
 

128 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก 



 

129 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ก 



 

130 

 
ลักษณะเปลี่ยนแปลงระยะความสุกโดยใชสีผิวของเปลือกกลวย เปนเกณฑ  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพภาคผนวกที่ 1  การเปลี่ยนแปลงสีผิวของเปลือกกลวยตามระยะการสุก 7 ระยะ 
ที่มา: เบญจมาศ (2545) 

ระยะที่ 1 

ระยะที่ 2 

ระยะที่ 3 

ระยะที่ 4 

ระยะที่ 5 

ระยะที่ 6 

ระยะที่ 7 
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การตรวจสอบคุณภาพทางเคมี 
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การตรวจสอบคุณภาพทางเคมี 

 
1 ความชื้น (AOAC, 2000 หมายเลข 925.10) 
 

นํากระปองอะลูมิเนียม และฝาไปอบที่อุณหภูม1ิ30 องศาเซลเซียส นาน 1  ช่ัวโมง ทิง้ใหเย็นใน
เดซิเคเตอร นําไปชั่งน้ําหนกัจนมีคาแนนอน ช่ังตัวอยางแปงที่บดละเอียด น้ําหนัก 3 กรัม ลงใน
กระปองอะลูมเินียม จดน้ําหนักที่แนนอน ปดฝาอบแลวนําไปอบพรอมฝาในตูอบทีอุ่ณหภูมิ 130 
องศาเซลเซียส นาน 1  ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาที่กําหนดทําการปดฝาแลวนํามาทิ้งใหเยน็ในเดซิเคเตอร 
ช่ังน้ําหนกักระปองอะลูมิเนยีมพรอมฝา คํานวณปริมาณความชื้นดังสมการ 
  

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

การวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนโดยใชชุดวิเคราะหยีห่อ Buchi 
 

2.1. สารเคมี 
 

2.1.1. กรดซัลฟวริกเขมขน 
2.1.2. สารเรงปฏิกิริยา (ผสมโพแทสเซียมซัลเฟต (K2SO4) 10 กรัมกับ 

 คอปเปอรซัลเฟต  
2.1.3. (CuSO4.5H2O) 0.5 กรัม) 
2.1.4. โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขนรอยละ 32 
2.1.5. กรดบอริกรอยละ 2 เตรียมโดยใชน้ํารอน 
2.1.6. อินดิเคเตอร (ผสมเมทิลเรด 0.02 กรัม และโปรโมครีซอลกรีน  

 0.1 กรัมใน เอทานอล 100 มิลลิลิตร) 
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2.2. วิธีวิเคราะห 

  
ช่ังตัวอยางใหไดน้ําหนักแนนอนประมาณ 0.5 – 1 กรัม ลงในหลอดยอยโดย 

ไมใหเปอนขางหลอด ใสสารเรงปฏิกิริยาและลูกแกวกนัเดือด เติมกรดซัลฟวริกเขมขน 20-25 
มิลลิลิตร ปดฝาหลอดยกใสเตายอย ตอสายชุดจับไอกรด ยอยจนไดสารละลายใส ยกออกจากเตา
ยอยทิ้งใหเย็น เติมน้ํากลั่น 75 มิลลิลิตร ( 3 เทาของกรด) นาํไปกลั่น โดยเติมโซเดียมไฮดรอกไซด3 
เทาของกรด หลังเติมเบสสารละลายจะเปลี่ยนเปนสีน้าํตาล ใชเวลากลั่น 3 นาที รองรับสั่งที่กล่ันได
ในขวดรูปชมพูที่บรรจุกรดบอริกรอยละ 2 ปริมาตร 60 มิลลิลิตร ซ่ึงหยด อินดิเคเตอร 2 – 3 หยด จะ
ไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปไทเทรตกับกรดซัลฟวริกมาตราฐาน 0.1 นอรแมล จนสารละลาย
เปลี่ยนเปนสีเทา บันทึกปรมิาตรกรดที่ใชในการไทเทรตน้ําไปคํานวณรอยละของไนโตรเจน ดัง
สมการ  
  

 
 
โดย V = ปริมาตรของกรดที่ใชไทเทรต (มิลลิลิตร) 
 N = ความเขมขนของกรดมาตราฐาน (นอรแมล) 
 14.00 = น้ําหนกัอะตอมของไนโตรเจน(กรัม) 
 

และคํานวณปริมาณโปรตีน (รอยละ) ดังสมการ 
 

 
 
3 ปริมาณไขมัน (ดัดแปลงจาก AOAC (2000) หมายเลข 920.39) 
 

