choride hydrate Analytical reagent Fisher 
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18. ammonium hydroxide Analytical reagent J.T.Baker 
19. gracial 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. chloramine-T-reagent Analytical reagent Merck 
32. 1-propanol Analytical reagent Fisher 
33. 4-dimethylaminobenzaldehyde Analytical reagent Merck 
34. perchloric acid Analytical reagent Merck 
35. น้ํากลั่น -    - 
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3.3 การทดลอง 
3.3.1 สัตวทดลอง 
กระบือที่ใชในการขุนเปนกระบือปลัก (swamp buffalo) อายุ 1 ป จํานวน 12 ตัว มีน้ําหนัก

ตัวเร่ิมตนกอนทําการขุนเฉลี่ย 203 ± 19 กิโลกรัม กอนเริ่มทําการขุนจะถายพยาธิและใหวิตามิน
กระบือทุกตัวจากนั้นนํากระบือเขาคอกแบบขังเดี่ยว โดยแบงกระบือออกเปน 2 กลุม กลุมละ 6 ตัว 
กลุมที่ 1 ไดรับอาหารขน 1.5 เปอรเซ็นตของน้ําหนักตัว และกลุมที่ 2 ไดรับอาหารขน 2.0 
เปอรเซ็นตของน้ําหนักตัว การใหอาหารจะใหอาหารขนรวมกับหญากินนีสีมวงสด โดยใหหญา
กินนีสีมวงสดคิดเปนวัตถุแหงวันละ 1.5 เปอรเซ็นตของน้ําหนักตัวในทั้ง 2 กลุม การใหอาหารจะ
ใหอาหารหยาบและอาหารขน วันละ 2 คร้ัง โดยแบงใหในชวงเชา  60 เปอรเซ็นตและชวงบายอีก 
40 เปอรเซ็นตและในตอนเย็นจะเก็บอาหารที่เหลือออกชั่งน้ําหนักและจดบันทึกไว ทําการขุน
กระบือจนกระทั่งกระบือมีน้ําหนักสุดทายเฉลี่ย 422 ± 51 กิโลกรัม โดยใชระยะเวลาในการขุน 350 
วัน จึงนํากระบือไปศึกษาคุณภาพซากและเนื้อตอไป 
Table 7 Composition and characteristics of the diets. 
 Diets1 
 1 2 3 Guinea 

Ingredients (kg) 
Corn 20 20 20 - 
Casava meal 60 65 70 - 
Soybean meal 15 10 5 - 
Molasses 2.5 2.5 2 - 
Urea 1 1 1.5 - 
Salt 0.4 0.4 0.4 - 
Shelled corn 0.5 0.5 0.4 - 
Sulfur 0.1 0.1 0.1 - 
Premix 0.5 0.5 0.5 - 
Sodium bicabornate - - 0.1 - 

Chemical composition (% dry mater) 
Dry matter 86.37 86.68 87.31 92.69 
Crude protein 12.21 10.41 10.13 7.69 
Ether extract 1.52 3.09 1.65 2.08 
Acid detergent fiber 3.28 3.59 3.85 32.35 
Ash 81.51 81.59 81.69 82.93 

1 1, 2, 3 was fed for swamp buffaloes weight at 150-250, 251-350 and 351-550 kg, respectively 
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Table 8 Fatty acid profile of experimental diets in three periods. 
Diets1 

Fatty acid          
1  2  3 

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 
1 1, 2, 3 was fed for swamp buffaloes weight at 150-250, 251-350 and 351-550 kg, respectively 
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3.3.2 การวางแผนการทดลองและวิเคราะหคาทางสถิติ 
วางแผนการทดลองในการศึกษาคุณภาพเนื้อกระบือ แบบ 2 x 4 factorial โดยมีปจจัยใน

การทดลอง คือ อาหาร (อาหารขน 1.5 และ 2.0 เปอรเซ็นตของน้ําหนักตัว) และชนิดของกลามเนื้อ 
ซ่ึงไดแก กลามเนื้อไหล (Infraspinatus, IF) กลามเนื้อสันนอก (Longissimus dorsi, LD) กลามเนื้อ
ลูกดิ่ง (Semitendinosus, ST) และกลามเนื้อใบพาย (Biceps femoris, BF) ขอมูลที่ไดจากการทดลอง
จะถูกนํามาวิเคราะหความแปรปรวน และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยโปรแกรม SAS Version 6.12 
(SAS, 2001) 

