
บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 

อุปกรณและเครื่องมือ 
ชื่ออุปกรณและเครื่องมือ  โมเดล  บริษัท   ประเทศ 
1.  ขวดกนกลม 100 ml  -  Glaswerk Wertheim Germany 
2.  ขวดกนกลม 250 ml  -  Duran      - 
3.  เครื่อง Centrifuge  Megafuge1.0 Heraeus   Germany 
4.  เครื่อง Gas chromatography GC-2010 Shimadzu  Japan 
5.  เครื่อง Spectrophotometer DU 7500 Beckman  Germany 
6.  เครื่อง Vortex mixer  G-560E  Scientific Industries,Inc. USA 
7.  เครื่องกล่ันโปรตีน  -  Gerhardt   Germany 
8.  เครื่องปน   -  Moulinex  France 
9.  เครื่องสกดัไขมนั  -  Gerhardt   Germany 
10. คอลัมน   DB-Wax J&W   USA 
11. โถดูดความชื้น  GL 32  Glaswerk Wertheim Germany 
12. ตูอบ    DEV  Heraeus   Germany 
13. หลอดทดลอง   -  Pyrex   Germany 
14. Beaker 100 ml  No. 1000 Pyrex   USA 
15. Beaker 250 ml  No. 1000 Pyrex   USA 
16. Beaker 50 ml   No. 1000 Pyrex   USA 
17. Beaker 500 ml  No. 1000 Pyrex   USA 
18. Erlenmeyer flask  -  SCHOTT  Germany 
19. Filter paper   No.1, 41  Whatman  UK 
20. Instron   5565  Instron   England 
21. Kjedahl flask   -  Gerhardt   Germany 
22. Micropipette 100-1000μl 704180  Brand   Germany 
23. Micropipette 10-100μl  cp65602 Genex  Beta   Germany 
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24. Minolta chromameter  CR 300  Minolta   Japan 
25. pH meter   913  Knick   Germany 
26. Separate flask   -  SCHOTT  Germany 
27. Thimble   -  Whatman  England 
28. Vacuum sealer  C15-HL  Food equipment  Germany 
29. Volumetric flask 1,000 ml -  SCHOTT  Germany 
30. Volumetric flask 100 ml -  SCHOTT  Germany 
31. Volumetric flask 2,000 ml -  SCHOTT  Germany 
32. Volumetric flask 50 ml -  SCHOTT              Germany  
33. Water bath   -  W. Krannich  Germany 
 
สารเคมี (เกรด Analytical reagents) 
ชื่อสารเคม ี      บริษัท 
1.   น้ํากลั่น           - 
2.   Acetic acid        Merck 
3.   Acetylacetone       Fluka 
4.   Ammonium acetate     BDH 
5.   anti-foaming agent     Fluka 
6.   Boric acid      Merck 
7.   20% Boron trifluoride     Merck 
8.   Chloroform        Merck 
9.   Choramine-T-reagent       Merck 
10. conc. Sulfuric acid     Merck 
11. Dichloromethane     Merck 
12. 4-dimethylaminobenzaldehyde    Merck 
13. Ethanol      Lab-Scan 
14. FAME standard       Supelco 
15. Ferric chloride       Merck 
16. n-Heptane                    Lab-Scan 
17. Hydrochloric acid     Merck 
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18. Magnesium chloride     Merck 
19. Methanol      Lab-Scan 
20. Perchloric acid       Merck 
21. Petrolium ether                   Lab-Scan 
22. Potassium hydroxide     Merck 
23. Propa-2-ol                      Lab-Scan 
24. Sodium chloride     Merck 
25. Sodium hydroxide     Merck 
26. Sodium methoxide     Fluka 
27. Sodium periodate     Merck 
28. Sodium sulfate anhydrous      J.T.Baker 
29. Thiobarbituric acid       BDH 
30. 2, 2, 4 trimethyl pentane    Lab-Scan 
31. Uranyl acetate       Merck 
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สัตวทดลองและแผนการทดลอง 
ใชกระบือปลักเพศผูจํานวน 16 ตัว ที่มีน้ําหนักเริ่มตนเฉลี่ย 200±30 กิโลกรัม แบงการทดลอง

ออกเปน 2 กลุม ตามแผนการทดลองแบบ 2 x 4 แฟคทอเรียล ใน CRD (Completely Randomized 
Design) (จรัญ, 2540) โดยมีปจจัยทดสอบจากชนิดของทุงหญา 2 ชนิด คือ กลุมที่ 1 เล้ียงปลอยใหแทะ
เล็มในแปลงหญากินนีสีมวง (Panicum maximum TD58) จํานวน 6 ตัว สวนกลุมที่ 2 เล้ียงปลอยให
แทะเล็มในแปลงหญากินนีสีมวงรวมกับถ่ัวทาพระสไตโล (Stylosanthes guianensis CIAT184) จาํนวน 
10 ตัว และปจจัยจากชนิดของกลามเนื้อ 4 ชนิด คือ กลามเนื้อสันนอก (Longissimus dorsi) กลามเนื้อ
ไหล (Infraspinatus) และกลามเนื้อสะโพกไดแก กลามเนื้อลูกดิ่ง (Semitendinosus) และกลามเนื้อใบ
พาย (Biceps femoris) โดยกระบือปลักถูกเลี้ยงปลอยใหแทะเล็มในแปลงทดลอง จนกระทั่งมีน้ําหนัก 
375±10 กิโลกรัม หลังจากนั้นจึงนําเขาฆาเพื่อศึกษาคุณภาพซากและเนื้อ 