การวิเคราะหปริมาณไขมันโดยใชชุดวิเคราะหยีห่อ Tecator รุน 1043 Soxtec System HT6 
เปดเครื่องทําน้าํเย็นใหมีอุณหภูมิต่ํากวา 15 องศาเซลเซียส เปดสวิตชใหน้ําไหลเขาเครื่องสกัดตั้ง
อุณหภูมิที่เครือ่ง thermostatic cut – out เทากับ 100 องศาเซลเซียสโดยยงัไมตองเปดสวิทชหลัก ช่ัง
ตัวอยางใหไดน้ําหนกัแนนอนใสในทิมเบลิ (timble) 5 กรัม โดยรูน้ําหนักที่แนนอน เล่ือนปุม
บังคับทิบเบิลอยูในตําแหนง boiling นําทิมเบิลใสในชองสกัดแลวนําทีใ่สทิมเบิล (timble hoder) 
ออก จากนัน้เลื่อนปุมบังคับมาที่ตําแหนง rinsing ช่ังน้ําหนักถวยสกัด (extraction cup) ที่ผานการ
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อบแหงแลวเตมิแอซีโตนลงในถวยสกัดประมาณ 50 มิลลิลิตร แลวนําถวยสกัดใสในชองสกัดดวยที่
ใสถวยสกัด (extraction cup hoder)  แลวเล่ีอนคันโยกทางดานซายมือของเครื่องสกัดลง เร่ิมสกัด
โดยเล่ือนปุมบงัคับทิมเบิลใหอยูในตําแหนง boiling เปดกอกตัวทําละลาย เปดสวิทชหลักที่เครื่อง 
thermostatic cut-out และตั้งเวลาสกัด 30นาที เมื่อครบเวลาเลื่อนปุมบังคับทิมเบิลใหอยูในตําแหนง 
rinsing เปนเวลา 30 นาท ีเมื่อครบเวลาทําการระเหยตัวทําละลายเพื่อนํากลับมาใชใหม โดยปดกอก 
เล่ือนปุมระเหย (evaporation) ลง เปดไวประมาณ 10 นาที จากนั้นเลื่อนคันโยกทางดานซายมือของ
เครื่องสกัดขึ้น นําถวยสกดัออก และใสทิมเบิลใสลงในชองสกัด เล่ือนปุมบังคับไปตําแหนง boiling 
นําทิมเบิลออกจากชองสกัด และนําถวยสกดัไปอบ และใสในเดซิเคเตอร และชั่งน้ําหนัก เพื่อหา
น้ําหนกัของไขมันที่สกัดได ดังสมการ 
 

 
 
4 ปริมาณเถา (ดดัแปลงจาก AOAC (2000) หมายเลข 923.03) 
 

ช่ังตัวอยางใหไดน้ําหนักแนนอน 5 กรัม ใสในถวยกระเบื้องเคลือบที่เผาและชั่ง 
น้ําหนกัที่แนนอนแลว นําไปเผาดวยไฟออน ๆ  จนหมดควัน แลวนํามาเผาในเตาเผาไฟฟาที่
อุณหภูมิ 550+- 20 องศาเซลเซียส นาน 2 –3 ช่ัวโมง จนกระทั่งไดเถาสขีาวหรือเทา นาํออกมาใสใน
เดซิกเคเตอร ทิ้งไวใหเย็นทีอุ่ณหภูมิหอง แลวช่ังน้ําหนกั จากนั้นเผาตวัอยางซ้ํานานครั้งละ 30 นาที 
จนไดน้ําหนักตางกันไมเกิน 1 มิลลิกรัม จดน้ําหนกัที่นอยที่สุด ถือเปนน้าํหนักของดวยกระเบื้อง
เคลือบและตัวอยางที่เผาจนไดน้ําหนักคงที่ เพื่อหาน้ําหนกัของเถาในตวัอยาง ดังสมการ  

 
 
โดย W1 คือ น้ําหนกัของจานกระเบื้องเคลือบหลังจากเผาจนไดน้ําหนักคงที่ (กรัม) 
 W2 คือ น้ําหนกัของจานกระเบื้องเคลือบหลังจากเผาจนไดน้ําหนักคงที ่

และตัวอยางกอนอบ 
 W3 คือ น้ําหนกัของจานกระเบื้องเคลือบหลังจากเผาจนไดน้ําหนักคงที่และตวัอยาง

หลังอบ (กรัม)      
 
5  การหาปริมาณสตารชท่ีเกิดความเสียหาย (starch damage) 
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ใชชุดตรวจสอบของบริษัทเมกะไซม อินเทอรเนชันแนล ไอแลนด จํากดั (Magazyme 

International Ireland Ltd.,) 
 
5.1. เครื่องมือและอุปกรณ 

 
5.1.1 หลอดทดลองกนกลมขนาด 16×100 มิลลิเมตร หรือมีขนาดบรรจุ  

 12 มิลลิลิตร  
5.1.2 ไมโครปเปต ขนาด 100 ไมโครลิตร  
5.1.3 หลอดทดลองขนาดเล็กที่มีฝาปด 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 อางน้ําควบคุมอุณหภูม ิ
5.1.8 นาฬิกาจับเวลา 