 
3.4 การศึกษาคุณภาพซาก 

นํากระบือทั้งหมดเขาฆาที่ศูนยวิจัยและบํารุงพันธุสัตวตาก โดยทําการอดอาหารกอนฆา
ประมาณ 24 ช่ัวโมง ช่ัง และบันทึกน้ําหนักมีชีวิต จากนั้นทําการฆากระบือแบบสากล ตามวิธีของ 
สัญชัย (2550) ภายหลังฆาทําการชั่ง และบันทึกน้ําหนักซากอุน (hot carcass weight) อวัยวะ
ภายนอก และอวัยวะภายใน จากนั้นนําซากกระบือซีกขวามาตัดแตงซากแบบไทยตามวิธีของสัญชัย 
(2550) ทําการชั่งและบันทึกน้ําหนักชิ้นสวนที่ไดจากการตัดแตงแบบไทย สําหรับซากกระบือซีก
ซายจะถูกนําไปแชเย็นที่อุณหภูมิประมาณ 3±1°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําการชั่งและบันทึกน้ําหนัก
ซากเย็น (chilled carcass weight) และวัดความยาวซาก (carcass length) โดยวัดจากตําแหนงซี่โครง
ซ่ีแรกถึงหัวกระดูก lumbar โดยใชสายวัด จากนั้นทําการตัดแตงซากแบบสากลตามวิธีของ สัญชัย 
(2550) วัดพื้นที่หนาตัดเนื้อสัน และความหนาไขมันสันหลังบริเวณระหวางกระดูกซี่โครงซี่ที่ 12-13 
จากนั้นชั่งและบันทึกน้ําหนักชิ้นสวนที่ไดจากการตัดแตงแบบสากล นําคาที่บันทึกไดทั้งจากการตัด
แตงแบบไทยและสากล คํานวณหาเปอรเซ็นตซาก เปอรเซ็นตอวัยวะภายนอก เปอรเซ็นตอวัยวะ
ภายใน และเปอรเซ็นตช้ินสวนตัดแตงตาง ๆ   

 
เปอรเซ็นตซาก = (น้ําหนักซากเยน็) x 100 

 น้ําหนกัมีชีวิต 
 

  เปอรเซ็นตอวยัวะภายนอก = (น้ําหนกัอวยัวะภายนอก) x 100 
           น้ําหนักมีชีวิต 
 
  เปอรเซ็นตอวัยวะภายใน = (น้ําหนักอวัยวะภายใน) x 100 
      น้ําหนักมีชีวิต 
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  เปอรเซ็นตช้ินสวนตัดแตง = (น้ําหนักชิ้นสวนตัดแตง) x 100 
           น้ําหนักมีชีวิต 

 
3.4.1 การตัดแตงซากแบบไทย (Thai cutting style)  
นําซากกระบือซีกขวามาตัดแตงซากแบบไทย โดยตัดแยกเอาเนื้อสันในออก จากนั้นแยก

ขาหนาออกจากลําตัวเลาะเอาเนื้อแดงออกจากขาหนา เลาะเนื้อแดงบริเวณไหล และเลาะเอาเสือ
รองไหออก จากนั้นตัดแยกขาหลังออกจากลําตัวเลาะเอากลามเนื้อสะโพกและเนื้อนองออกจาก
กระดูก เซาะเนื้อสันนอกออกจากกระดูกสันหลัง แลวเลาะเอากระดูกซี่โครงออกทีละซี่จนหมด จึง
ตัดเนื้อใตซ่ีโครงออก จากนั้นทําการตัดแตงเนื้อที่ไดเปน เนื้อแดง เศษเนื้อ เอ็นพังผืด ไขมัน และ
กระดูก (สัญชัย, 2550) นําชิ้นสวนที่ไดช่ังน้ําหนักและคํานวณหาเปอรเซ็นตช้ินสวนตัดแตง 

 
3.4.2 การตัดแตงซากแบบสากล (standard USDA cutting style)  
นําซากกระบือซีกซายที่ผานการแชเย็นที่อุณหภูมิประมาณ 3±1°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง มา

