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บทที ่ 3 
วธิีด ำเนินกำรวจิัย 

 

3.1  วตัถุดิบ เคร่ืองมือและอุปกรณ์ในกำรผลติเทมเป้ 
 

 3.1.1 วตัถุดิบ 
               1.  ถัว่เหลือง 
               2.  เช้ือรา Rhizopus oligosporus  NRRL สายพนัธ์ุ 2710 
  3.  ฟองเตา้หู้ 
            4.  เตา้หูย้ี้    
 

 3.1.2 เคร่ืองและอุปกรณ์ 
           1.   ถาดอลูมิเนียม 
           2.   อลูมิเนียมฟอยด์ 
            3.   ผา้ขาวบาง 
            4.   haemacytometer 
            5.   กลอ้งจุลทรรศน์ 
            6.   เคร่ืองป่ัน 
  7.   พูก่นั 
  8.   ถาดอลูมิเนียม 
          9.   ตูอ้บลมร้อน 
          10.  เคร่ืองชัง่ 
          11. เคร่ืองอบลมร้อน(Hot air oven) รุ่น UH 500 Memmert ประเทศเยอรมนั 
           12.  เคร่ือง Protein  Analyzer  ประกอบดว้ย 
                                        12.1 Buchi  Digestion Unit  K – 424 ประเทศสวสิเซอร์แลนด์ 
                                         12.2 Buchi  Digestion Unit  K – 314 ประเทศสวสิเซอร์แลนด์ 
            13. เคร่ืองวเิคราะห์ไขมนั  ประกอบดว้ย 
                                      13.1  Soxhlet  system  HT2 : 1045 Extract  unit 
                                     13.2  Soxhlet  system  HT2 : 1046 Extract  unit 
  14.   เตาเผา(Muffle furnace) M- 525 SII ประเทศสหรัฐอเมริกา 
  15.  เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต าแหน่ง Memmert รุ่น AE-200  ประเทศสวสิเซอร์แลนด์ 
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   16.  เคร่ืองชัง่ทศนิยม 2 ต าแหน่ง Memmert รุ่น AE-200  ประเทศสวสิเซอร์แลนด์ 
  17.  บีกเกอร์ขนาด 50, 600 และ100ml, Herka  ประเทศสหรัฐอเมริกา 
  18.  โถดูดความช้ืน (Desiccator) 
  19.  ขวดวดัปริมาตร (Volumetric flask) Pyrex  ประเทศองักฤษ 
  20.   ขวดรูปชมพู ่(Erlenmeyer flask) 
  21.  ถว้ยกระเบ้ือง (Crucible) 
  22.   ถว้ยอะลูมิเนียม (Aluminium can) 
  23.   กระบอกตวง 
  24.   แท่งแกว้ 
  25.   กระดาษกรอง 
  26.   เทอร์โมมิเตอร์ 
 

 3.1.3 สำรเคมี 
 1.  อาหารเล้ียงเช้ือ Potato Dextrose Agar 
 2.  สารละลาย 0.85 % NaCl  
 3.   Copper(II) Sulfate (CuSO4) ผลิตโดย  Carlo Erba Reagent, America 
 4.   Hydrochloric acid (HCl)  ผลิตโดย  Carlo Erba Reagent, America 
 5.   Sodium choride (NaCl)             ผลิตโดย  Carlo Erba Reagent, America 
 6.  Sodium Carbonate (Na2CO3) ผลิตโดย  Carlo Erba Reagent, America 
 7.  Sodium hydroxide (NaOH) ผลิตโดย  Carlo Erba Reagent, America 
 8.  Sodium sulfate (Na2SO4)               ผลิตโดย  Carlo Erba Reagent, America 
 9.  Sodium Tripoly Phosphate ผลิตโดย  Carlo Erba Reagent, America 
   10. Sulfuric acid (conc.H2SO4) ผลิตโดย  Fluka Chemika, witzerland 
  11. Selenium dioxide (SeO2)  ผลิตโดย  J.T  Bakre, America 
 12. Petrolium ether  ผลิตโดย  Mallinokrodt Chemical, paris 
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3.2  วธีิกำรด ำเนินกำรวจัิย 
 