 
5.2. สารเคมี 

 
5.2.1 รีเอเจนท 

 
ก) สารละลายโซเดียมแอซิเตทบัฟเฟอร ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร (mM)  

(Sodium acetate buffer) ในแคลเซียมคลอไรด (CaCl2) เตรียมโดย ปเปตกรดเกลเชยีลลวน (glacial 
acetic acid) 5.7 มิลลิลิตร ลงในน้ํากลั่นปริมาตร 900 มิลลิลิตร ปรับความเปนกรด-ดางใหมี
คาประมาณ 5.0 โดยเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)ที่มีความเขมขน 2 โมลาร จากนั้น
เติมแคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) 0.74 กรัม ปรับปริมาตรสารละลายทั้งหมดใหเปน 1 
ลิตร เก็บสารละลายไวในภาชนะบรรรจุมดิชิด ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
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ข) กรดซัลฟูริก เจือจาง (H2SO4 dilution) ความเขมขนรอยละ 0.2 โดยปริมาตร 
ตอปริมาตร เตรียมโดยปเปตกรดซัลฟูริกเขมขน 2.0 มิลลิลิตร ลงในน้ํากลั่นปริมาตร 998 มิลลิลิตร 
เก็บในอณุหภมูิหอง 
 

5.2.2 เอนไซมและสารเคมีในชุดตรวจสอบ 
 

ก) เอนไซมฟงกัล แอลฟาแอมิเลส (fungal α-amylase) ละลายเอนไซมดวย 
สารละลายโซดียมแอซิเตทบัฟเฟอร (รีเอเจนท ก1)) ใหมีปริมาตรรวมทั้งหมด 20 มิลลิลิตร ทําให
สารละลายเปนเนื้อเดยีวกัน ระวังการเกิดฟอง และแบงเอนไซมใสหลอดทดลองขนาดเล็กที่มีฝาปด
หลอดละ 1.0 มิลลิลิตร เก็บไวในอุณหภูมเิยือกแข็ง (ประมาณ -20 ถึง -37 องศาเซลเซียส) 

ข) เอนไซมแอมิโลกลูโคซิเดส (amyloglucosidase) ทําละลายเอนไซมทั้งหมด 
ดวยสารละลายโซเดียมแอซิเตทบัฟเฟอร (รีเอเจนท ก1)) ทําใหละลายเปนเนื้อเดยีวกนั แบงใส
หลอดทดลองขนาดเล็กที่มีฝาปดสนิท หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร เก็บไวในอุณหภูมิเยือกแข็ง 
(ประมาณ -20 ถึง -37 องศาเซลเซียส) 

ค) สารละลายกลูโคสรีเอเจนทบัฟเฟอร เขมขน เตรียมโดยทาํละลายรีเอเจนท 
ทั้งหมดดวยน้าํกลั่น และปรบัปริมาตรใหเทากับ 1 ลิตร 

ง) สารละลายกลูโคส ดีเทอรมิเนชัน รีเอเจนท (glucose determination  
Reagent, GOPOD reagent) เตรียมโดย ทําละลายรีเอเจนททั้งหมดโดยใชสารละลายกลูโคสรีเอ
เจนทบัฟเฟอร เขมขน (ข3))  เก็บในภาชะปดสนิทที่ 4 องศาเซลเซียส (เก็บได 2-3 เดอืน)หรือ -20 
องศาเซลเซีส (เก็บได 12 เดือน) 

จ) สารละลายมาตรฐานของกลูโคส 150 ไมโครกรัม ในกรดเบนโซอิก (benzoic  
acid) รอยละ 0.2 

ฉ) แปงสาลีตัวอยาง ที่ทราบปริมาณสตารชที่เกิดความเสียหายแลว 
 

5.3. วิธีการวิเคราะห 
 

5.3.1 ช่ังตัวอยางและแปงสาลีตัวอยาง 100 มิลลิกรัม โดยยอมรับใหมีความ 
5.3.2 คลาดเคลื่อนไดไมเกนิ ±10 มิลลิกรัม ลงในหลอดทดลองที่สามารถเขา 

เครื่องหมนุเหวี่ยงได ขนาด 12 มิลลิลิตร จากนั้นนาํไปบมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมทิี่ 40 องศา
เซลเซียส ระยะเวลาประมาณ 2-5 นาที 

4.3.3 นําหลอดสารละลายเอนไซม fungal α-amylase ที่แบงไวมาบมในอางน้ํา 
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ควบคุมอุณหภมูิที่ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5-10 นาที 
4.3.4 เติมสารละลายเอนไซม fungal α-amylase ลงในหลอดทดลองที่บรรจุ 

ตัวอยาง ขณะเติมใหเขยาแรง ๆ ทันที ใชเครื่องเขยา (vertex mix)  ใชเวลาในการเขยาตอตัวอยาง
ประมาณ 5 วนิาที จากนั้นนาํไปบมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที โดย
จับเวลาตั้งแตเติมเอนไซมลงไปในตวัอยาง และตองควบคมุใหทุกตัวอยางใชเวลาในการทําปฏิริยา
กับเอนไซมเทากับ 10 นาท ี

