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ลักษณะเปลี่ยนแปลงระยะความสุกโดยใชสีผิวของเปลือกกลวย เปนเกณฑ  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพภาคผนวกที่ 1  การเปลี่ยนแปลงสีผิวของเปลือกกลวยตามระยะการสุก 7 ระยะ 
ที่มา: เบญจมาศ (2545) 

ระยะที่ 1 

ระยะที่ 2 

ระยะที่ 3 

ระยะที่ 4 

ระยะที่ 5 

ระยะที่ 6 

ระยะที่ 7 
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การตรวจสอบคุณภาพทางเคมี 

 
1 ความชื้น (AOAC, 2000 หมายเลข 925.10) 
 

นํากระปองอะลูมิเนียม และฝาไปอบที่อุณหภูม1ิ30 องศาเซลเซียส นาน 1  ช่ัวโมง ทิง้ใหเย็นใน
เดซิเคเตอร นําไปชั่งน้ําหนกัจนมีคาแนนอน ช่ังตัวอยางแปงที่บดละเอียด น้ําหนัก 3 กรัม ลงใน
กระปองอะลูมเินียม จดน้ําหนักที่แนนอน ปดฝาอบแลวนําไปอบพรอมฝาในตูอบทีอุ่ณหภูมิ 130 
องศาเซลเซียส นาน 1  ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาที่กําหนดทําการปดฝาแลวนํามาทิ้งใหเยน็ในเดซิเคเตอร 
ช่ังน้ําหนกักระปองอะลูมิเนยีมพรอมฝา คํานวณปริมาณความชื้นดังสมการ 
  

 
 
2 ปริมาณโปรตนี (Kjeldahl method)  (ดัดแปลงจาก AOAC., 2000 หมายเลข 979.09) 
 

การวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนโดยใชชุดวิเคราะหยีห่อ Buchi 
 

2.1. สารเคมี 
 

2.1.1. กรดซัลฟวริกเขมขน 
2.1.2. สารเรงปฏิกิริยา (ผสมโพแทสเซียมซัลเฟต (K2SO4) 10 กรัมกับ 

 คอปเปอรซัลเฟต  
2.1.3. (CuSO4.5H2O) 0.5 กรัม) 
2.1.4. โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขนรอยละ 32 
2.1.5. กรดบอริกรอยละ 2 เตรียมโดยใชน้ํารอน 
2.1.6. อินดิเคเตอร (ผสมเมทิลเรด 0.02 กรัม และโปรโมครีซอลกรีน  

 0.1 กรัมใน เอทานอล 100 มิลลิลิตร) 
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2.2. วิธีวิเคราะห 

  
ช่ังตัวอยางใหไดน้ําหนักแนนอนประมาณ 0.5 – 1 กรัม ลงในหลอดยอยโดย 

ไมใหเปอนขางหลอด ใสสารเรงปฏิกิริยาและลูกแกวกนัเดือด เติมกรดซัลฟวริกเขมขน 20-25 
มิลลิลิตร ปดฝาหลอดยกใสเตายอย ตอสายชุดจับไอกรด ยอยจนไดสารละลายใส ยกออกจากเตา
ยอยทิ้งใหเย็น เติมน้ํากลั่น 75 มิลลิลิตร ( 3 เทาของกรด) นาํไปกลั่น โดยเติมโซเดียมไฮดรอกไซด3 
เทาของกรด หลังเติมเบสสารละลายจะเปลี่ยนเปนสีน้าํตาล ใชเวลากลั่น 3 นาที รองรับสั่งที่กล่ันได
ในขวดรูปชมพูที่บรรจุกรดบอริกรอยละ 2 ปริมาตร 60 มิลลิลิตร ซ่ึงหยด อินดิเคเตอร 2 – 3 หยด จะ
ไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปไทเทรตกับกรดซัลฟวริกมาตราฐาน 0.1 นอรแมล จนสารละลาย
เปลี่ยนเปนสีเทา บันทึกปรมิาตรกรดที่ใชในการไทเทรตน้ําไปคํานวณรอยละของไนโตรเจน ดัง
สมการ  
  

 
 
โดย V = ปริมาตรของกรดที่ใชไทเทรต (มิลลิลิตร) 
 N = ความเขมขนของกรดมาตราฐาน (นอรแมล) 
 14.00 = น้ําหนกัอะตอมของไนโตรเจน(กรัม) 
 

และคํานวณปริมาณโปรตีน (รอยละ) ดังสมการ 
 

 
 
3 ปริมาณไขมัน (ดัดแปลงจาก AOAC (2000) หมายเลข 920.39) 
 