ตัดแตงซากแบบสากล โดยแบงซากกระบือออกเปน 2 สวน คือเสี้ยวหนา (forequarter) และเสี้ยว
หลัง (hindquarter) โดยตัดผาระหวางซี่โครงที่ 12 และ 13 ซ่ึงซากเสี้ยวหนาจะถูกแบงออกเปน 5 
สวนคือ ไหล (chuck) ยอดอก (brisket) ขาหนา (fore shank) สันหลัง (rib) และพื้นอก (plate) และ
ซากเสี้ยวหลังถูกแบงออกเปน 5 สวนคือ ไขมันหุมไต (kidney knob) พื้นทอง (flank) สันสะเอว 
(short loin) สันสะโพก (sirloin) และขาสะโพก (round) (สัญชัย, 2550) จากนั้นนําชื้นสวนที่ไดช่ัง
น้ําหนักและคํานวณหาเปอรเซ็นตช้ินสวนตัดแตง  

หลังจากทําการตัดแตงซากแลวจึงทําการเก็บตัวอยางกลามเนื้อ Longissimus dorsi (LD),  
Infraspinatus (IF), Semitendinosus (ST) และ Biceps femoris (BF) บรรจุในถุงพลาสติกผนึกแบบ
สุญญากาศ (vacuum package) จากนั้นเก็บเนื้อไวที่อุณหภูมิ -20°C เพื่อรอการวิเคราะหคุณภาพเนื้อ
ตอไป  
 
3.5 การศึกษาคุณภาพเนื้อ 
 3.5.1 การวัดคาความเปนกรดดางของเนื้อ (muscle pH measurement)  
 วัดคา pH หลังฆา 45 นาที และ 24 ช่ัวโมง ที่บริเวณกลามเนื้อ Longissimus dorsi (LD) และ
กลามเนื้อ Semimembranosus (SM) ดวยเครื่อง pH – meter (Model 191, Knick, D - Berlin) และ
บันทึกคา pH 
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 3.5.2 การวัดสีเนื้อ (meat color measurement) 
ตัดกลามเนื้อ Infraspinatus (IF), Longissimus dorsi (LD), Semitendinosus (ST) และ 

Biceps femoris (BF) หนาประมาณ 1 นิ้ว ใสถุงพลาสติกผนึกปากถุงเก็บที่อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 48 
ช่ัวโมง จากนั้นนําเนื้อออกจากถุงวางในภาชนะเปดเก็บในตูเย็น 1 ช่ัวโมง ทําการวัดสีดวยเครื่อง 
Minolta Chroma Meter (Model CR – 300, Minolta Camera Co., LTD., Osaka, Japan) บันทึกคา
ความสวาง (lightness, L*) คาสีแดง (redness, a*) และคาสีเหลือง (yellowness, b*)  
 
 3.5.3 คาความสามารถในการอุมน้ําของเนื้อ (water holding capacity) 

3.5.3.1 การสูญเสียน้ําขณะเก็บรักษา (drip loss)  
ตัดกลามเนื้อ IF, LD, ST และ BF หนาประมาณ 1 นิ้ว ช่ังน้ําหนักเริ่มตน (Wd1) หอ

ดวยผากอสเก็บในถุงพลาสติก ใหช้ินเนื้ออยูหางจากกนถุงประมาณ 2 เซนติเมตร ผนึกปากถุงให
สนิทแขวนในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นนําชิ้นเนื้อออกจากถุง ช่ังน้ําหนัก 
(Wd2) คิดเปนเปอรเซ็นตการสูญเสียน้ํา จากสูตร 
 

Drip loss (%) =           Wd1 - Wd2         x 100  
                                      Wd1 

 