4.3.5 เติมกรดซัลฟูริก เจือจาง 8.0 มิลลิลิตร หลังจากนั้นนําไปหมุนเหวีย่ง โดย 
ใชความเร็มประมาณ 3,000 rpm (ประมาณ 1,000g) เปนเวลา 5 นาท ี

4.3.6 ปเปตสวนใสดานบน 0.1 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลอง (ทํา 2 ซํ้า)  
4.3.7 เติมเอนไซม amyloglucosidase 0.1 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 40 องศา 

เซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ี
4.3.8 เติมสารละลาย GOPOD 4.0 มิลลิลิตร และบมที่ 40 องศาเซลเซียส เปน 

เวลา 20 นาท ี
4.3.9 วัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร 

 
หมายเหต ุในแตละชุดของการทดลอง ตองทํารีเอเจนท แบลงค (reagent blank) และ 

สารละลายมาตรฐานของกลูโคส 150 ไมโครกรัม ดวยทกุครั้ง โดย 
1. รีเอเจนทแบลงค ประกอบดวย สารละลายโซเดียมแอซิเตทบัฟเฟอร 0.2  

มิลลิลิตรและสารละลาย GOPOD 4.0 มิลลิลิตร 
2. สารละลายมาตรฐานกลูโคส ประกอบดวยสารละลายโซเดียม  แอซิเตทบัฟเฟอร  

0.1 มิลลิลิตร, สารละลายของกลูโคสมาตรฐาน (150 ไมโครกรัม ในกรดเบนโซอิกรอยละ 0.2) 0.1  
มิลลิลิตร และสารละลาย GOPOD 4.0 มิลลิลิตร 
 

5.4. การคํานวณปริมาณสตารชที่เกิดความเสียหาย 
 

รอยละของปริมาณสตารชที่เกิดความเสียหาย  
                        

 
เมื่อ       
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                      น้ําหนกัของตวัอยางที่เปนน้าํหนักแหงในหนวยมิลลิกรัม 

 
 

 
6 การหาปริมาณ resistant starch 

 
ใชชุดตรวจสอบของบริษัทเมกะไซม อินเทอรเนชันแนล ไอแลนด จํากดั (Magazyme 

International Ireland Ltd.,) 
 
6.1 เครื่องมือและอุปกรณ 
 

6.1.1. เครื่องบด โดยตัวอยางที่บดตองสามารถรอนผานตะแกรงขนาด  
1.0 มิลลิเมตรได 

6.1.2. เครื่องบด โดยตัวอยางที่บด ตองสามารถรอนผานตะแกรงขนาด  
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. ไมโครปเปต ขนาด 100 μl. 
6.1.14. หลอดทดลองแบบมีฝาปด (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 ความเขมขน 0.1 โมลาร pH  
6.0 เตรียมโดย ทําละลายกรดมาลิอิค 23.2 กรัม ดวยน้ํากลัน่ปริมาตร 1,600 มิลลิลิตร ปรับ pH เปน 
6.0 ดวย โซเดยีมไฮดรอกไซด 4 โมลาร (โซเดียมไฮดรอกไซด 160 กรัมในน้ํากลั่น 1 ลิตร) เติม
แคลเซียมคลอไรด (CaCl2. 2H2O) 0.6 กรัม และ โซเดียมเอไซด 0.4 กรัม ปรับปริมาตรเปน 2 ลิตร 
เก็บที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส (เก็บไดนาน 12 เดือน) 

ข) สารละลายบัฟเฟอร โซเดียมแอซิเตท ความเขมขน 1.2 โมลาร pH  
3.8 เตรียมโดย เติมกรดเกลเชียลแอซิติก 69.6 มิลลิลิตร ในน้ํากลั่น 800 มิลลิตร และปรับ pH เปน 
3.8 ดวย โซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขน 4 โมลาร ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตรดวยน้ํากลั่น เก็บที่
อุณหภูมิหอง และเก็บไดนาน 12 เดือน 

ค) สารละลายบัฟเฟอร โซเดียมแอซีเตท ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร  
pH 4.5 เตรียมโดย เติมกรดเกลเชียลแอซิตกิ 5.8 มิลลิลิตร ในน้ํากลั่นปริมาตร 900 มิลลิลิตร ปรับ 
pH ใหเปน 4.5 ดวย สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 4 โมลาร ปรับปริมาตรใหเปน 1 
ลิตรดวยน้ํากลัน่ เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บไดนาน 2 เดือน 

ง) สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 2 โมลาร เตรียม 
โดย เติมโพแสเซียมไฮดรอกไซดจํานวน 112.2 กรัม ในน้ํากลั่น 900 มิลลิตร ทําใหละลายเปนเนื้อ
เดียวกัน ละปรับปริมาณใหเปน 1 ลิตร ดวยน้ํากลั่น 