 

การจัดการแปลงพืชอาหารสัตว 
 ปลอยกระบือปลักใหแทะเล็มในแปลงหญา หรือแปลงหญารวมกับถ่ัวแบบแปลงเดียวโดย
แบงเปนแปลงยอยหมุนเวียนตลอดทั้งป มีอัตราการปลอยกระบือลงแทะเล็ม 1 ตัว/พื้นที่ 2 ไร โดยใช
พื้นที่ทั้งหมด 32 ไรในการเลี้ยงกระบือ 16 ตัว ซ่ึงแบงเปน 2 กลุม คือ กลุมที่ 1 ใชพื้นที่จํานวน 12 ไร 
ในการปลูกหญากินนีสีมวงโดยใชเมล็ดพันธุในการปลูก เพื่อเล้ียงกระบือจํานวน 6 ตัว โดยแบงเปน 4 
แปลงยอยเทา ๆ กัน แปลงยอยละ 3 ไร สําหรับกลุมที่ 2 ใชพื้นที่จํานวน 20 ไร ในการปลูกหญากินนี  
สีมวงรวมกับถ่ัวทาพระสไตโลโดยใชเมล็ดพันธุในการปลูก เพื่อเล้ียงกระบือจํานวน 10 ตัว โดย
แบงเปน 4 แปลงยอยเทา ๆ กัน แปลงยอยละ 5 ไร มีอัตราการปลูกหญาตอถ่ัวเทากับ 50:50 และให
กระบือเลือกกินเอง รวมทั้งสรางคอกพักสัตวไวในแตละแปลงยอย ซ่ึงในคอกมีน้ําและแรธาตุกอนให
เลียกินตลอด ปลอยกระบือลงแทะเล็มในแตละแปลงยอยนาน 1 อาทิตยและหมุนเวียนไปยังแปลงยอย
อ่ืนตอไป ซ่ึงจะใสปุยยูเรียในอัตรา 10 กิโลกรัม/ไร ในแตละแปลงยอยทุกครั้งหลังจากยายกระบือไป
ยังแปลงยอยอีกแปลงหนึ่งและมีการใหน้ําแบบสปริงเกอรหลังจากการใสปุยในฤดูแลง สําหรับฤดูฝน
และฤดูหนาวใหน้ําตามธรรมชาติ ซ่ึงในชวงฤดูแลงตั้งแต เดือนกุมภาพันธ-เมษายน พบวาหญาและถั่ว
ที่ใชเล้ียงกระบือมีปริมาณไมเพียงพอ ซ่ึงไดแกไขโดย ผลิตหญากินนีสีมวงแหงไวสํารองโดยให
กระบือกินวันละ 1 คร้ัง โดยตอนกระบือใหมากินหญาแหงในคอกซึ่งใหกินแบบเต็มที่ หลังจากนั้น
ปลอยกระบือลงแทะเล็มในแปลงหญา และแปลงหญารวมกับถ่ัวตามปกติ องคประกอบทางเคมีของ
หญากินนีสีมวงและถั่วทาพระสไตโลแสดงใน Table 3  
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Table 3 Chemical composition of dried Purple guinea grass and Thapra stylo as harvested from 
 the experimental sites (average of samples obtained at the start, the middle and the end of 
 the rainy season) 
Forage type Purple guinea grass Thapra stylo 
Dry matter (% air dry basis)  92.69 92.86 
Proximate Analysis (%DM)   
     Organic matter 89.48 90.88 
     Ash 10.52            9.12 
     Crude Protein   8.30 17.90 
     Crude Fiber 34.91 30.07 
     Ether Extract   1.67  2.14 
     Nitrogen Free Extract 37.29 33.63 
Detergent Analysis (%DM)   
     Neutral detergent fiber (NDF) 63.44 56.10 
     Acid detergent fiber (ADF) 46.59 43.05 
     Acid detergent lignin (ADL)   4.20  6.41 
     Hemicellulosea 16.85 13.05 
     Celluloseb 42.39 36.64 
Gross energy (MJ/kg) 17.23 19.42 
Fatty acid, % of total fatty acids    
     C12:0                   1.04            1.26 
     C14:0                   0.81            0.77 
     C15:0                   0.66            0.60 
     C16:0 21.02 22.23 
     C16:1                   1.15            1.21 
     C18:0                   3.03            3.16 
     C18:1 n-9                   3.84            3.97 
     C18:2 n-6 16.73 19.50 
     C18:3 n-3 48.94 44.68 
     C20:0   0.47  0.50 
     n-3 48.94 44.68 
     n-6 16.73 19.50 
     n-6:n-3  0.34  0.44 
Total fatty acids, mg/100g DM               157.57        189.58 