 3.2.1  กำรเตรียมอำหำรเลีย้งเช้ือ 
           ในการวจิยัน้ีใชเ้ช้ือรา Rhizopus oligosporus NRRL สายพนัธ์ุ 2710 ควรเก็บรักษา
ในลกัษณะสารละลายสปอร์ (Spore suspension) น าเช้ือรา Rhizopus oligosporus เล้ียงบนอาหาร 
Potato Dextrose Agar (PDA) ในหลอดทดลอง บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 วนั 
หลงัจากนั้นเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกระทัง่น าไปใชซ่ึ้งวิธีน้ีสามารถเก็บรักษาเช้ือ
ดงักล่าวไวไ้ดเ้ป็นระยะเวลา 3-4 เดือน 
 3.2.2  กำรเตรียมสำรละลำยของสปอร์ 
        เติม 0.85 % NaCl  ลงไปในหลอดท่ีมีเช้ือราพอท่วมสปอร์ ใชห่้วงถ่ายเช้ือ ( loop) ท่ี
ลนไฟแลว้ขดูสปอร์ออกมา หลงัจากนั้นน ามานบัเช้ือจุลินทรียเ์ร่ิมตน้ดว้ย haemacytometer จ  านวน
เช้ือท่ีน ามาใชค้วรมีประมาณ 106-108 spore ml-1 
 3.2.3  กำรเตรียมถั่วเหลอืง 
 น ำถัว่เหลืองล้ำงน ้ ำให้สะอำดเพื่อก ำจดัฝุ่ นละอองหรือเศษผงต่ำงๆจำกนั้นแช่ในน ้ ำท่ี
สะอำดพอท่วมเมล็ดถัว่เหลืองประมำณ 24 ชัว่โมง เทน ้ ำท่ีแช่ถัว่เหลืองทิ้งไปจำกนั้นน ำถัว่เหลืองท่ี
ได้ลำ้งดว้ยน ้ ำสะอำด 2-3 คร้ังแลว้น ำไปน่ึงท่ีอุณหภูมิ 100 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 45 นำที   
หลงัจำกนั้นทิ้งให้เย็นหรือจนอุณหภูมิลดลงโดยน ำมำเกล่ียบนถำดอลูมิเนียมท่ีสะอำด จะได้ถั่ว
เหลืองท่ีพร้อมจะน ำไปใชใ้นกำรท ำเทมเป้ ขั้นตอนกำรเตรียมดงัแสดงในภำพท่ี  3.1 
 

ถัว่เหลือง800กรัม ลา้งน ้า 
 

แช่น ้าทิ้งไว ้24  ชัว่โมง 
 

เอาเปลือกออกและลา้งใหส้ะอาด 
 

น าไปน่ึง 45  นาที 
 

 ทิ้งใหเ้ยน็ 
 

ถัว่เหลืองพร้อมท่ีจะน าไปใชท้  าเทมเป้ 
 

ภำพที ่3.1  ขั้นตอนการเตรียมวตัถุดิบในการเตรียมถัว่เหลือง   
 ท่ีมา : วราวุฒิ  ครูส่ง (2532) 
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 3.2.4 กำรผลติเทมเป้  
  น าถั่วเหลืองท่ีเตรียมได้ห่อด้วยผ้าขาวบางแล้วน่ึงท่ีอุณหภูมิ 100 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 45 นาที จากนั้นน ามาเกล่ียใหก้ระจายทัว่บนถาดอลูมิเนียม และทิ้งไวใ้ห้เยน็หรือ
จนกระทัง่อุณหภูมิลดลง ปิเปตหัวเช้ือลงในอาหารท่ีเตรียมไว ้ผสมให้เข้ากันดีแล้วปิดทบัด้วย
กระดาษอลูมิเนียมฟรอยดท่ี์เจาะรูบ่มในตูบ้่มอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสโดยแปรอุณหภูมิเป็น 0,15 , 
21,24ชัว่โมง   ขั้นตอนการผลิตดงัภาพท่ี 3.2 

น าถัว่เหลือง800กรัม ท่ีไดจ้ากการเตรียมวตัถุดิบ 
 

ใส่หวัเช้ือลงในถัว่เหลืองท่ีเตรียมไวผ้สมใหเ้ขา้กนั 
 

ปิดทบัดว้ยอลูมิเนียมฟอยดท่ี์เจาะรู 
 

บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 21 ชัว่โมง 
 

ภำพที ่3.2   ขั้นตอนการผลิตเทมเป้ ท่ีมา : วราวฒิุ (2532) 
       
