
 

75 

ภาคผนวก ก 

ตารางผลการทดลอง 

ตารางที ่ก-1 ปริมาณผลผลิตท่ีไดข้องเจลาตินหนงัววัปรับสภาพดว้ยสารละลายต่างๆ 
ระยะเวลาในการแช่ด่าง 

(ชัว่โมง) 
ปริมาณผลผลิตท่ีได ้(%) 

NaOH 1.5% NaOH 3.0% Ca(OH)2 1.5% Ca(OH)2 3.0% 
8 19.12f ± 0.12 27.89b ± 0.14 1.87q ± 0.37 2.51p ± 0.66 
16 10.50k ± 0.08 20.97e ± 0.08 2.35p ± 0.31 3.27o ± 0.25 
24 6.83l ± 0.05 16.72g ± 0.06 3.18o ± 0.28 3.95n ± 0.06 
32 16.20h ± 0.05 31.10a ± 0.10 3.88n ± 0.13 6.51l ± 0.54 
40 14.30i ± 0.10 25.82c ± 0.34 4.26n ± 0.37 4.28n ± 0.29 
48 4.13n ± 0.06 24.98d ± 0.11 4.81m ± 0.24 4.81m ± 0.40 
56 11.37j ± 0.03 24.84d ± 0.20 5.03m ± 0.16 6.56l ± 0.25 

หมายเหตุ:  แสดงขอ้มูลในรูปค่าเฉล่ีย  ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ ้า 
  ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัแสดงวา่ค่าเฉล่ียแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P≤0.05) 

ตารางที ่ก-2 ความแขง็แรงเจลของเจลาตินหนงัววัปรับสภาพดว้ยสารละลายต่างๆ 

ระยะเวลาในการแช่ด่าง 
(ชัว่โมง) 

NaOH Ca(OH)2 
1.5% 3.0% 1.5% 3.0% 

8 4.26lmn ± 0.95 0.00n ± 0.00 8.89hijk ± 3.47 4.67klm ± 0.20 
16 5.71jklm ± 1.11 3.31mn ± 0.16 7.89hijkl ± 2.76 6.82ijklm ± 0.43 
24 14.11f ± 0.44 8.48hijkl ± 1.35 7.89hijkl ± 2.76 12.19fgh ± 1.64 
32 46.01e ± 2.01 0.00n ± 0.00 51.01d ± 6.26 67.23b ± 4.50 
40 123.87a ± 3.58 0.00n ± 0.00 58.19c ± 5.45 48.47de ± 4.52 
48 5.90jklm ± 1.62 8.27hijkl ± 1.59 13.65fg ± 2.25 0.00n ± 0.00 
56 10.67fghi ± 2.07 9.59ghij ± 5.34 11.90fgh ± 3.43 0.00n ± 0.00 

หมายเหตุ:  แสดงขอ้มูลในรูปค่าเฉล่ีย  ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ ้า 
  ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัแสดงวา่ค่าเฉล่ียแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P≤0.05) 
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ตารางที ่ก-3  ความแขง็แรงเจลของเจลาตินท่ีสกดัไดด้ว้ยสารละลายกรดอะซิติกท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 

เวลาในการสกดั  
(ชัว่โมง) 