aNDF minus ADF. 
bADF minus ADL. 
n-3 = omega-3 fatty acids and n-6 = omega-6 fatty acids. 
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วิธีการทดลอง 
1. การศึกษาคุณภาพซาก (carcass quality) 
 กระบือที่นํามาฆา มีการอดอาหารกอนฆาประมาณ 24 ช่ัวโมง ทําการชั่ง และบันทึกน้ําหนักมี
ชีวิต จากนั้นทําการฆากระบือแบบสากล ตามวิธีของ สัญชัย (2550) ภายหลังฆาทําการชั่ง และบันทึก
น้ําหนักซากอุน (hot carcass weight) อวัยวะภายนอก และอวัยวะภายใน จากนั้นนําซากไปแชเย็นที่
อุณหภูมิประมาณ 3±1 °C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําการชั่งพรอมทั้งบันทึกน้ําหนักซากเย็น (cold carcass 
weight) และวัดความยาวซาก (carcass length) โดยวัดจากตําแหนงซี่โครงซี่แรกถึงหัวกระดูก lumbar 
โดยใชสายวัด จากนั้นทําการตัดแตงซากกระบือแบบไทย และสากล (ซีกซายตัดแตงแบบสากล 
สําหรับซีกขวาตัดแตงแบบไทย) ตามวิธีของ สัญชัย (2550) เพื่อวัดพื้นที่หนาตัดเนื้อสัน และวัดความ
หนาไขมันสันหลังที่ระหวางกระดูกซี่โครงซี่ที่ 12-13 พรอมทั้งชั่งและบันทึกน้ําหนักชิ้นสวนที่ไดจาก
การตัดแตงทั้งแบบไทย และสากล นําคาที่บันทึกไดมาคํานวณหาเปอรเซ็นตซาก (dressing percentage) 
เปอรเซ็นตอวัยวะภายนอก เปอรเซ็นตอวัยวะภายใน และเปอรเซ็นตช้ินสวนตัดแตงตาง ๆ   
 

เปอรเซน็ตซาก = (น้ําหนกัซากเยน็) x 100 
 น้ําหนกัมีชีวิต 
 

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

หลังจากทําการตัดแตงทําการเก็บกลามเนื้อสันนอก (Longissimus dorsi) กลามเนื้อไหล 
(Infraspinatus) และกลามเนื้อสะโพกไดแก กลามเนื้อลูกดิ่ง (Semitendinosus) และกลามเนื้อใบพาย 
(Biceps femoris) บรรจุในถุงพลาสติกผนึกแบบสุญญากาศ (vacuum package) จากนั้นเก็บไวที่ -20 oC 
เพื่อรอการวิเคราะหคุณภาพเนื้อตอไป  
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2. การศึกษาคุณภาพเนื้อ (meat quality) 
 
 2.1 คาความเปนกรดดางของกลามเนื้อ (muscle pH)  

 วัดคา pH ของกลามเนื้อสันนอก (Longissimus dorsi) ที่บริเวณระหวางกระดูกซี่โครงซีท่ี ่12 
กับ 13 และกลามเนื้อสะโพก (Semimembranosus ) บริเวณเหนือกระดูก lumbar 2 นิ้ว โดยแทงลึก
ประมาณ 3-5 เซนติเมตร จากซากโคหลังฆาที่เวลา 45 นาที และ 24 ช่ัวโมง  ดวยเครื่อง pH – meter    
(Model 191, Knick, D-Berlin, Germany) พรอมทั้งบันทึกคาที่วัดได  

 
 2.2 สีเนื้อ (meat color) 

 นํากลามเนื้อสันนอก ไหล และสะโพก ใสถุงพลาสติกผนึกปากถุงเก็บที่อุณหภูมิ 4 °C เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําเนื้อออกจากถุงวางในภาชนะเปดเก็บในตูเย็น 1 ช่ัวโมง ทําการวัดคาสีดวย
เครื่อง Minolta Chroma Meter (CR – 300, Japan) บันทึกคาความสวาง (lightness, L*) คาสีแดง 
(redness, a*) และคาสีเหลือง (yellowness, b*) ° 

 
 2.3  องคประกอบทางเคมี (chemical composition) 

 นําตัวอยางกลามเนื้อสันนอก ไหล และสะโพก บดใหละเอียดเพื่อนําไปวิเคราะห
องคประกอบทางเคมี  ไดแก เปอรเซ็นตความชื้น โปรตีน และไขมัน ดวยวิธี Proximate Analysis 
(Adapted from AOAC, 1995) 

 
   การวิเคราะหหาความชื้น (moisture) 

1. นําถวยสําหรับใสตัวอยางวิเคราะหหาความชื้น (weighing bottle) ที่ลางสะอาดและ
เช็ดใหแหง อบในตูอบ ที่อุณหภูมิ 100 °C นาน 1 ช่ัวโมง และนําออกมาใสใน
โถดูดความชื้น (desiccators) ปลอยใหเย็นและชั่งน้ําหนัก     