3.5.3.2 การสูญเสียน้ําจากการทําละลายน้ําแข็ง (thawing loss) และการสูญเสียน้ํา
จากการประกอบอาหาร (cooking loss) โดยใชกลามเนื้อ IF, LD, ST และ BF หนาประมาณ 1 นิ้ว 
ช่ังน้ําหนักเริ่มตน (Wt1) เก็บแบบสุญญากาศ (vacuum) ในถุงพลาสติกชนิดเย็นผนึกปากถุงใหสนิท 
เก็บในตูแชแข็งอุณหภูมิ -20°C รอการวิเคราะหตอไป จากนั้นนําชิ้นเนื้อมาละลายน้ําแข็ง (thawing) 
ที่อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําชิ้นเนื้อออกจากถุง ซับน้ําใหแหงและชั่งน้ําหนัก (Wt2) 
จากนั้นนําชิ้นเนื้อที่ไดเก็บแบบสุญญากาศในถุงรอน ตมในหมอควบคุมอุณหภูมิ (Memmert, 
Germany) ใหอุณหภูมิน้ําเทากับ 80°C ตมจนไดอุณหภูมิใจกลางเนื้อประมาณ 70°C ทิ้งใหเย็นที่
อุณหภูมิหอง นําชิ้นเนื้อออกจากถุง ซับน้ําใหแหงและชั่งน้ําหนัก (Wt3) คํานวณเปอรเซ็นตการ
สูญเสียน้ําขณะทําละลาย และเปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําขณะประกอบอาหาร จากสูตร 
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Thawing loss (%) =            Wt1 - Wt2           x 100  
             Wt1 

 

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

 

3.5.3.3 การสูญเสียน้ําขณะปงยาง (grilling loss) นํากลามเนื้อ IF, LD, ST และ BF 
หนาประมาณ 1 นิ้ว ตัดแตงไขมันและพังผืดออก ทําการชั่งน้ําหนัก (Wg1) จากนั้นนําชิ้นเนื้อที่ได
ยางในหมออบ (convection oven) ใหความรอนที่อุณหภูมิ 150°C จนไดอุณหภูมิใจกลางเนื้อ
ประมาณ 70°C และนําออกจากเตายาง ทําการชั่งน้ําหนัก (Wg2) คํานวณเปอรเซ็นตการสูญเสียขณะ
ปงยาง จากสูตร 

 
Grilling loss (%) =              Wg1 - Wg2         x 100 

                Wg1 
 

3.5.4 คาแรงตัดผานเนื้อ (shear force value) 
นําเนื้อที่ตมสุกจากการหาคาการสูญเสียน้ําขณะประกอบอาหาร (cooking loss) เจาะเนื้อ

ตามแนวเสนใยกลามเนื้อดวยเหล็กกลวงชนิดกลม (core) ที่มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 1 
เซนติเมตร วัดคาแรงตัดผานดวยเครื่อง Instron 5565 (Instron, Ltd., England) หัววัดกําลัง 5 kN 
(Warner Bratzler Shear) วัดดวยความเร็ว 200 มิลลิเมตร/นาที โดยแปลผลเปนคาแรงสูงสุด 
(maximum force, N) คาพลังงาน (energy, J) และระยะทาง (extension, mm) 

 
3.5.5 การประเมินดานการตรวจชิม (sensory evaluation) 
นํากลามเนื้อ IF, LD, ST และ BF หนาประมาณ 1 นิ้วมาอบที่อุณหภูมิ 150°C จนได

อุณหภูมิใจกลางเนื้อประมาณ 70°C  ตัดเนื้อใหมีขนาดเทากันดวยเขียงที่มีลักษณะเปนชองขนาด 1 
เซนติเมตร จากนั้นเสิรฟใหแกผูตรวจชิม ซ่ึงไดผานการฝกฝนการตรวจชิมจํานวน 6 คน ผูตรวจชิม
จะไดรับแบบสอบถามการตรวจชิมเนื้อ และฟงการบรรยายขั้นตอนการตรวจชิมโดยละเอียด ซ่ึงการ
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ใหคะแนนการตรวจชิมจะพิจารณา 4 ลักษณะ คือ ความนุม (tenderness) ความชุมฉ่ํา (juiciness) 
กล่ินและรสชาติ (flavor) และความพอใจโดยรวม (overall acceptability) โดยใหคะแนนอยูในชวง    
1 - 9 คะแนน (1 = เหนียว กล่ินรสไมดี แหง และไมชอบมาก ; 5 = นุม มีกล่ินและรสชาติดี ชุมฉ่ํา 
และมีความพอใจ ; 9 = นุมที่สุด กล่ินและรสชาติดีที่สุด ชุมฉ่ําดีที่สุด และมีความชอบที่สุด) ผูตรวจ
ชิมจะไดรับน้ํา และขนมปงหลังจากทดสอบชิมเนื้อแตละชิ้น (ไพโรจน, 2535) 