การวิเคราะหปริมาณไขมันโดยใชชุดวิเคราะหยีห่อ Tecator รุน 1043 Soxtec System HT6 
เปดเครื่องทําน้าํเย็นใหมีอุณหภูมิต่ํากวา 15 องศาเซลเซียส เปดสวิตชใหน้ําไหลเขาเครื่องสกัดตั้ง
อุณหภูมิที่เครือ่ง thermostatic cut – out เทากับ 100 องศาเซลเซียสโดยยงัไมตองเปดสวิทชหลัก ช่ัง
ตัวอยางใหไดน้ําหนกัแนนอนใสในทิมเบลิ (timble) 5 กรัม โดยรูน้ําหนักที่แนนอน เล่ือนปุม
บังคับทิบเบิลอยูในตําแหนง boiling นําทิมเบิลใสในชองสกัดแลวนําทีใ่สทิมเบิล (timble hoder) 
ออก จากนัน้เลื่อนปุมบังคับมาที่ตําแหนง rinsing ช่ังน้ําหนักถวยสกัด (extraction cup) ที่ผานการ
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อบแหงแลวเตมิแอซีโตนลงในถวยสกัดประมาณ 50 มิลลิลิตร แลวนําถวยสกัดใสในชองสกัดดวยที่
ใสถวยสกัด (extraction cup hoder)  แลวเล่ีอนคันโยกทางดานซายมือของเครื่องสกัดลง เร่ิมสกัด
โดยเล่ือนปุมบงัคับทิมเบิลใหอยูในตําแหนง boiling เปดกอกตัวทําละลาย เปดสวิทชหลักที่เครื่อง 
thermostatic cut-out และตั้งเวลาสกัด 30นาที เมื่อครบเวลาเลื่อนปุมบังคับทิมเบิลใหอยูในตําแหนง 
rinsing เปนเวลา 30 นาท ีเมื่อครบเวลาทําการระเหยตัวทําละลายเพื่อนํากลับมาใชใหม โดยปดกอก 
เล่ือนปุมระเหย (evaporation) ลง เปดไวประมาณ 10 นาที จากนั้นเลื่อนคันโยกทางดานซายมือของ
เครื่องสกัดขึ้น นําถวยสกดัออก และใสทิมเบิลใสลงในชองสกัด เล่ือนปุมบังคับไปตําแหนง boiling 
นําทิมเบิลออกจากชองสกัด และนําถวยสกดัไปอบ และใสในเดซิเคเตอร และชั่งน้ําหนัก เพื่อหา
น้ําหนกัของไขมันที่สกัดได ดังสมการ 
 

 
 
4 ปริมาณเถา (ดดัแปลงจาก AOAC (2000) หมายเลข 923.03) 
 

ช่ังตัวอยางใหไดน้ําหนักแนนอน 5 กรัม ใสในถวยกระเบื้องเคลือบที่เผาและชั่ง 
น้ําหนกัที่แนนอนแลว นําไปเผาดวยไฟออน ๆ  จนหมดควัน แลวนํามาเผาในเตาเผาไฟฟาที่
อุณหภูมิ 550+- 20 องศาเซลเซียส นาน 2 –3 ช่ัวโมง จนกระทั่งไดเถาสขีาวหรือเทา นาํออกมาใสใน
เดซิกเคเตอร ทิ้งไวใหเย็นทีอุ่ณหภูมิหอง แลวช่ังน้ําหนกั จากนั้นเผาตวัอยางซ้ํานานครั้งละ 30 นาที 
จนไดน้ําหนักตางกันไมเกิน 1 มิลลิกรัม จดน้ําหนกัที่นอยที่สุด ถือเปนน้าํหนักของดวยกระเบื้อง
เคลือบและตัวอยางที่เผาจนไดน้ําหนักคงที่ เพื่อหาน้ําหนกัของเถาในตวัอยาง ดังสมการ  

 
 
โดย W1 คือ น้ําหนกัของจานกระเบื้องเคลือบหลังจากเผาจนไดน้ําหนักคงที่ (กรัม) 
 W2 คือ น้ําหนกัของจานกระเบื้องเคลือบหลังจากเผาจนไดน้ําหนักคงที ่

และตัวอยางกอนอบ 
 W3 คือ น้ําหนกัของจานกระเบื้องเคลือบหลังจากเผาจนไดน้ําหนักคงที่และตวัอยาง

หลังอบ (กรัม)      
 
5  การหาปริมาณสตารชท่ีเกิดความเสียหาย (starch damage) 
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ใชชุดตรวจสอบของบริษัทเมกะไซม อินเทอรเนชันแนล ไอแลนด จํากดั (Magazyme 

International Ireland Ltd.,) 
 
5.1. เครื่องมือและอุปกรณ 

 
5.1.1 หลอดทดลองกนกลมขนาด 16×100 มิลลิเมตร หรือมีขนาดบรรจุ  

 12 มิลลิลิตร  
5.1.2 ไมโครปเปต ขนาด 100 ไมโครลิตร  
5.1.3 หลอดทดลองขนาดเล็กที่มีฝาปด ขนาด 1.2, 5 และ 50 มิลลิลิตร 
5.1.4 เครื่องหมุนเหวี่ยงขนากเล็ก (bench centrifuge) 
5.1.5 เครื่องชั่งแบบละเอียด 
5.1.6 สเปกโตรโฟโตมิเตอร (spectronic 22) 
5.1.7 อางน้ําควบคุมอุณหภูม ิ
5.1.8 นาฬิกาจับเวลา 

 
5.2. สารเคมี 

 
5.2.1 รีเอเจนท 

 
ก) สารละลายโซเดียมแอซิเตทบัฟเฟอร ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร (mM)  