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

3. นําถวยที่มีตัวอยางออกจากตูอบแหง ใสในโถดูดความชื้น ปลอยใหเย็น แลวช่ัง
น้ําหนักอีกครั้ง สวนที่หายไป คือ ปริมาณความชื้น 
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การคํานวณหาเปอรเซ็นตความชื้น 
  Moisture percentage = (A-B) x 100    

               C  
A = น้ําหนักถวย + น้ําหนักตัวอยางกอนอบ 
B = น้ําหนักถวย + น้ําหนักตัวอยางหลังอบ 

  C = น้ําหนักตัวอยาง       
 
  การวิเคราะหหาโปรตีน (protein) 

1. ช่ังตัวอยางเนื้อที่บดแลว 0.5 กรัม ใสในกระดาษชั่งตัวอยาง แลวนําใสใน Kjeldahl 
flask 

2. เติมสารเรงปฏิกิริยา  (Selenium reagent mixture) 2 กรัม แลวเติม conc. sulfuric 
acid 15 มล. 

3. นํา Kjeldahl flask เขาเครื่องยอยที่อุณหภูมิ 420 °C เปนเวลา 2-3 ช่ัวโมง จนกระทั่ง
ไดสารละลายสีเขียวใส แลวทิ้งใหเย็น   

4. ตวงสารละลาย 4% boric acid 25 มล. ใส Erlenmeyer flask ขนาด 250 มล. แลว
เติม screen methyl red indicator 

5. นํา Kjeldahl flask ตอเขาเครื่องกล่ัน แลวนําขวด Erlenmeyer flask ที่ใสสารละลาย 
4% boric acid ตอเขากับอีกปลายของ condenser ของเครื่องกล่ัน โดยใหปลายทอ
จุมในสารละลายใน Erlenmeyer flask 

6. เติมน้ํา ปริมาตร 15-20 มล. จากนั้นเติม 40% NaOH ใสขวด Kjeldahl flask 
ประมาณ 40-50 มล. เปดน้ําใหไหลผานตัว condenser แลวจึงเปดเครื่องกล่ัน 

7. กล่ันจนไดปริมาตรของสารละลายในขวด Erlenmeyer flask ประมาณ 200 มล. 
จากนั้นนําขวด Erlenmeyer flask  ที่มีแอมโมเนียซ่ึงเก็บดวยสารละลาย 4% boric 
acid   มาไตเตรทกับสารละลายมาตรฐาน 0.1 N H2SO4 ไตรเตรทจนสีของ
สารละลายเปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีมวงอมเทา บันทึกปริมาตรของสารละลาย
มาตรฐาน 

8. หลอด blank แตใสเพียงกระดาษชั่งตัวอยาง แลวทําทุกขั้นตอนเชนเดียวกัน 
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การคํานวณหาเปอรเซ็นตโปรตีน 

  Protein percentage   =     (A-B) x C x 6.25 x 0.014   x 100  
               D 

A = จํานวนปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน 0.1 N H2SO4 ที่ใชในการไตรเตรท
กับตัวอยาง (มล.) 

B = จํานวนปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน 0.1 N H2SO4 ที่ใชในการไตรเตรท
กับ blank (มล.) 

C = ความเขมขน (N) ของสารละลายมาตรฐาน H2SO4 

D = น้ําหนักตัวอยาง 
 

 การวิเคราะหหาไขมัน (fat) 
1.    ช่ังน้ําหนักเนื้อแหงที่บดแลว 2 กรัม ซ่ึงผานการอบที่ 100 °C เปนเวลา 4 ช่ัวโมง 
2.     นําขวดสําหรับหาไขมัน (round bottom) ที่สะอาดและแหง นําไปอบที่ 100 °C  นาน   

1 ช่ัวโมง  นําใสในโถดูดความชื้น (desiccators) ปลอยใหเย็น ทําการชั่งน้ําหนัก 
3.    นําตัวอยางเนื้อที่ผานการอบเพื่อหาความชื้นแลว ใสใน thimble alundum ที่สะอาด

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

เครื่องสกัดไขมันแบบ Soxhlet extraction  
5.     ใส dichloromethane ลงในขวดหาไขมันประมาณ 50-100 มล. แลวนําตอเขากับ

เครื่องสกัดไขมันใหสนิท 
6.     เปดน้ําเย็นใหไหลผาน condenser ตลอดเวลา 
7.     เปดสวิทซไฟ โดยใชความรอนสกัดนาน 16 ช่ัวโมง ดวยอัตราการกลั่น 2-3 หยด

ตอวินาที 
8.     นํา thimble alundum ออก แลวกล่ันใหความรอนตอ dichloromethane จะถูก

กล่ัน และเก็บไวใน reclaming  tube สวนของไขมันที่ไดจะอยูในขวดสกัดไขมัน 
9.    นําขวดสกัดไขมันที่มีไขมันที่สกัดได อบที่อุณหภูมิ 100 °C  นาน 30 นาที กอน