 
3.5.6 การวิเคราะหองคประกอบทางเคมี (chemical composition) 
นํากลามเนื้อ IF, LD, ST และ BF บดดวยเครื่อง blender (Moulinex 645, Mexico) เพื่อใช

วิเคราะหหาคุณคาทางโภชนะ ไดแก เปอรเซ็นตความชื้น โปรตีน และไขมัน ดวยวิธี Proximate 
analysis (AOAC, 1995) 

 
3.5.6.1 การวิเคราะหหาความชื้น (moisture analysis)  
วิธีการ 
1. นําถวยสําหรับใสตัวอยางวิเคราะหหาความชื้น (weighing bottle) ที่ลางสะอาด

อบในตูอบ ที่อุณหภูมิ 100-102°C นาน 1 ช่ัวโมง และนําออกมาใสใน
โถดูดความชื้น ปลอยใหเย็นและชั่งน้ําหนัก 

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

3. นําถวยที่มีตัวอยางออกจากตูอบ ใสในโถดูดความชื้น ปลอยใหเย็น ช่ังน้ําหนัก
น้ําหนักที่หายไป คือ  ปริมาณความชื้น 

 
การคํานวณหาปริมาณความชื้น 
 

Moisture percentage =    (A - B)      x 100 
            C 
 
A = น้ําหนักถวย + น้ําหนักตัวอยางกอนอบ 
B = น้ําหนักถวย + น้ําหนักตัวอยางหลังอบ 
C = น้ําหนักตัวอยาง 
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3.5.6.2 การวิเคราะหหาโปรตีน (protein analysis) 
วิธีการ 
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 ตอเขาเครื่องกลั่น แลวนําขวด erlenmeyer flask ที่ใส

สารละลาย 4 % boric acid ตอเขากับอีกปลายของ condenser ของเครื่องกล่ัน โดย
ใหปลายทอจุมในสารละลาย 

6. เติม 40 % sodium hydroxide ใสขวด kjeldahl flask 50 ml แลวเปดน้ําใหไหล
ผานตัว condensor แลวจึงเปดเครื่องกล่ัน 

7. กล่ันจนไดปริมาตรของสารละลายในขวด erlenmeyer flask ประมาณ 200 ml 
จากนั้นนําขวด erlenmeyer flask ที่มีแอมโมเนียที่เก็บในสารละลาย 4 % boric 
acid มาไตเตรทกับสารละลายมาตรฐาน 0.1 N H2SO4 ไตรเตรทจนสีของ
สารละลายเปลี่ยนสีจากสีเขียวเปนสีมวงอมเทา 

 
การคํานวณหาปริมาณโปรตีน 

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

             D 
 

A = จํานวนปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน H2SO4 0.1 N ที่ใชในการไตรเตรทกับ
ตัวอยาง (ml) 

B = จํานวนปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน H2SO4 0.1 N ที่ใชในการไตรเตรทกับ 
blank (ml) 

C = ความเขมขน (N) ของสารละลายมาตรฐาน H2SO4 
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D = น้ําหนักตัวอยาง 
E = kjeldahl factor (6.25) 

 
3.5.6.3 การวิเคราะหหาไขมัน (fat analysis) 
วิธีการ 
1. ช่ังน้ําหนักเนื้อที่บดแลว 2 กรัม อบที่ 100°C 4 ช่ัวโมง 
2. นําขวดสําหรับหาไขมัน (round bottom) ที่ผานการลางสะอาด แลวอบ 100°C 

นาน 1 ช่ัวโมง และใสในโถดูดความชื้น (disiccator) ปลอยใหเย็น ทําการชั่งหา
น้ําหนักที่ได 

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 ลงในขวดหาไขมัน 30 ml แลวนําตอเขากับเครื่องสกัด
ไขมันใหสนิท 