(Sodium acetate buffer) ในแคลเซียมคลอไรด (CaCl2) เตรียมโดย ปเปตกรดเกลเชยีลลวน (glacial 
acetic acid) 5.7 มิลลิลิตร ลงในน้ํากลั่นปริมาตร 900 มิลลิลิตร ปรับความเปนกรด-ดางใหมี
คาประมาณ 5.0 โดยเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)ที่มีความเขมขน 2 โมลาร จากนั้น
เติมแคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) 0.74 กรัม ปรับปริมาตรสารละลายทั้งหมดใหเปน 1 
ลิตร เก็บสารละลายไวในภาชนะบรรรจุมดิชิด ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
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ข) กรดซัลฟูริก เจือจาง (H2SO4 dilution) ความเขมขนรอยละ 0.2 โดยปริมาตร 
ตอปริมาตร เตรียมโดยปเปตกรดซัลฟูริกเขมขน 2.0 มิลลิลิตร ลงในน้ํากลั่นปริมาตร 998 มิลลิลิตร 
เก็บในอณุหภมูิหอง 
 

5.2.2 เอนไซมและสารเคมีในชุดตรวจสอบ 
 

ก) เอนไซมฟงกัล แอลฟาแอมิเลส (fungal α-amylase) ละลายเอนไซมดวย 
สารละลายโซดียมแอซิเตทบัฟเฟอร (รีเอเจนท ก1)) ใหมีปริมาตรรวมทั้งหมด 20 มิลลิลิตร ทําให
สารละลายเปนเนื้อเดยีวกัน ระวังการเกิดฟอง และแบงเอนไซมใสหลอดทดลองขนาดเล็กที่มีฝาปด
หลอดละ 1.0 มิลลิลิตร เก็บไวในอุณหภูมเิยือกแข็ง (ประมาณ -20 ถึง -37 องศาเซลเซียส) 

ข) เอนไซมแอมิโลกลูโคซิเดส (amyloglucosidase) ทําละลายเอนไซมทั้งหมด 
ดวยสารละลายโซเดียมแอซิเตทบัฟเฟอร (รีเอเจนท ก1)) ทําใหละลายเปนเนื้อเดยีวกนั แบงใส
หลอดทดลองขนาดเล็กที่มีฝาปดสนิท หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร เก็บไวในอุณหภูมิเยือกแข็ง 
(ประมาณ -20 ถึง -37 องศาเซลเซียส) 

ค) สารละลายกลูโคสรีเอเจนทบัฟเฟอร เขมขน เตรียมโดยทาํละลายรีเอเจนท 
ทั้งหมดดวยน้าํกลั่น และปรบัปริมาตรใหเทากับ 1 ลิตร 

ง) สารละลายกลูโคส ดีเทอรมิเนชัน รีเอเจนท (glucose determination  
Reagent, GOPOD reagent) เตรียมโดย ทําละลายรีเอเจนททั้งหมดโดยใชสารละลายกลูโคสรีเอ
เจนทบัฟเฟอร เขมขน (ข3))  เก็บในภาชะปดสนิทที่ 4 องศาเซลเซียส (เก็บได 2-3 เดอืน)หรือ -20 
องศาเซลเซีส (เก็บได 12 เดือน) 

จ) สารละลายมาตรฐานของกลูโคส 150 ไมโครกรัม ในกรดเบนโซอิก (benzoic  
acid) รอยละ 0.2 

ฉ) แปงสาลีตัวอยาง ที่ทราบปริมาณสตารชที่เกิดความเสียหายแลว 
 

5.3. วิธีการวิเคราะห 
 

5.3.1 ช่ังตัวอยางและแปงสาลีตัวอยาง 100 มิลลิกรัม โดยยอมรับใหมีความ 
5.3.2 คลาดเคลื่อนไดไมเกนิ ±10 มิลลิกรัม ลงในหลอดทดลองที่สามารถเขา 

เครื่องหมนุเหวี่ยงได ขนาด 12 มิลลิลิตร จากนั้นนาํไปบมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมทิี่ 40 องศา
เซลเซียส ระยะเวลาประมาณ 2-5 นาที 

4.3.3 นําหลอดสารละลายเอนไซม fungal α-amylase ที่แบงไวมาบมในอางน้ํา 
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ควบคุมอุณหภมูิที่ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5-10 นาที 
4.3.4 เติมสารละลายเอนไซม fungal α-amylase ลงในหลอดทดลองที่บรรจุ 

ตัวอยาง ขณะเติมใหเขยาแรง ๆ ทันที ใชเครื่องเขยา (vertex mix)  ใชเวลาในการเขยาตอตัวอยาง
ประมาณ 5 วนิาที จากนั้นนาํไปบมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที โดย
จับเวลาตั้งแตเติมเอนไซมลงไปในตวัอยาง และตองควบคมุใหทุกตัวอยางใชเวลาในการทําปฏิริยา
กับเอนไซมเทากับ 10 นาท ี

4.3.5 เติมกรดซัลฟูริก เจือจาง 8.0 มิลลิลิตร หลังจากนั้นนําไปหมุนเหวีย่ง โดย 
ใชความเร็มประมาณ 3,000 rpm (ประมาณ 1,000g) เปนเวลา 5 นาท ี

4.3.6 ปเปตสวนใสดานบน 0.1 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลอง (ทํา 2 ซํ้า)  
4.3.7 เติมเอนไซม amyloglucosidase 0.1 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 40 องศา 

เซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ี
4.3.8 เติมสารละลาย GOPOD 4.0 มิลลิลิตร และบมที่ 40 องศาเซลเซียส เปน 

เวลา 20 นาท ี
4.3.9 วัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร 

 
หมายเหต ุในแตละชุดของการทดลอง ตองทํารีเอเจนท แบลงค (reagent blank) และ 

สารละลายมาตรฐานของกลูโคส 150 ไมโครกรัม ดวยทกุครั้ง โดย 
1. รีเอเจนทแบลงค ประกอบดวย สารละลายโซเดียมแอซิเตทบัฟเฟอร 0.2  

มิลลิลิตรและสารละลาย GOPOD 4.0 มิลลิลิตร 
2. สารละลายมาตรฐานกลูโคส ประกอบดวยสารละลายโซเดียม  แอซิเตทบัฟเฟอร  

0.1 มิลลิลิตร, สารละลายของกลูโคสมาตรฐาน (150 ไมโครกรัม ในกรดเบนโซอิกรอยละ 0.2) 0.1  
มิลลิลิตร และสารละลาย GOPOD 4.0 มิลลิลิตร 
 

5.4. การคํานวณปริมาณสตารชที่เกิดความเสียหาย 
 

รอยละของปริมาณสตารชที่เกิดความเสียหาย  
                        

 
เมื่อ       
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                      น้ําหนกัของตวัอยางที่เปนน้าํหนักแหงในหนวยมิลลิกรัม 

 
 

 
6 การหาปริมาณ resistant starch 

 
ใชชุดตรวจสอบของบริษัทเมกะไซม อินเทอรเนชันแนล ไอแลนด จํากดั (Magazyme 

International Ireland Ltd.,) 
 
6.1 เครื่องมือและอุปกรณ 
 

6.1.1. เครื่องบด โดยตัวอยางที่บดตองสามารถรอนผานตะแกรงขนาด  
1.0 มิลลิเมตรได 

6.1.2. เครื่องบด โดยตัวอยางที่บด ตองสามารถรอนผานตะแกรงขนาด  
4.5 มิลลิเมตร 

6.1.3. เครื่องหมุนเหวี่ยงขนาดเล็ก 
6.1.4. shaking water bath 
6.1.5. water bath 
6.1.6. vortex mixer 
6.1.7. magnetic stirrer 
6.1.8. magnetic stirrer bar ขนาด 5×15 มิลลิเมตร 
6.1.9. pH meter 
6.1.10. นาฬิกาจับเวลา 
6.1.11. เครื่องชั่ง ความละอียด 0.1 มิลลิเมตร 
6.1.12. spectrophotometer 
6.1.13. ไมโครปเปต ขนาด 100 μl. 
6.1.14. หลอดทดลองแบบมีฝาปด (screw cap tube) ขนาด 16×125 มิลลิเมตร 
6.1.15. หลอดทดลอง ขนาด 16×100 มิลลิเมตร 
6.1.16. lunch box และ plastic rack 
6.1.17. Thermometer 
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6.1.18. volume metric flask ขนาด 100, 200, 500 มิลลิลิตร, 1 และ 2 ลิตร 
 

6.2. สารเคมี 
 

6.2.1.  รีเอเจนท 
 

ก) สารละลายบัฟเฟอร โซเดียมมาลิเอท ความเขมขน 0.1 โมลาร pH  
6.0 เตรียมโดย ทําละลายกรดมาลิอิค 23.2 กรัม ดวยน้ํากลัน่ปริมาตร 1,600 มิลลิลิตร ปรับ pH เปน 
6.0 ดวย โซเดยีมไฮดรอกไซด 4 โมลาร (โซเดียมไฮดรอกไซด 160 กรัมในน้ํากลั่น 1 ลิตร) เติม
แคลเซียมคลอไรด (CaCl2. 2H2O) 0.6 กรัม และ โซเดียมเอไซด 0.4 กรัม ปรับปริมาตรเปน 2 ลิตร 
เก็บที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส (เก็บไดนาน 12 เดือน) 

ข) สารละลายบัฟเฟอร โซเดียมแอซิเตท ความเขมขน 1.2 โมลาร pH  
3.8 เตรียมโดย เติมกรดเกลเชียลแอซิติก 69.6 มิลลิลิตร ในน้ํากลั่น 800 มิลลิตร และปรับ pH เปน 
3.8 ดวย โซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขน 4 โมลาร ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตรดวยน้ํากลั่น เก็บที่
อุณหภูมิหอง และเก็บไดนาน 12 เดือน 

ค) สารละลายบัฟเฟอร โซเดียมแอซีเตท ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร  
pH 4.5 เตรียมโดย เติมกรดเกลเชียลแอซิตกิ 5.8 มิลลิลิตร ในน้ํากลั่นปริมาตร 900 มิลลิลิตร ปรับ 
pH ใหเปน 4.5 ดวย สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 4 โมลาร ปรับปริมาตรใหเปน 1 
ลิตรดวยน้ํากลัน่ เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บไดนาน 2 เดือน 