จ) สารละลาย IMS ความเขมขนประมาณ 50 % (v/v) เตรียมโดย เจือ 
จางเอทธานอล (95% หรือ 99%) หรือ เจือจาง industrial methylated spirits (IMS) จํานวน 500 
มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่นใหไดปริมาตร เทากับ 1 ลิตร เก็บในภาชนะที่ปดสนิท และเก็บที่อุณหภูมิหอง
ไดมากกวา 12 เดือน 

 
6.2.2.  เอนไซมในชดุทดสอบ 

 
ก) สารละลายเขมขนแอมิโลกลูโคซิเดส (AMG) จํานวน 12 มิลลิลิตร,  

3300 U/mL ใน 50 % กลีเซอรอล 
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ข) สารละลายแอมิโลกลูโคซิเดส ความเขมขน 300 U/ml เตรียมโดย 
เจือจางสารละลายเขมขน แอมิโลกลูโคซิเดส 2 มิลลิลิตร (สารละลายขอ 5.2.2 ก) ) ดวยสารละลาย
บัฟเฟอรโซเดียมมาลิเอท pH 6.0 (สารละลายขอ 5.2.1 ก) ) จํานวน 20 มิลลิลิตร แบงลงในหลอด
ขนาดเล็ก หลอดละ 5 มิลลิลิตร เก็บในอณุหภูมแิชเยือกแข็ง สารลลายที่เตรียมไดจะมคีวามคงทนตอ
การแชเยือกแข็ง และเก็บไดมากกวา 5 ป ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

ค) เอนไซมแพนครีติก แอลฟาแอมิเลส (pancreatic α-amylase) ความ 
เขมขน 10 mg/ml เตรียมโดย ทําละลายเอนไซม 1 กรัมในสารละลาย โซเดียมมาลิเอท pH 6.0 (ขอ 
5.1.1 ก) ) จํานวน 100 มิลลิลิตร และคนเปนเวลา 5 นาที เติมสารละลาย AMG (ขอ 5.2.2 ก) ) 
จํานวน 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันโดยนําไปหมุนเหวีย่งทีค่วามเร็วรอบมากกวา 1,500 g เปนเวลา 10 
นาที ใชสวนใสที่อยูดานบน โดยสารละลายนี้เตรยีมในวนัที่จะทําการทดสอบเทานั้น  

ง) กลูโคสออกซิเดส–เปอรออกซิเดส-แอมิโนแอนไทไพรีน  
(GOPOD) เตรียมโดยทําละลายสารละลายบัฟเฟอรเขมขน(ในชุดที่มีให) ใหไดปริมาตร 1 ลิตร ใช
บางสวนของสารละลายนี้ละลายละลาย GOPOD ในชุดที่เปนสารผสมแหง ถายลงใน volumetric 
flask ขนาด 1 ลิตร ที่มีสารละลายบัฟเฟอรอยู สารละลายนี้จะมีความคงตัว 2-3 เดือน เมื่อเก็บที่ 4 
องศาเซลเซียส หรือ มีความคงตัวมากกวา 2 ป เมื่อเก็บที่ -20 องศาเซลเซียส 
 

6.2.3.  สารเคมีเพิ่มเติม 
 
ทําละลาย โพแทสเซียม ไดไฮโดรเจน ออรโทฟอสเฟส 136 กรัม โซเดียม- 

ไฮดรอกไซด 42 กรัม และกรด 4-ไฮดรอกซีเบนโซอิค 30 กรัม ในน้ํากลั่น 900 มิลลิลิตร ปรับ pH 
เปน 7.4 ดวย สารละลายกรดไฮโดรคลอริก 2 โมลาร และ สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 2 โมลาร 
ปรับปริมาตรสารละลายใหเปน 1 ลิตร และเติมโซเดยีมเอไซด 0.4 กรัม ผสมใหเขากัน สารละลาย
บัฟเฟอรเขมขนนี้จะมีความคงตัวมากกวา 3 ป เมื่อเก ็4 องศาเซลเซียส 
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6.3. การเตรียมตวัอยาง 

 
บดตัวอยางประมาณ 50 กรัม รอนผานตะแกรงที่มีความละเอียดขนาด 4.5 มิลลิเมตร  

ตรวจสอบความชื้นของตัวอยาง กอนทําการตรวจสอบปริมาณ resistant starch ตามวธีิของ AOAC 
หมายเลข 925.10 
 

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

 
1) ช่ังตัวอยางใหมีน้ําหนกั 100 มิลลิกรัม (+ 5 มิลลิกรัม) ลงในหลอดทดลองที่ 

มีฝาปด พยายามอยาใหตัวอยางติดที่ขางหลอด 
2) เติม pancreatic α-amylase ที่มี AMG แลว จํานวน 4 มิลิลตร 
3) ปดฝาใหแนน ผสมใหเขากันบน vortex mixer  
4) incubate ตัวอยางในอางน้ําควบคุมอุณหภมูิแบบเขยาได โดยใชอุณหภมูิ 37  