นําใสในโถดูดความชื้น ปลอยใหเย็น ทําการชั่งน้ําหนัก ซ่ึงน้ําหนักที่เพิ่มขึ้น
ภายหลังการสกัดคือน้ําหนักของไขมัน 
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การคํานวณหาเปอรเซ็นตไขมัน   

 
 
A = น้ําหนักขวดสกัดไขมัน + น้ําหนักไขมันหลังอบแลว 
B = น้ําหนักขวดสกัดไขมัน 
C = น้ําหนักตัวอยาง       
 

 2.4 คาความสามารถในการอุมน้ําของเนื้อ (water holding capacity) 
 คาความสามารถในการอุมน้ํา ประกอบดวยการคาการสูญเสียน้ําขณะเก็บ (drip loss) การ

สูญเสียน้ําจากการละลายน้ําแข็ง (thawing loss) และการสูญเสียน้ําจากการตม (boiling loss) คาการ
สูญเสียขณะยาง (grilling loss) (Honickel, 1987; อางโดย สัญชัย, 2543) 

 ทําการชั่งน้ําหนักเริ่มตน (Wd1) ของกลามเนื้อสันนอก ไหล และสะโพก แลวหอช้ินเนื้อ
ดวยผาก็อต เก็บในถุงพลาสติกชนิดเย็น โดยใหปลายหอผาก็อตหางจากกนถุงประมาณ 2 เซนติเมตร 
ผนึกปากถุงใหสนิท เก็บในตูเย็นในลักษณะแขวน ที่อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําชิ้นเนื้อออก
จากถุง ชั่งน้ําหนัก (Wd2) คิดเปนเปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําขณะเก็บ (drip loss) จากสูตร   

          
 
 
   
 การสูญเสียน้ําจากการละลายน้ําแข็ง (thawing loss) และการสูญเสียน้ําจากการตม 
(boiling loss) โดยนํากลามเนื้อสันนอก ไหล และสะโพก ทําการชั่งน้ําหนัก (Wt1) เก็บแบบ
สุญญากาศ (vacuum) ในถุงพลาสติกชนิดเย็นผนึกปากถุงใหสนิท เก็บในตูแชแข็งที่อุณหภูมิ –20 °C 
รอการวิเคราะหตอไป จากนั้นนําชิ้นเนื้อมาละลายน้ําแข็ง (thawing) ที่อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง นําชิ้นเนื้อออกจากถุง ซับน้ําใหแหง ช่ังน้ําหนัก (Wt2) จากนั้นนําชิ้นเนื้อที่ไดเก็บในถุงรอน
แบบสุญญากาศ ตมในหมอตมน้ําที่ควบคุมใหมีอุณหภูมิน้ําประมาณ 80 °C จนไดอุณหภูมิใจกลางเนื้อ
ประมาณ 75 °C วัดดวย Thermocouple (T851, Consort, Belgium) ใชเวลาประมาณ 15-16 นาที ผ่ึงให
เย็นที่อุณหภูมิหอง นําชิ้นเนื้ออกจากถุง ซับน้ําใหแหง ช่ังน้ําหนัก (Wt3) คิดเปนเปอรเซ็นตการสูญเสีย
น้ําขณะทําละลาย (thawing loss) และเปอรเซ็นตการสูญเสียจากการตม (boiling loss) จากสูตร  
 

Fat percentage     =          (A – B)       x 100 

                          C 

         Drip loss (%)     =             Wd1 – Wd2       x 100 

                       Wd1 
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คาการสูญเสียขณะยาง (grilling loss) โดยนํากลามเนื้อสันนอก ไหล และสะโพก ทําการตัด

แตงเอาพังผืดออก ทําการชั่งน้ําหนัก (Wg1) จากนั้นนําชิ้นเนื้อที่ไดยางในหมออบ (convection oven, 
Mara, Taiwan) ใหความรอน ที่อุณหภูมิประมาณ 160 °C เปนเวลา 15 นาที จนไดอุณหภูมิใจกลางเนื้อ
ประมาณ 70 °C วัดดวย Thermocouple (306, Tecpel, Taiwan) และนําออกจากเตายาง ทําการชั่ง
น้ําหนัก (Wg2) คํานวณเปอรเซ็นตการสูญเสียจากการยาง จากสูตร     

 
 
  
  

 2.5 คาแรงตัดผานเนื้อ (shear force value) 
 นําเนื้อที่ตมสุกจากการหาเปอรเซ็นตการสูญเสียจากการตม (boiling loss) เจาะตามแนวเสน

ใยกลามเนื้อดวยเหล็กกลวงชนิดกลม (core) ที่มีเสนผาศูนยกลางประมาณ 1.27 เซนติเมตร วัดคาแรง
ตัดผานดวยเครื่อง Instron 5565 หัววัดกําลัง 5 kN (Warner Bratzler Shear) ดวยความเร็ว 200 มิลลิเมตร
ตอนาที โดยอานเปนคาแรงสูงสุด (maximum force, N) และคาพลังงาน (energy force, J) 
 