6. เปดน้ําเย็นใหไหลผาน condensor ตลอดเวลา 
7. เปดสวิทซไฟโดยใชความรอนสกัดนาน 16 ช่ัวโมง ดวยอัตราการกลั่น 2-3 หยด

ตอวินาที 
8. นํา sample containers ออก แลวนํา reclaming tube ใสแทนที่ ใหความรอน 

dichloromethane จะถูกกลั่น และถูกเก็บใน reclaming  tube สวนไขมันที่ไดจะ
อยูในขวดสกัดไขมัน 

9. นําขวดสกัดไขมันที่มีไขมันที่สกัดได อบที่อุณหภูมิ 100°C นาน 30 นาที แลว
เอาออกใสในโถดูดความชื้น ปลอยใหเย็น ช่ังน้ําหนัก น้ําหนักที่เพิ่มขึ้นภายหลัง
การสกัดคือน้ําหนักของไขมัน 

 
การคํานวณหาปริมาณไขมัน   
 

Fat percentage =     (A - B)       x100 
    C 
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A = น้ําหนักขวดสกัดไขมัน + น้ําหนักไขมันหลังอบแลว 
B = น้ําหนักขวดสกัดไขมัน 
C = น้ําหนักตัวอยาง 

 
3.5.7 การวิเคราะหหาปริมาณคอลลาเจนในกลามเนื้อ (collagen analysis) 

  วิธีการวิเคราะหหาคาคอลลาเจนที่ละลายไดและละลายไมได (soluble and insoluble 
collagen analysis) (Hill, 1969 ; AOAC, 1996) มีวิธีการดังนี้ 
ขั้นตอนการแยก (Hill, 1969)       
1. ช่ังตัวอยางเนื้อที่บดแลว 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, 1996)          
1. เติมกรด sulfuric acid 7 N 30 ml ปดดวยกระจกนาฬิกา ใสตูอบที่อุณหภูมิ 105 ± 1°C  

16 ช่ัวโมง 
2. นําตัวอยางที่ไดจากการยอยกรองผานกระดาษกรองใสใน volumetric flask ขนาด 500 

ml ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ  
ขั้นตอนการทําสี (AOAC, 1996) 
1. ปเปตสารละลายที่ไดในขั้นตอนแรก 2 ml ใสในหลอดทดลอง ขนาด 10 ml ตัวอยางละ 

2 หลอด และทํา blank โดยการเติมน้ํากลั่น 2 ml ใสในหลอดทดลอง 
2. เติม oxidant solution 1 ml เขยาใหเขากัน ตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 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. ทําหลอดใหแหงโดยการเช็ดหรือตั้งทิ้งไว 
7. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 558 ± 2 nm 
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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  
  

3.5.8 การวิเคราะหหาคาการหืน (Thiobarbituric acid reactive substances, TBARS) 
(Rossell, 1994) 
วิธีการ 
1. ช่ังตัวอยางเนื้อที่บดแลว 10 กรัม เติมน้ํากลั่น 70 ml 
2. ปนใน Waring blender ประมาณ 15 วินาที 
3. เทใสใน distillation flask แลวลาง blender ดวยน้ํากลั่น 30 ml 
4. เตมิ 4 M HCl 2.5 ml 
5. เติม anti-foaming agent  1-2 หยด 
6. ตอเขากับชุดกลั่น แลวกล่ันจนไดของเหลวประมาณ 50 ml 
7. ปเปตสารละลายที่กล่ันได 5 ml แลวเติม TBA solution 5 ml 
8. นําไปตมใน water bath อุณหภูมิ 100°C นาน 35 นาที แลวทิ้งไวใหเย็น  
9. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 538 นาโนเมตร 
10. คํานวณคา TBA number จากสูตร        
หมายเหตุ :  หลอด blank เติมน้ํากลั่น 5 ml และ TBA solution 5 ml 

 
สูตรในการคํานวณคา TBA number   
 

TBA number (mg malonaldehyde/kg sample) = 7.8 x O.D. 
 