องศาเซลเซียส และมกีารเขยาตลอดเวลา (ประมาณ 200 stroke ตอนาที) เปนเวลา 16 ช่ัวโมง 
5) นําหลอดทดลองออกจากอางน้ําควบคุมอณุหภูมิ เติมเอทธานอล (99%) 4.0  

มิลลิลิตร พรอม ๆ กับเขยาแรง ๆ บน vortex mixer 
6) นําหลอดทดลองไปหมุนเหวี่ยง (เปดฝา) ที่ความเร็วรอบ 1,500 g เปนเวลา  

10 นาที 
7) เทสวนใสดานบนออกอยางระมัดระวัง ทําละลายสวนทีต่กตะกอนอีกครั้ง  

ดวยเอทธานอล 50% 2 มิลลิลิตร เขยา และนําไปหมุนเหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็วรอบ 1,500g เปนเวลา 
10 นาที 

8) ทําซ้ําขั้นตอนที่ 7) อีกครั้ง 
9) เทสวนใสดานบนออกอยางระมัดระวัง คว่ําหลอดทดลองบนกระดาษทีดู่ด 

ซับความชื้นได 
 

ข) วัดปริมาณ resistant starch 
 
1) ใสแทงแมเหล็ก และเติมสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซดจํานวน 2  
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มิลลิลิตร ทําการเขยาสารละลายบนเครื่องกวนแบบแมเหล็กไฟฟา โดยใหตัวอยางอยูใน lunch box 
ที่มีน้ําแข็ง และคนเปนเวลา 20 นาที 

2) เติมสารละลายบัฟเฟอรโซเดียมแอซิเตท จํานวน 8 มิลลิลิตร ในขณะที่ยงัมี 
การคนอยูบน magnetic stirrer จากนัน้เติม AMG 0.1 มิลลิลิตรทันที เขยาใหเขากัน จากนั้นนาํหลอด
ทดลองใสในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ ที่มีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที และนํา
ออกมาเขยาเปนระยะ 

3) คอย ๆ ถายเทตัวอยางในหลอดทดลอง ใสใน volumetric flask และนํา  
magnetic bar ออก ลางสารละลายในหลอดทดลองออกใหหมด ดวยน้ํากลั่น ปรับปริมาณใหเปน 
100 มิลลิลิตร นําสารละลายไปมุนเหวี่ยงทีค่วามเร็วรอบ 1,500g เปนเวลา 10 นาที 

4) ดูดสารละลายที่หมุนเหวีย่ง 0.1 มิลลิลิตร (สองครั้ง) ลงในหลอดทดลอง  
และเติม GOPOD จํานวน 3.0 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปบมที่ 50 องศาเซลเซยีส ในอางน้าํควบคุม
อุณหภูมิ เปนเวลา 20 นาท ี

5) วัดคาการดดูกลืนแสงของตัวอยาง ที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร 
 

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

1) รวมสวนใสทัง้หมดจากขอ ก) 7, 8 และ 9 ปรับปริมาตรใหเปน 100  
มิลลิลิตร ดวยสารละลายบัฟเฟอรโซเดียมแอซิเตท pH 4.5 เขยาใหเขากัน 

2) เติมสารละลายเจือจางของแอมิโลกลูโคซิเดส ในสารละลายโซเดียม 
มาลิเอท pH 6.0 ปริมาตร 10 μl. บมที่ 50 องศาเซลเซยีสในอางน้ําควบคมุอุณหภูมิ เปนเวลา 20 นาที 

3) วัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร 
4) นําคาตาง ๆ คํานวณหาปริมาณ resistant starch 

 
ง) การคํานวณหาปริมาณ resistant starch 

 

ปริมาณ resistant starch หาไดจากสมการ ดังนี ้
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เมื่อ ΔE คือ คาการดูดกลืนแสงที่อานไดที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร 

 F คือ คา factor ของการเปลี่ยนหนวยเปนไมโครกรัมของกลูโคส ในสารละลาย 
GOPOD 

 W คือ น้ําหนกัแหงของตัวอยาง 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพภาคผนวกที่ 2  ลักษณะการคนตัวอยางใน lunch box ที่บรรจุน้ําแข็งบน magnetic stirrer 
 
7.  การคํานวณหารอยละการเกิดรีโทรเกรเดชัน 
 
รอยละการเกดิรีโทรเกรเดชัน =  คาพลังงานการสลายพันธะของการเกดิเจลาทิไนเซชัน × 100 

คาพลังงานการสลายพันธะของการเกิดรีโทรเกรเดชัน 
 
8.  การตรวจวัดความคงทนตอการคืนรปูจากการแชเยือกแข็งของแปงและสตารช โดยวิธีการเหวี่ยง 
แยก (Centrifugation method) (ดัดแปลงจาก Yuan and Thompson, 1998) 
 