ง) สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 2 โมลาร เตรียม 
โดย เติมโพแสเซียมไฮดรอกไซดจํานวน 112.2 กรัม ในน้ํากลั่น 900 มิลลิตร ทําใหละลายเปนเนื้อ
เดียวกัน ละปรับปริมาณใหเปน 1 ลิตร ดวยน้ํากลั่น 

จ) สารละลาย IMS ความเขมขนประมาณ 50 % (v/v) เตรียมโดย เจือ 
จางเอทธานอล (95% หรือ 99%) หรือ เจือจาง industrial methylated spirits (IMS) จํานวน 500 
มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่นใหไดปริมาตร เทากับ 1 ลิตร เก็บในภาชนะที่ปดสนิท และเก็บที่อุณหภูมิหอง
ไดมากกวา 12 เดือน 

 
6.2.2.  เอนไซมในชดุทดสอบ 

 
ก) สารละลายเขมขนแอมิโลกลูโคซิเดส (AMG) จํานวน 12 มิลลิลิตร,  

3300 U/mL ใน 50 % กลีเซอรอล 
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ข) สารละลายแอมิโลกลูโคซิเดส ความเขมขน 300 U/ml เตรียมโดย 
เจือจางสารละลายเขมขน แอมิโลกลูโคซิเดส 2 มิลลิลิตร (สารละลายขอ 5.2.2 ก) ) ดวยสารละลาย
บัฟเฟอรโซเดียมมาลิเอท pH 6.0 (สารละลายขอ 5.2.1 ก) ) จํานวน 20 มิลลิลิตร แบงลงในหลอด
ขนาดเล็ก หลอดละ 5 มิลลิลิตร เก็บในอณุหภูมแิชเยือกแข็ง สารลลายที่เตรียมไดจะมคีวามคงทนตอ
การแชเยือกแข็ง และเก็บไดมากกวา 5 ป ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

ค) เอนไซมแพนครีติก แอลฟาแอมิเลส (pancreatic α-amylase) ความ 
เขมขน 10 mg/ml เตรียมโดย ทําละลายเอนไซม 1 กรัมในสารละลาย โซเดียมมาลิเอท pH 6.0 (ขอ 
5.1.1 ก) ) จํานวน 100 มิลลิลิตร และคนเปนเวลา 5 นาที เติมสารละลาย AMG (ขอ 5.2.2 ก) ) 
จํานวน 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันโดยนําไปหมุนเหวีย่งทีค่วามเร็วรอบมากกวา 1,500 g เปนเวลา 10 
นาที ใชสวนใสที่อยูดานบน โดยสารละลายนี้เตรยีมในวนัที่จะทําการทดสอบเทานั้น  

ง) กลูโคสออกซิเดส–เปอรออกซิเดส-แอมิโนแอนไทไพรีน  
(GOPOD) เตรียมโดยทําละลายสารละลายบัฟเฟอรเขมขน(ในชุดที่มีให) ใหไดปริมาตร 1 ลิตร ใช
บางสวนของสารละลายนี้ละลายละลาย GOPOD ในชุดที่เปนสารผสมแหง ถายลงใน volumetric 
flask ขนาด 1 ลิตร ที่มีสารละลายบัฟเฟอรอยู สารละลายนี้จะมีความคงตัว 2-3 เดือน เมื่อเก็บที่ 4 
องศาเซลเซียส หรือ มีความคงตัวมากกวา 2 ป เมื่อเก็บที่ -20 องศาเซลเซียส 
 

6.2.3.  สารเคมีเพิ่มเติม 
 
ทําละลาย โพแทสเซียม ไดไฮโดรเจน ออรโทฟอสเฟส 136 กรัม โซเดียม- 

ไฮดรอกไซด 42 กรัม และกรด 4-ไฮดรอกซีเบนโซอิค 30 กรัม ในน้ํากลั่น 900 มิลลิลิตร ปรับ pH 
เปน 7.4 ดวย สารละลายกรดไฮโดรคลอริก 2 โมลาร และ สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 2 โมลาร 
ปรับปริมาตรสารละลายใหเปน 1 ลิตร และเติมโซเดยีมเอไซด 0.4 กรัม ผสมใหเขากัน สารละลาย
บัฟเฟอรเขมขนนี้จะมีความคงตัวมากกวา 3 ป เมื่อเก ็4 องศาเซลเซียส 
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6.3. การเตรียมตวัอยาง 

 
บดตัวอยางประมาณ 50 กรัม รอนผานตะแกรงที่มีความละเอียดขนาด 4.5 มิลลิเมตร  

ตรวจสอบความชื้นของตัวอยาง กอนทําการตรวจสอบปริมาณ resistant starch ตามวธีิของ AOAC 
หมายเลข 925.10 
 

6.4. การตรวจสอบหาปริมาณ resistant starch 
 
ก) Hydrolysis and solubilisation of non-resistant starch. 