 2.6 การประเมินดานการตรวจชิม (sensory evaluation)  
  นําตัวอยางกลามเนื้อสันนอก ไหล และสะโพก ที่ผานการอบสุกแลว ตัดใหมีขนาด
เทากันประมาณ 1 x 1 x 1 ซม. จากนั้นบริการแกผูตรวจชิม ซ่ึงไดผานการฝกฝนการตรวจชิม 
(ไพโรจน, 2535) จํานวน 6 ทาน ผูตรวจชิมจะไดรับแบบสอบถามการตรวจชิมเนื้อ และฟงการบรรยาย
ขั้นตอนการทดสอบชิมโดยละเอียด ซ่ึงการใหคะแนนพิจารณา 4 ลักษณะการตรวจชิม ไดแก ความนุม 
(tenderness) กล่ินและรสชาติ (flavor) ความชุมฉ่ํา (juiciness) และความพอใจโดยรวม (overall 
acceptability) โดยใหคะแนนซึ่งอยูในชวง 1 – 9 คะแนน (1 = เหนียว, กล่ินรสไมดี, แหง และไมชอบ
มาก; 5 = นุม, มีกล่ินและรสชาติดี, ชุมฉ่ํา และมีความพอใจ; 9 = ยุยเละ, กล่ินและรสชาติดีที่สุด, ชุมฉ่ํา

      Thawing loss (%)     =             Wt1 – Wt2        x 100 

                                      Wt1 

       Boiling loss (%)     =
              Wt2 – Wt3        x 100

 

                                  Wt2 

Grilling loss (%)     =              Wg1 – Wg2      x 100 

                Wg1 
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มากที่สุด และมีความชอบมากที่สุด) ผูทดสอบชิมจะไดรับน้ํา และขนมปงหลังจากทดสอบชิมเนื้อแต
ละชิ้น   
 
 2.7 คาการหืน (thiobarbituric acid reactive substance, TBARS)  
 เก็บตัวอยางกลามเนื้อสันนอก ไหล และสะโพก แบงเปน 3 สวนในแตละชิ้นของกลามเนื้อ 
แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 0, 3, 6 และ 9 วัน จากนั้นนํามาวิเคราะหคา TBARS โดยวิธีของ 
Rossell (1994) ดังนี้ 

1.    ช่ังตัวอยางกลามเนื้อสันนอก ไหล และสะโพก ที่บดแลว 10 กรัม เติมน้ํากลั่น 70 
มล.                                              

2.    ปนผสมใน blender  ประมาณ 15 นาที 
3.    เทใสใน distillation flask แลวลาง blender ดวยน้ํากลั่นอีก 30 มล. 
4.    เติม 4 M HCl 2.5 มล.          
5.    เติม anti-foaming agent  1-2 หยด 
6.    ตอ distillation flask เขากับชุดกลั่น แลวกล่ันจนไดของเหลวประมาณ 50 มล. 
7.    ปเปตสารละลายที่กล่ันได 5 มล. แลวเติม TBA solution 5 มล. 
8.    ตมในน้ําเดือด 35 นาที ทิ้งไวใหเย็นเปนเวลา 10 นาที            
9.    วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 538 นาโนเมตร 
10. คํานวณคา TBARS จากสูตร         

 
 
 หมายเหตุ :  หลอด blank เติมน้ํากลั่น 5 มล. และ TBA solution 5 มล. 

 
 2.8 การวิเคราะหหาปริมาณคอเลสเตอรอล (Adapted from Jung et al., 1975) 

1. นําไขมันที่สกัดจากกลามเนื้อสันนอก ไหล และสะโพก โดยวิธีการของ AOAC 
(1995) มาละลายดวย 2-propanol เตรียมใหมีความเขมขน 50 มก./มล. 

2. ดูดสารละลายไขมัน ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใสในหลอดทดลองขนาด 25 มล. 
3. เติม alcoholic KOH 10 มล.  แชใน water bath อุณหภูมิ 45 °C เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 

ตั้งทิ้งไวใหเย็น 
4. เติม petroleum ether 5 มล. เขยาใหเขากันดวย vortex mixture 
5. เติมน้ํากลั่น 5 มล.  เขยาใหเขากันดวย vortex mixture ตั้งทิ้งไวใหแยกชั้น 

TBARS (mg malondialdehyde/kg sample) = 7.8 x O.D.  
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6. เก็บสวนที่ละลายในชั้น petroleum ether แลวนําไประเหยแหงใน water bath ที่
อุณหภูมิ 65 °C 

7. เติม ferric acetate/uranyl acetate 5 มล. เขยาอยางแรงดวยเครื่อง vortex mixture 
8. ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 2,700 รอบ/นาที นาน 5 นาที 
9. เตรียมหลอดอานขนาด 13 x 100 มม. ชุดใหม แลวเติม sulfuric acid reagent หลอด