O.D. = คาการดูดกลืนแสงของตัวอยาง 
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3.5.9 การวิเคราะหหาปริมาณคอเลสเตอรอล (cholesterol analysis) (Jung et al., 1975) 
วิธีการ 
1.    ทําการสกัดไขมัน ตามวิธีของ AOAC (1995) 
2.    นําไขมันที่สกัดไดมาละลายดวย 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.    เติมน้ํากลั่น  5 ml เขยาใหเขากันดวย vortex mixture 
7.    เทสารละลายทั้งหมดลงในกรวยแยก ตั้งทิ้งไวใหแยกชั้น 
8.    เก็บสวนที่ละลายในชั้น petroleum ether แลวนําไประเหยแหงใน water bath อุณหภูมิ

65°C เปนเวลา 12 ช่ัวโมง 
9.    ดูดสารละลายขอ 8 มา 50 ไมโครลิตร ใสใน screwed cap tube 13 x 100 mm เติม ferric 

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

10. เตรียมหลอดอานขนาด 13 x 100 mm ชุดใหม แลวเติม sulfuric acid reagent หลอดละ 
2 ml 

11. ดูด supernate จากหลอดในขอ 9 ปริมาณ 3 ml ใสในหลอดอานที่เติม sulfuric reagent 
12. ผสมใหเขากันทันทีดวย vortex mixer อยางนอย 20 วินาที ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง  

15 นาที 
13. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร โดยอานคาดูดกลืนแสงของ

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

reagent 2 ml 
สูตรในการคํานวณหาปริมาณคอเลสเตอรอล    

 
 
 
             
 

    Total cholesterol (mg/100 g of sample) =          Au       x Cs 

                                         As 
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    Au  =  คาการดูดกลืนแสงของตัวอยาง 
 As  =  คาดูดกลืนแสงของสารละลายคอเลสเตอรอลมาตรฐาน 

 Cs  =  คาความเขมขนของสารละลายคอเลสเตอรอลมาตรฐาน 
 

3.5.10 การวิเคราะหหาปริมาณไตรกลีเซอไรด (Triglyceride analysis) ตามวิธีของ        
Bigg et al. (1975) 

วิธีการ 
1.   สกัดไขมันตามวิธี AOAC (1995) 
2.   ทําไขมันที่สกัดไดจากเนื้อใหมีความเขมขน 50 mg/ml ดวย isopropanol  
3.   ดูดสารละลายจากขอ 2  มา 50 ไมโครลิตร ใสหลอดทดลองขนาด 25 ml  
4.   เติม N-heptane 2 ml 
5.   เติม isopropanol 3.5 ml 
6.   เติม sulfuric acid 40 mM 1 ml 
7.   ผสมใหเขากันดวย vortex mixture 20 วินาที ตั้งทิ้งไว 5 นาที จนแยกชั้น  
8.   เตรียมหลอดอาน 1 ชุด เติม sodium alkoxide 2 ml 
9.   ดูดสารละลายที่แยกช้ันในสวนบนของขอ 7 จํานวน 0.2 ml ใสลงในหลอดอานที่เตรียม

ไว 
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. ทิ้งใหเย็นที่อุณหภูมิหอง แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ 420 nm โดยอานคา blank เปน

ศูนย 
หมายเหตุ : หลอด blank เติมสารละลายทุกอยางยกเวนตัวอยาง 
 
สูตรในการคํานวณหาปริมาณไตรกลีเซอไรด    
 

Total triglyceride (g/100g of sample)  =   A x O.D.sample x B x 100 
        O.D.standard x C x 1000 
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A = ปริมาณ 2-propanol (ml) ที่ใชละลายไขมัน 
B = ความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน 
C = น้ําหนักตัวอยาง (g) 
O.D.sample = คาดูดกลืนแสงของตัวอยาง 
O.D.standard = คาดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐาน 

 
3.5.11 การวิเคราะหหาปริมาณกรดไขมัน (fatty acid analysis) 
ขั้นตอนที่ 1 การสกัดไขมันจากตัวอยาง (Folch et al., 1957) 
1. ช่ังตัวอยางเนื้อที่บดแลว 5 g ใสลงในขวดกนกลม (round bottom flask) ขนาด 100 ml             
2. เติม chloroform : methanol (2 : 1) 60 ml ปดฝาแลวเขยาอยางแรงเพื่อใหเกิดการสกัดที่