 
1) ช่ังตัวอยางใหมีน้ําหนกั 100 มิลลิกรัม (+ 5 มิลลิกรัม) ลงในหลอดทดลองที่ 

มีฝาปด พยายามอยาใหตัวอยางติดที่ขางหลอด 
2) เติม pancreatic α-amylase ที่มี AMG แลว จํานวน 4 มิลิลตร 
3) ปดฝาใหแนน ผสมใหเขากันบน vortex mixer  
4) incubate ตัวอยางในอางน้ําควบคุมอุณหภมูิแบบเขยาได โดยใชอุณหภมูิ 37  

องศาเซลเซียส และมกีารเขยาตลอดเวลา (ประมาณ 200 stroke ตอนาที) เปนเวลา 16 ช่ัวโมง 
5) นําหลอดทดลองออกจากอางน้ําควบคุมอณุหภูมิ เติมเอทธานอล (99%) 4.0  

มิลลิลิตร พรอม ๆ กับเขยาแรง ๆ บน vortex mixer 
6) นําหลอดทดลองไปหมุนเหวี่ยง (เปดฝา) ที่ความเร็วรอบ 1,500 g เปนเวลา  

10 นาที 
7) เทสวนใสดานบนออกอยางระมัดระวัง ทําละลายสวนทีต่กตะกอนอีกครั้ง  

ดวยเอทธานอล 50% 2 มิลลิลิตร เขยา และนําไปหมุนเหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็วรอบ 1,500g เปนเวลา 
10 นาที 

8) ทําซ้ําขั้นตอนที่ 7) อีกครั้ง 
9) เทสวนใสดานบนออกอยางระมัดระวัง คว่ําหลอดทดลองบนกระดาษทีดู่ด 

ซับความชื้นได 
 

ข) วัดปริมาณ resistant starch 
 
1) ใสแทงแมเหล็ก และเติมสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซดจํานวน 2  
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มิลลิลิตร ทําการเขยาสารละลายบนเครื่องกวนแบบแมเหล็กไฟฟา โดยใหตัวอยางอยูใน lunch box 
ที่มีน้ําแข็ง และคนเปนเวลา 20 นาที 

2) เติมสารละลายบัฟเฟอรโซเดียมแอซิเตท จํานวน 8 มิลลิลิตร ในขณะที่ยงัมี 
การคนอยูบน magnetic stirrer จากนัน้เติม AMG 0.1 มิลลิลิตรทันที เขยาใหเขากัน จากนั้นนาํหลอด
ทดลองใสในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ ที่มีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที และนํา
ออกมาเขยาเปนระยะ 

3) คอย ๆ ถายเทตัวอยางในหลอดทดลอง ใสใน volumetric flask และนํา  
magnetic bar ออก ลางสารละลายในหลอดทดลองออกใหหมด ดวยน้ํากลั่น ปรับปริมาณใหเปน 
100 มิลลิลิตร นําสารละลายไปมุนเหวี่ยงทีค่วามเร็วรอบ 1,500g เปนเวลา 10 นาที 

4) ดูดสารละลายที่หมุนเหวีย่ง 0.1 มิลลิลิตร (สองครั้ง) ลงในหลอดทดลอง  
และเติม GOPOD จํานวน 3.0 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปบมที่ 50 องศาเซลเซยีส ในอางน้าํควบคุม
อุณหภูมิ เปนเวลา 20 นาท ี

5) วัดคาการดดูกลืนแสงของตัวอยาง ที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร 
 

ค) Measurement of Non-Resistant (Solubilised) Starch. 
 

1) รวมสวนใสทัง้หมดจากขอ ก) 7, 8 และ 9 ปรับปริมาตรใหเปน 100  
มิลลิลิตร ดวยสารละลายบัฟเฟอรโซเดียมแอซิเตท pH 4.5 เขยาใหเขากัน 

2) เติมสารละลายเจือจางของแอมิโลกลูโคซิเดส ในสารละลายโซเดียม 
มาลิเอท pH 6.0 ปริมาตร 10 μl. บมที่ 50 องศาเซลเซยีสในอางน้ําควบคมุอุณหภูมิ เปนเวลา 20 นาที 

3) วัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร 
4) นําคาตาง ๆ คํานวณหาปริมาณ resistant starch 

 
ง) การคํานวณหาปริมาณ resistant starch 

 

ปริมาณ resistant starch หาไดจากสมการ ดังนี ้
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เมื่อ ΔE คือ คาการดูดกลืนแสงที่อานไดที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร 

 F คือ คา factor ของการเปลี่ยนหนวยเปนไมโครกรัมของกลูโคส ในสารละลาย 
GOPOD 

 W คือ น้ําหนกัแหงของตัวอยาง 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพภาคผนวกที่ 2  ลักษณะการคนตัวอยางใน lunch box ที่บรรจุน้ําแข็งบน magnetic stirrer 
 
7.  การคํานวณหารอยละการเกิดรีโทรเกรเดชัน 
 
รอยละการเกดิรีโทรเกรเดชัน =  คาพลังงานการสลายพันธะของการเกดิเจลาทิไนเซชัน × 100 

คาพลังงานการสลายพันธะของการเกิดรีโทรเกรเดชัน 
 
8.  การตรวจวัดความคงทนตอการคืนรปูจากการแชเยือกแข็งของแปงและสตารช โดยวิธีการเหวี่ยง 
แยก (Centrifugation method) (ดัดแปลงจาก Yuan and Thompson, 1998) 
 