ละ 2  มล. 
10. ดูด supernatant จากหลอดในขอ 8 มา 3 มล. ใสในหลอดอานที่เติม sulfuric reagent 
11. ผสมใหเขากันทันทีดวย vortex mixer อยางนอย 20 วินาที ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง  

15 นาที 
12. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร โดยใชหลอด blank อานคา

เปนศูนย 
 

 สูตรในการคํานวณหาปริมาณคอเลสเตอรอล    
 

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

   

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

 
 2.9 การวิเคราะหหาปริมาณไตรกลีเซอไรด (Adapted from Biggs  et  al., 1975) 

1.    สกัดไขมันตามวิธีของ AOAC (1995) 
2.    เตรียมไขมันที่สกัดได ใหมีความเขมขน 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 40mM sulfuric acid  จํานวน 1 มล. 
7.    ผสมใหเขากันดวย vortex mixture 20 วินาที  ตั้งทิ้งไว 5 นาที จนแยกชั้น 
8.    เตรียมหลอดทดลองอีกชุด แลวเติม sodium alkoxide 2 มล.  
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9.    ดูดสารละลายที่แยกชั้นสวนบนในขอ 7 มา 0.2 มล.ใสในหลอดขอ 8  ผสมใหเขา
กันดวย vortex mixture นําเขาตูอบที่อุณหภูมิ 60  °C เปนเวลา 5 นาท ีนาํออกมาเตมิ 
sodium periodate อีก 1 มล. 

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

11. ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ 420 นาโนเมตร 
 

สูตรในการคํานวณหาปริมาณไตรกลีเซอไรด 
 

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

 2.10 องคประกอบกรดไขมัน (fatty acid profile) 
  ประกอบดวย 3 ขั้นตอน ไดแก การสกัดไขมัน การเตรียม  fatty acid methyl ester (FAME) 
และการวิเคราะหดวยเครื่อง Gas chromatography (GC)โดยบดกลามเนื้อสันนอก ไหล และสะโพก ทํา
การสกัดไขมันจากกลามเนื้อตัวอยาง (Folch et al., 1957) โดยมีวิธีการ ดังนี้ 
 

         ขั้นตอนที่ 1 การสกัดไขมันจากตัวอยาง (Folch et al., 1957) 
1.     ช่ังตัวอยางเนื้อที่บดแลว 5 กรัม ใสลงในขวดกนกลม (round bottom flask)   ขนาด 

100 มล.            
2.     เติม chloroform:methanol (2:1) ปริมาตร 60 มล. เขยาอยางแรงเพื่อใหเกิดการสกัดที่

สมบูรณ 
3.     กรองผานกระดาษกรอง Whatman No. 1  ลงใน flask 
4.     นํากากที่ไดมาสกัดตอดวย chloroform:methanol (2:1) อีกครั้ง แลวรวมสารละลาย

ที่กรองได           
5.     เติมน้ํากลั่น 0.2 เทา ของสารละลายที่กรองได ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวใหแยกชั้น 
6.     เก็บชั้นลางของสารละลายลงใน flask ที่ทราบน้ําหนัก แลวนําไประเหยแหงดวย 

water bath ที่อุณหภูมิ 70 °C  
7.     ช่ังน้ําหนักไขมันใน flask ที่ระเหยแหงแลว จากนั้นละลายไขมันดวย chloroform 

ใหไดความเขมขนเทากับ 30 มก./มล. 
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     ขั้นตอนที่ 2 การเตรียม fatty acid methyl ester (FAME) (Morrison and Smith, 1964)  
1. ดูดสารละลายที่สกัดได 1 มล. ใสลงในขวดกนกลม  (round bottom flask) ขนาด 

250 มล.  
2. เติม 0.5 M methanolic NaOH ปริมาตร 4 มล. เขยา 30 วินาที 
3. reflux จนไดสารละลายเปนเนื้อเดียวกัน ใชเวลาประมาณ 5 นาที ทิ้งใหเย็น 
4. เติม 20% boron-trifluoride in methanol จํานวน 5 มล. เขยา 30 วินาที 
5. reflux ตออีก 2 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็น 
6. เติมสารละลาย NaCl อ่ิมตัว 5 มล. เขยาใหเขากัน 
7. เติม Iso-octane (2, 2, 4-trimethylpentane) 2 มล. เขยาใหเขากัน 30 วินาที ทิ้งไว ให

แยกชั้น 
8. เก็บสารละลายชั้นบน 1 มล. ใสใน microcentrifuge tube ที่มี sodium sulfate 

anhydrous ปริมาณ 1 มิลลิกรัม ปด microcentrifuge tube ใหสนิทเก็บรักษาไวใน
ตูเย็นเพื่อรอการวิเคราะหดวยเครื่อง Gas chromatography (GC) 

 

ขั้นตอนที่ 3 การวิเคราะหดวยเครื่อง Gas chromatography (GC) 
1. ดูดสารละลายที่ไดจากขั้นตอนที่ 2 ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ใสใน glass vial     