 เตรียมสารละลายตัวอยางแปง และสตารชกลวยที่มีความเขมขน 10% โดยน้ําหนัก จากการ
เตรียมเจลที่ไดจากเครื่องวดัความหนดือยางรวดเร็ว ถายเจลใสหลอดเอพเพนดอรฟ (Eppedorf tube) 
ที่ทราบน้ําหนกัแนนอน ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ช่ังน้ําหนักหลอดรวมกับตัวอยางกอนนาํไปแชเยือก
แข็งที่อุณหภูม ิ-180ซ เปนเวลา 22 ช่ัวโมง นําออกมาทําใหละลายที่อุณหภูมิ 300ซ เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
แลวนําไปเขาเครื่องเหวี่ยงแยกดวยความเร็วรอบ 8,000g เปนเวลา 10 นาที แยกน้ําออก และชั่ง
น้ําหนกัหลังจากที่แยกน้ําออกแลว ทดลองเชนนี้เปนจํานวน 5 คร้ัง และคํานวณหารอยละของการ
บีบน้ํา (%syneresis) 
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 การบีบน้ํา (%) = ((B-C)/(B-A))x100 
 
 เมื่อ  A คือ น้ําหนกัของหลอดเอพเพนดอรฟเปลา 
  B คือ น้ําหนกัของหลอดเอพเพนดอรฟที่มีตัวอยาง 
  C คือ น้ําหนกัของหลอดเอพเพนดอรฟที่มีตัวอยางหลังจากเหวีย่งแยก 

น้ําออกไปแลว 
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ภาคผนวก ค 
การตรวจสอบคุณภาพทางกายภาพ 
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การตรวจสอบคุณภาพทางกายภาพ 
 
การคํานวณคาดัชนคีวามขาว (ดัดแปลงจาก Lee et al., 1999) 
 
 คาดัชนีความขาวของตัวอยาง คํานวณไดจาก การนําคาสทีี่วัดโดยระบบ hunter (L, a และ 
b) มาคํานวณโดยใชสูตร  
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ภาคผนวก ง 
การตรวจสอบคุณภาพทางเคมีเชิงฟสิกส 
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การตรวจคุณภาพทางเคมีเชิงฟสิกส 

 
1. ลักษณะความหนืดจากเครื่องวิเคราะหความหนืดแบบรวดเร็ว (ดัดแปลงจาก AACC, 2000) 
  

ช่ังน้ําหนกัแปงตัวอยางที่คิดเปนน้ําหนักแหงใหมีความเขมขนรอยละ 7, 8, 9, 10 และ 12 
ใสลงในกระบอกสําหรับวิเคราะหที่มีน้ํากลั่น (ที่ไดจากการคํานวณน้ําหนักตวัอยาง) ประมาณ 25-
26 มิลลิลิตรบรรจุอยู ใชใบพัดกวนใหแปงกระจายตัวอยางรวดเร็ว นํากระบอกใสเขาเครื่อง
วิเคราะหความหนืดแบบรวดเร็ว วิเคราะหคาความหนดืตามคูมอืการใชเครื่อง  
 
สภาวะการตรวจสอบ 
 
 อุณหภูมิเร่ิมตน   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 
  
 เครื่องวิเคราะหความหนืดแบบรวดเร็ว ใชประเมินคุณภาพของผลิตภัณฑที่จําเปนตอง
พิจารณะจากความหนดืของผลิตภัณฑนัน้ขณะใหความรอน โดยสามารถเปลี่ยนระดับอุณหภูมิได
อยางแมนยํา แนนอน และสามารถรักษาอุณหภูมใิหคงที่ การประเมินสมบัติความขนหนืด (pasting 
properties) ดวยเครื่องวิเคราะหความหนดืแบบรวดเรว็ สตารชจะเปลี่ยนไปเปนเจลมีผลทําใหความ
หนืดสูงขึ้น โดยการควบคุมใหอยูสภาวะอณุหภูมิสูงภายใตแรงเฉือนคาหนึ่ง ทําใหทราบความ
เสถียรของตัวอยางที่ทดสอบ หลังจากนัน้ทําใหผลิตภณัฑเย็นตวัลง เพือ่แสดงถึงคาเซตแบคระหวาง
การเปลี่ยนเปนเจล คาที่ไดจากเครื่องวิเคราะหความหนดืแบบรวดเร็ว ไดแก 
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ก) ความหนดืสูงสุด (Peak viscosity)  คือ ความหนืดสูงสุดของการเปลี่ยนเปน 
ลักษณะหนดืขนในชวงอุณหภูมิเร่ิมตนถึงอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส  
 

ข) ความหนดืต่ําสุด (trough) คือ ความหนดืต่าํสุดระหวางการทําใหเยน็ ในชวง 
อุณหภูมิ 95- 50 องศาเซลเซียส หนวยเปนองศาเซลเซียส  
 