  3.2.5 วธีิกำรทดลองกำรผลิตปลำเค็มเจ   

น าฟองเตา้หูม้าตดัความยาว 
16 น้ิว กวา้ง  1.5  น้ิว  แลว้น ามาวางบนถาดอะลูมิเนียม 

 
น าเตา้หูย้ี้  มาชัง่น ้าหนกั 3.5,5.5,7.5  กรัมแลว้บดใหล้ะเอียด 

 
ใชพู้ก่นัแตะเตา้หูย้ี้ ท่ีบดละเอียดน ามาทาบนฟองเตา้หู ้ความยาว  16  น้ิว กวา้ง 1.5 น้ิว 

 
น าไปอบในตูอ้บลมร้อนอเนกประสงค ์ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 120 นาที 

 
น าปลาเคม็เจท่ีอบแหง้มาทอดในหมอ้ทอดภายใตอุ้ณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
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        3.2.6 กำรผลติปลำเค็มเจสูตรทดแทนด้วยเทมเป้  
                              น าฟองเตา้หูม้าตดัความยาว 

16 น้ิว กวา้ง  1.5  น้ิว  แลว้น ามาวางบนถาดอะลูมิเนียม 
 

น าเตา้หูย้ี้  ปริมาณท่ีไดรั้บเลือกใหเ้ป็นสูตรมาตราฐาน กรัม ผสมเทมเป้ร้อยละ 15,25,35  มาชัง่
น ้าหนกั แลว้บดใหล้ะเอียด 

 

ใชพู้ก่นัแตะเตา้หูย้ี้ ท่ีบดละเอียดน ามาทาบนฟองเตา้หู ้ความยาว  16  น้ิว กวา้ง 1.5 น้ิว 
 

น าไปอบในตูอ้บลมร้อนอเนกประสงค ์ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 120 นาที 
 

น าปลาเคม็เจท่ีอบแหง้มาทอดในหมอ้ทอดภายใตอุ้ณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
 

3.2.7  กำรวเิครำะห์ทำงประสำทสัมผสัของปลำเค็มเจสูตรมำตรฐำนและสูตรทดแทนด้วยเทมเป้ 
  น าเทมเป้สูตรมาตรฐานและสูตรทดแทนดว้ยเทมเป้ มำประเมินคุณภำพทำงประสำท
สัมผสัในด้ำนสีและลักษณะปรำกฏ กล่ิน รสชำติ เน้ือสัมผสั และควำมชอบโดยรวม และใช้
แบบทดสอบท่ีให้คะแนนควำมชอบแบบกำรใช้สเกล 9 ระดบั (9-point hedonic scale) ซ่ึงระดบั
คะแนน 1 หมายถึง ไม่ชอบมากท่ีสุด และคะแนน  9 หมายถึง ชอบมากท่ีสุด โดยใชผู้ท้ดสอบชิม
จ ำนวน 40 คน วำงแผนกำรทดลองแบบบล็อคสุ่มสมบูรณ์ (Randomized Complete Block Design, 
RCBD) จำกนั้นน ำคะแนนมำวิเครำะห์ผลทำงสถิติดว้ยกำรวิเครำะห์ควำมแปรปรวน (Analysis of 
variance, ANOVA) และเปรียบเทียบควำมแตกต่ำงของคะแนนเฉล่ียดว้ย Duncan’s New Multiple 
Range Test  
 

3.2.8 กำรวเิครำะห์ทำงเคมีของเทมเป้สด  ปลำเค็มเจสูตรมำตรฐำนและสูตรทดแทนด้วย เทมป้ 
 น าเทมเป้สด ปลาเค็มเจสูตรมาตรฐาน และสูตรทดแทนดว้ยเทมเป้ท่ีผ่านการประเมิน
ทางประสาทสัมผสัมาวเิคราะห์หาองคป์ระกอบทางเคมีดงัน้ี 
   

  3.2.8.1 วเิคราะห์ปริมาณความช้ืน (A.O.A.C, 2000) 
  3.2.8.2  วเิคราะห์ปริมาณเถา้   (A.O.A.C, 2000) 
  3.2.8.3  วเิคราะห์ปริมาณไขมนั  (A.O.A.C, 2000) 
  3.2.8.4  วเิคราะห์ปริมาณโปรตีน (A.O.A.C, 2000) 
  3.2.8.5  วเิคราะห์ปริมาณเส้นใย  (A.O.A.C, 2000) 
  3.2.8.6  วเิคราะห์ปริมาณคาร์โบไฮเดรต (A.O.A.C, 2000) 
 