จากนั้นนํา glass vial ไปใสในชองสําหรับฉีดที่อยูในเครื่อง Gas chromatography 
(GC-2010, Shimadzy, Japan) และเลือกคําสั่งใหเครื่อง GC ทําการวิเคราะหหา
องคประกอบของกรดไขมัน ซ่ึงเครื่องจะทําการฉีดสารละลายโดยอัตโนมัติ โดย
เครื่อง GC มี condition ดังนี้ 
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2. คํานวณปริมาณกรดไขมนัแตละตัวจากสมการ 
Fatty acid (mg/100g 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) 
      

2.11 การวิเคราะหปริมาณคอลลาเจน (collagen analysis) (Hill, 1966; AOAC, 1996) 
 วิธีการวิเคราะหหาคาคอลลาเจนที่ละลายได และละลายไมได (soluble and insoluble 
collagen analysis) มีดังนี้ 
 

 ขั้นตอนการแยก (Hill, 1966) 
1. ช่ังตัวอยางกลามเนื้อสันนอก ไหล และสะโพกที่บดละเอียดแลว 4 กรัม ใสในหลอด 

homogenize ขนาด 30 มิลลิลิตร 
2. ใส strength ringer solution 8 มิลลิลิตร 
3. Homogenize ดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที 
4. ตมใน water bath อุณหภูมิ 77 °C นาน 70 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็น 1 ช่ัวโมง 
5. ปนเหวี่ยงที่ 5,200 รอบตอนาที นาน 26 นาที 
6. แยกสวน supernatant ใส Erlenmeyer flask ที่ 1 และสวน residue ใส Erlenmeyer flask 

ที่ 2 
 
ขั้นตอนการยอย (AOAC, 1996) 
1. เติมกรด sulfuric acid 7 N 30 มิลลิลิตร ลงใน Erlenmeyer flask ทั้ง 2 ที่เตรียมไวในขอ 

6 และปดดวยกระจกนาฬิกา 
2. อบที่อุณหภูมิ 105±1 °C นาน 16 ช่ัวโมง 
3. นําตัวอยางที่ไดจากการยอยใสลงใน volumetric flask ขนาด 500 มิลลิลิตร ปรับ

ปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 500 มิลลิลิตร 
4. กรองสารละลายผานกระดาษกรองลงใน Erlenmeyer flask 
5. ปเปตสารละลายจากขอ 4 มาใสลงใน volume flask ขนาด 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตร

ดวยน้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร 
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ขั้นตอนการทําใหเกิดสี (AOAC, 1996) 
1. ปเปตสารละลายที่ไดในขั้นตอนการยอย 2 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองขนาด 10 

มิลลิลิตร ตัวอยางละ 2 หลอด และทํา blank โดยการเติมน้ํากลั่น 2 มิลลิลิตร ใสใน
หลอดทดลอง 

2. เติม oxidant solution 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 20±2 
นาที 

3. เติม color reagent หลอดละ 1 มิลลิลิตร เขยาทันทีและปดฝาหลอดใหสนิท 
4. ตมใน water bath อุณหภูมิ 60±0.5 °C นาน 15 นาที 
5. ทําหลอดใหเย็นโดยการเปดน้ําใหไหลผาน 3 นาที 
6. ทําหลอดใหแหงโดยการเช็ดหรือตั้งทิ้งไว 
7. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 558 นาโนเมตร 
 
สูตรในการคํานวณหาปริมาณคอลลาเจน 
สมการ standard curve ดังนี้ h = (y+0.0719)/0.0457 
  H (กรัม/100 กรัม) = (2.5 x h)/mv 
 
y = คาการดูดกลืนแสงของตัวอยาง 
h = ความเขมขนของ hydroxyproline (ไมโครกรัม/2 มิลลิลิตร) 
H = ปริมาณ hydroxyproline (กรัม/100 กรัม) 
m = น้ําหนักตัวอยาง (กรัม) 
v = ปริมาตรสารละลายตัวอยางที่ดูดมาทําละลาย (มิลลิลิตร) 
ปริมาณคอลลาเจนที่ละลายได = H ของคอลลาเจนที่ละลายได x 7.52 
ปริมาณคอลลาเจนที่ไมละลาย = H ของคอลลาเจนที่ไมละลาย x 7.25 
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3. การวิเคราะหทางสถิติ 
วิเคราะหความแปรปรวนตามแผนการทดลองและเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ย

ระหวางกลุมดวยวิธี Tukey’s W-Procedure โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป SAS for Windows version 
6.12 (SAS, 1990) 

 
4. สถานที่ทําการวิจัยและรวบรวมขอมูล 

1. สถานีพัฒนาอาหารสัตวเลย อ. วังสะพุง จ. เลย 
2. ศูนยวิจัยและบํารุงพันธุสัตวตาก อ. เมือง จ. ตาก 
3. หองปฏบิัติการภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
4. หองปฏิบัติการกลาง คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
5. หองปฏิบัติการกลางคณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

 
5. ระยะเวลาในการทําวิจัย 
 ระยะเวลาประมาณ 18 เดือน 
 

  
 
 

 
  