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

ไดมาสกัดตอดวย chloroform : methanol (2 : 1) 60 ml อีกครั้ง  
4. รวมสารละลายที่กรองไดใสใน separate flask เติมน้ํากลั่น 12 ml ตั้งทิ้งไวใหแยกชั้น           
5. เก็บสารละลายชั้นลางใสลง flask ที่ทราบน้ําหนัก แลวนําไประเหยแหงดวย water bath 

ที่อุณหภูมิ 70°C 
6. ช่ังน้ําหนักไขมันหลังจากระเหยแหง แลวละลายดวย chloroform ปรับความ 

เขมขนใหเปน 30 mg/ml (น้ําหนักไขมัน x 33.33) 
ขั้นตอนที่ 2 การเตรียม fatty acid methyl ester (FAME) (Morrison and Smith, 1964)  
1. ดูดสารละลายที่สกัดได 1 ml ใสลงในขวดกนกลม  (round bottom flask) ขนาด 250 ml 
2. ระเหยใหแหงภายใตกระแสไนโตรเจน 
3. เติมสารลาย 0.5 M NaOH ใน methanol 4 ml เขยา 30 วินาที 
4. reflux จนไดสารละลายเปนเนื้อเดียวกัน เวลาประมาณ 5 นาที ทั้งใหเย็น 
5. เติม 20 % boron – trifluoride ใน methanol 5 ml เขยา 30 วินาที แลว reflux ตออีก 2 

นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็น 
6. เทสารละลายที่ไดใสลงในหลอดทดลองขนาด 100 ml เติมสารละลาย NaCl อ่ิมตัว 3 

ml เขยาใหเขากัน 
7. เติม Iso–octane (2, 2, 4 – trimethylpentane) 1ml เขยาใหเขากันดวย vortex mixture 30 

วินาที ทิ้งไวใหแยกชั้น 
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8. เก็บสารละลายชั้นบน 1 ml ใสใน vial ที่มี sodium sulfate anhydrous ปริมาณเทาปลาย
ชอนตักสาร แลวปด vial ใหสนิทเก็บในตูเย็นเพื่อรอการวิเคราะหดวยเครื่อง Gas 
chromatography (GC) 

ขั้นตอนที่ 3 การวิเคราะหดวยเคร่ือง Gas chromatography (GC) 
1. ดูดสารละลาย FAME ที่เตรียมไว 1 ไมโครลิตร ฉีดเขาเครื่อง GC (GC-14B, Shimadzu, 

Japan) ควบคุมดวยโปรแกรม GC-Solution โดยมี condition ดังนี้ 
2. คํานวณปริมาณกรดไขมันแตละตัวจากสมการ 

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

 
3.5.12 การวิเคราะหหาปริมาณกรดอะมิโน (amino acid analysis) (Liu at al., 1995 and 
Lourdes et al., 2006) 
ขั้นตอน Hydrolysis และ derivatization 
1.   นําตัวอยางกลามเนื้อ LD (longissimus dorsi) มาบดและชั่งประมาณ 100 mg 
2.   นําตัวอยางใสในขวด wide – mouth bottle ขนาด 125 ml จากนั้นเติม 6 N HCl  5 ml 
3.   ยอยตัวอยางดวยเครื่อง heating block ที่อุณหภูมิ 110°C นาน 22 ช่ัวโมง 
4.   เติม internal standard ลงในตัวอยางที่ผานการยอยแลว จากนั้นเจือจางดวยน้ํากลั่นที่

ผานกระบวนการ deionized แลวนําไปกรอง 
5.   นําตัวอยางที่กรองไดมาเติม AccQ – fluor derivatization buffer และ AccQ – fluor 

reagent 
6.   นําตัวอยางมาใหความรอนดวยเครื่อง heating block ที่อุณหภูมิ 55°C นาน 10 นาที 

จากนั้นนําตัวอยางสารละลาย 5 ไมโครลิตร ไปวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC (Water 
Alliance 2695) โดยใชเครื่อง detector แบบ fluorescence (EX : 250, EM : 395 nm) ใช
คอลัมน Hypersil Gold (4.6*150 mm particle size 3 μ) ควบคุมอุณหภูมิที่ 35 ± 1°C 
คาที่ไดจะถูกนํามาคํานวณโดยใชโปรแกรม Millenium Version 4.02 

 