 เตรียมสารละลายตัวอยางแปง และสตารชกลวยที่มีความเขมขน 10% โดยน้ําหนัก จากการ
เตรียมเจลที่ไดจากเครื่องวดัความหนดือยางรวดเร็ว ถายเจลใสหลอดเอพเพนดอรฟ (Eppedorf tube) 
ที่ทราบน้ําหนกัแนนอน ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ช่ังน้ําหนักหลอดรวมกับตัวอยางกอนนาํไปแชเยือก
แข็งที่อุณหภูม ิ-180ซ เปนเวลา 22 ช่ัวโมง นําออกมาทําใหละลายที่อุณหภูมิ 300ซ เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
แลวนําไปเขาเครื่องเหวี่ยงแยกดวยความเร็วรอบ 8,000g เปนเวลา 10 นาที แยกน้ําออก และชั่ง
น้ําหนกัหลังจากที่แยกน้ําออกแลว ทดลองเชนนี้เปนจํานวน 5 คร้ัง และคํานวณหารอยละของการ
บีบน้ํา (%syneresis) 
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 การบีบน้ํา (%) = ((B-C)/(B-A))x100 
 
 เมื่อ  A คือ น้ําหนกัของหลอดเอพเพนดอรฟเปลา 
  B คือ น้ําหนกัของหลอดเอพเพนดอรฟที่มีตัวอยาง 
  C คือ น้ําหนกัของหลอดเอพเพนดอรฟที่มีตัวอยางหลังจากเหวีย่งแยก 

น้ําออกไปแลว 
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ภาคผนวก ค 
การตรวจสอบคุณภาพทางกายภาพ 
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การตรวจสอบคุณภาพทางกายภาพ 
 
การคํานวณคาดัชนคีวามขาว (ดัดแปลงจาก Lee et al., 1999) 
 
 คาดัชนีความขาวของตัวอยาง คํานวณไดจาก การนําคาสทีี่วัดโดยระบบ hunter (L, a และ 
b) มาคํานวณโดยใชสูตร  
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ภาคผนวก ง 
การตรวจสอบคุณภาพทางเคมีเชิงฟสิกส 
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การตรวจคุณภาพทางเคมีเชิงฟสิกส 

 
1. ลักษณะความหนืดจากเครื่องวิเคราะหความหนืดแบบรวดเร็ว (ดัดแปลงจาก AACC, 2000) 
  

ช่ังน้ําหนกัแปงตัวอยางที่คิดเปนน้ําหนักแหงใหมีความเขมขนรอยละ 7, 8, 9, 10 และ 12 
ใสลงในกระบอกสําหรับวิเคราะหที่มีน้ํากลั่น (ที่ไดจากการคํานวณน้ําหนักตวัอยาง) ประมาณ 25-
26 มิลลิลิตรบรรจุอยู ใชใบพัดกวนใหแปงกระจายตัวอยางรวดเร็ว นํากระบอกใสเขาเครื่อง
วิเคราะหความหนืดแบบรวดเร็ว วิเคราะหคาความหนดืตามคูมอืการใชเครื่อง  
 
สภาวะการตรวจสอบ 
 
 อุณหภูมิเร่ิมตน   50 องศาเซลเซียส   เวลานาน 1.0 นาที 
 อุณหภูม ิ 50 – 59 องศาเซลเซียส   เวลานาน 4.0 นาที 
 อุณหภูม ิ 95 องศาเซลเซียส   เวลานาน 5.0 นาที 
 อุณหภูมิ  95 – 50 องศาเซลเซียส   เวลานาน 4.00 นาที 
 อุณหภูม ิ 50 องศาเซลเซียส    เวลานาน 6.00 นาที 
       รวมเวลา 20.00 นาที 
  
 เครื่องวิเคราะหความหนืดแบบรวดเร็ว ใชประเมินคุณภาพของผลิตภัณฑที่จําเปนตอง
พิจารณะจากความหนดืของผลิตภัณฑนัน้ขณะใหความรอน โดยสามารถเปลี่ยนระดับอุณหภูมิได
อยางแมนยํา แนนอน และสามารถรักษาอุณหภูมใิหคงที่ การประเมินสมบัติความขนหนืด (pasting 
properties) ดวยเครื่องวิเคราะหความหนดืแบบรวดเรว็ สตารชจะเปลี่ยนไปเปนเจลมีผลทําใหความ
หนืดสูงขึ้น โดยการควบคุมใหอยูสภาวะอณุหภูมิสูงภายใตแรงเฉือนคาหนึ่ง ทําใหทราบความ
เสถียรของตัวอยางที่ทดสอบ หลังจากนัน้ทําใหผลิตภณัฑเย็นตวัลง เพือ่แสดงถึงคาเซตแบคระหวาง
การเปลี่ยนเปนเจล คาที่ไดจากเครื่องวิเคราะหความหนดืแบบรวดเร็ว ไดแก 
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ก) ความหนดืสูงสุด (Peak viscosity)  คือ ความหนืดสูงสุดของการเปลี่ยนเปน 
ลักษณะหนดืขนในชวงอุณหภูมิเร่ิมตนถึงอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส  
 

ข) ความหนดืต่ําสุด (trough) คือ ความหนดืต่าํสุดระหวางการทําใหเยน็ ในชวง 
อุณหภูมิ 95- 50 องศาเซลเซียส หนวยเปนองศาเซลเซียส  
 

ค) ความหนดืลดลง (break down) คือ คาความแตกตางระหวางความหนดืสูงสุดและ 
ความหนดืต่ําสุด มีหนวยเปนเซนติพอยส 
 