ค) ความหนดืลดลง (break down) คือ คาความแตกตางระหวางความหนดืสูงสุดและ 
ความหนดืต่ําสุด มีหนวยเปนเซนติพอยส 
 

ง) ความหนดืคืนตัว (set back) คือ ความหนดืที่สูงขึ้นหลังจากเบรคดาวนเนื่องจาก 
อุณหภูมิต่ําลงและโมเลกุลของสตารชเร่ิมยึดเหนี่ยวกนัแข็งแรงขึ้น ไดจากผลตางของความหนดื
สุดทายกับความหนืดต่ําสุด ,มีหนวยเปนเซนติพอยส 
 

จ) ความหนดืสุดทาย (final viscosity) คือ คาความหนดืสุดทายเมื่อส้ินสุดการทดสอบ  
มีหนวยเปนเซนติพอยส 
 

ฉ) เวลาเกิดความหนืดสูงสุด (peak time) คือ เวลาที่เกิดความหนืดสูงสุด หนวยเปน 
นาที 
 

ช) อุณหภูมิเร่ิมเกดิความหนืด (pasting temperature) คือ อุณหภูมิที่เร่ิมมกีารเปลี่ยนคา 
ความหนดื หนวยเปนองศาเซลเซียส    
 
2. การวัดกําลังการพองตัว และการละลาย (ดัดแปลงจาก Bello-Perez, 1999) 
 

วิธีทดลอง 
  

ก) นําหลอดของเครื่องหมุนเหวีย่ง ลางทําความสะอาด อบใหแหง เก็บใน desiccators 
ข) ช่ังน้ําหนกัตัวอยาง ประมาณ 1.000 กรัมลงในหลอดเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ช่ังน้ําหนกัแลว 
ค) เติมน้ํากลั่น 36 กรัม เขาใหเขากันดวย vortex mixer 
ง) นําหลอดดังกลาวแชในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่มีอุณหภูมิ 55, 65, 75, 85 และ 95 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที นําออกมาเขยาทุก ๆ 5 นาที 
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จ) นําหลอดไปเขาเครื่องหมุนเหวีย่ง โดยใชความเร็วรอบประมาณ 1,500 g  
ฉ) ใชปเปตดูดสวนใสดานบนออกใส can อลูมิเนียมทีแ่หง และชั่งน้ําหนกัแลว 
ช) นําสวนใสไปอบที่อุณหภูมิ 130 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
ซ) ทิ้งใหเย็นใน desiccators  1 ช่ัวโมง แลวช่ังน้ําหนกั 
ฌ) คํานวนหาคาการละลาย และการพองตัวของตัวอยาง จากสมการ 

 
รอยละการละลาย = น้ําหนกัตัวอยางที่ละลายน้ํา × 100 

                              น้ําหนกัตวัอยางแหง 
 

กําลังการพองตัว = น้ําหนักตัวอยางเปยก × 100 
                   น้ําหนักตวัอยางแหง × (100-รอยละการละลาย) 
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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  แผนภมูิการเปลี่ยนแปลงคาความหนืดจากการวเิคราะหดวยเครื่องวิเคราะหความหนดืแบบรวดเร็ว ที่ความเขมขนของตัวอยางรอยละ 7, 8,  
9, 10  และ 12 ของ HTF 
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ภาพภาคผนวกที่  6  แผนภมูิการเปลี่ยนแปลงคาความหนืดจากการวเิคราะหดวยเครื่องวิเคราะหความหนดืแบบรวดเร็ว ที่ความเขมขนของตัวอยางรอยละ 7, 8,  

9, 10  และ 12 ของKHF
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ภาพภาคผนวกที่  7 แผนภูมกิารเปลี่ยนแปลงคาความหนดืจากการวิเคราะหดวยเครื่องวิเคราะหความหนืดแบบรวดเร็ว ที่ความเขมขนของตัวอยางรอยละ 7, 8,  

9, 10  และ 12 ของHTS
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ภาพภาคผนวกที่  8 แผนภูมกิารเปลี่ยนแปลงคาความหนดืจากการวิเคราะหดวยเครื่องวิเคราะหความหนืดแบบรวดเร็ว ที่ความเขมขนของตัวอยางรอยละ 7, 8,  

9, 10  และ 12 ของKHS
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                 (ก)         (ข) 
ภาพภาคผนวกที่ 9 ความสัมพันธระหวางความเขมขนกับคาความหนดืสูงสุดของตัวอยาง  HTF กับ HTS (ก) และ KHF กับ KHS (ข) 
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                 (ก)         (ข) 
 
ภาพภาคผนวกที่  10  ความสัมพันธระหวางความเขมขนกับคาความหนืดลดลงของตัวอยาง  HTF กับ HTS (ก) และ KHF กับ KHS (ข)
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