ง) ความหนดืคืนตัว (set back) คือ ความหนดืที่สูงขึ้นหลังจากเบรคดาวนเนื่องจาก 
อุณหภูมิต่ําลงและโมเลกุลของสตารชเร่ิมยึดเหนี่ยวกนัแข็งแรงขึ้น ไดจากผลตางของความหนดื
สุดทายกับความหนืดต่ําสุด ,มีหนวยเปนเซนติพอยส 
 

จ) ความหนดืสุดทาย (final viscosity) คือ คาความหนดืสุดทายเมื่อส้ินสุดการทดสอบ  
มีหนวยเปนเซนติพอยส 
 

ฉ) เวลาเกิดความหนืดสูงสุด (peak time) คือ เวลาที่เกิดความหนืดสูงสุด หนวยเปน 
นาที 
 

ช) อุณหภูมิเร่ิมเกดิความหนืด (pasting temperature) คือ อุณหภูมิที่เร่ิมมกีารเปลี่ยนคา 
ความหนดื หนวยเปนองศาเซลเซียส    
 
2. การวัดกําลังการพองตัว และการละลาย (ดัดแปลงจาก Bello-Perez, 1999) 
 

วิธีทดลอง 
  

ก) นําหลอดของเครื่องหมุนเหวีย่ง ลางทําความสะอาด อบใหแหง เก็บใน desiccators 
ข) ช่ังน้ําหนกัตัวอยาง ประมาณ 1.000 กรัมลงในหลอดเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ช่ังน้ําหนกัแลว 
ค) เติมน้ํากลั่น 36 กรัม เขาใหเขากันดวย vortex mixer 
ง) นําหลอดดังกลาวแชในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่มีอุณหภูมิ 55, 65, 75, 85 และ 95 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที นําออกมาเขยาทุก ๆ 5 นาที 
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จ) นําหลอดไปเขาเครื่องหมุนเหวีย่ง โดยใชความเร็วรอบประมาณ 1,500 g  
ฉ) ใชปเปตดูดสวนใสดานบนออกใส can อลูมิเนียมทีแ่หง และชั่งน้ําหนกัแลว 
ช) นําสวนใสไปอบที่อุณหภูมิ 130 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
ซ) ทิ้งใหเย็นใน desiccators  1 ช่ัวโมง แลวช่ังน้ําหนกั 
ฌ) คํานวนหาคาการละลาย และการพองตัวของตัวอยาง จากสมการ 

 
รอยละการละลาย = น้ําหนกัตัวอยางที่ละลายน้ํา × 100 

                              น้ําหนกัตวัอยางแหง 
 

กําลังการพองตัว = น้ําหนักตัวอยางเปยก × 100 
                   น้ําหนักตวัอยางแหง × (100-รอยละการละลาย) 
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ภาคผนวก จ 
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           (ก)          (ข) 
 
ภาพภาคผนวกที่  3 กําลังการพองตัวของ HTF กับ HTS (ก) และ KHF กับ KHS (ข) ที่อุณหภูมิ 55, 65, 75, 85 และ 95 องศาเซลเซียส
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              (ก)         (ข) 
 
ภาพภาคผนวกที่  4  กําลังการพองตัวของ HTF กับ HTS (ก) และ KHF กับ KHS (ข) ที่อุณหภูมิ 55, 65, 75, 85 และ 95 องศาเซลเซียส
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ภาพภาคผนวกที่  5  แผนภมูิการเปลี่ยนแปลงคาความหนืดจากการวเิคราะหดวยเครื่องวิเคราะหความหนดืแบบรวดเร็ว ที่ความเขมขนของตัวอยางรอยละ 7, 8,  
9, 10  และ 12 ของ HTF 
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ภาพภาคผนวกที่  6  แผนภมูิการเปลี่ยนแปลงคาความหนืดจากการวเิคราะหดวยเครื่องวิเคราะหความหนดืแบบรวดเร็ว ที่ความเขมขนของตัวอยางรอยละ 7, 8,  

9, 10  และ 12 ของKHF
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ภาพภาคผนวกที่  7 แผนภูมกิารเปลี่ยนแปลงคาความหนดืจากการวิเคราะหดวยเครื่องวิเคราะหความหนืดแบบรวดเร็ว ที่ความเขมขนของตัวอยางรอยละ 7, 8,  

9, 10  และ 12 ของHTS
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ภาพภาคผนวกที่  8 แผนภูมกิารเปลี่ยนแปลงคาความหนดืจากการวิเคราะหดวยเครื่องวิเคราะหความหนืดแบบรวดเร็ว ที่ความเขมขนของตัวอยางรอยละ 7, 8,  

9, 10  และ 12 ของKHS
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                 (ก)         (ข) 
ภาพภาคผนวกที่ 9 ความสัมพันธระหวางความเขมขนกับคาความหนดืสูงสุดของตัวอยาง  HTF กับ HTS (ก) และ KHF กับ KHS (ข) 
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                 (ก)         (ข) 
 
ภาพภาคผนวกที่  10  ความสัมพันธระหวางความเขมขนกับคาความหนืดลดลงของตัวอยาง  HTF กับ HTS (ก) และ KHF กับ KHS (ข)
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