ความเขม้ขน้สารละลายกรดอะซิติก (โมลาร์) 
0.05 0.10 0.15 

3 0.79s ± 0.00 0.74s ± 0.00 0.66s ± 0.00 
6 13.10fghijk ± 0.01 10.10lmno ± 0.01 7.34opqr ± 0.01 
9 12.39fghij ± 0.03 7.65pqr ± 0.03 5.40qr ± 0.02 
12 15.45cdefgh ± 0.01 8.44opqr ± 0.03 6.12r ± 0.02 
15 15.45cdefg ± 0.01 11.01jklmn ± 0.00 7.19opqr ± 0.04 
18 13.00hijk ± 0.02 8.39opqr ± 0.02 7.95opqr ± 0.03 
21 14.23efghi ± 0.00 7.90opqr ± 0.03 11.50jklm ± 0.01 
24 8.74nop ± 0.00 10.30mnop ± 0.03 11.91klmn ± 0.03 
27 15.50defgh ± 0.01 8.80nop ± 0.01 16.98cde ± 0.02 
30 13.64ghijk ± 0.01 11.91jklm ± 0.02 17.23cde ± 0.03 
33 11.88jklm ± 0.01 12.52ijkl ± 0.01 16.21cdef ± 0.01 
36 9.94mnop ± 0.02 12.64ijkl ± 0.01 18.00bc ± 0.01 
39 11.68jklm ± 0.01 11.04klmn ± 0.01 25.50ab ± 0.03 
42 8.36mnop ± 0.02 14.00fghijk ± 0.02 21.49a ± 0.02 
45 8.31opq ± 0.01 12.82ghijk ± 0.02 17.82cd ± 0.02 

หมายเหตุ:  แสดงขอ้มูลในรูปค่าเฉล่ีย  ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ ้า 
  ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัแสดงวา่ค่าเฉล่ียแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P≤0.05) 

ตารางที ่ก-4 ความขุ่นของเจลาตินท่ีสกดัไดท่ี้ผา่นการแช่ถ่านกมัมนัตท่ี์เวลาต่างๆ  
เวลาในการแช่ถ่านกมัมนัต ์ 

(ชัว่โมง) 
ความขุ่น 

(%ความส่องผา่นของแสงท่ี 620 นาโนเมตร) 
0 96.10a ± 0.20 
0.5 97.80b ± 0.17 
1.0 98.20b± 0.50 
1.5 97.97b± 0.15 
2.0 97.67b± 0.21 
2.5 98.27b± 0.06 
3.0 97.77b± 0.55 

หมายเหตุ:  แสดงขอ้มูลในรูปค่าเฉล่ีย  ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ ้า 
  เปรียบเทียบค่าเฉล่ียตามแนวตั้ง ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัแสดงวา่ค่าเฉล่ียแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P≤0.05) 
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ตารางที ่ก-5 ลกัษณะซอปชนัไอโซเทอร์มของเจลาตินท่ีสกดัได ้
ระดบัความช้ืนสัมพทัธ์  

(%) 
ปริมาณความช้ืน  

(%) 
11% 0.91c ± 0.12 
22% 0.92c ± 0.08 
32% 1.47b ± 0.06 
43% 2.21a ± 0.25 
52% 2.31a ± 0.13 

หมายเหตุ:  แสดงขอ้มูลในรูปค่าเฉล่ีย  ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ ้า 
  ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัแสดงวา่ค่าเฉล่ียแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P≤0.05) 

ตารางที ่ก-6 ค่าวอเตอร์แอคทิวต้ีิของเจลาตินท่ีสกดัไดร้ะหวา่งการเก็บรักษา 
ระยะเวลาการเก็บรักษา  

(วนั) 
ค่าวอเตอร์แอคทิวต้ีิ  

(aw) 
0 0.53a ± 0.00 
5 0.46c ± 0.01 
10 0.46c ± 0.01 
15 0.44d ± 0.00 
25 0.47c ± 0.00 
30 0.49b ± 0.01 

หมายเหตุ:  แสดงขอ้มูลในรูปค่าเฉล่ีย  ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ ้า 
  เปรียบเทียบค่าเฉล่ียตามแนวตั้ง ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัแสดงวา่ค่าเฉล่ียแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P≤0.05) 
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ภาคผนวก ข 

วธีิการวเิคราะห์ 

ข-1  การวเิคราะห์ปริมาณความช้ืน  
 อา้งอิง: AOAC (2000) (วธีิวเิคราะห์หมายเลขท่ี 925.09B)  

อุปกรณ์  

1. ภาชนะส าหรับหาความช้ืนพร้อมฝา (moisture can) 
2. โถดูดความช้ืน (desecrator) 
3. ตูอ้บลมร้อน (hot air oven) 

วธีิการ 

1. อบภาชนะส าหรับหาความช้ืนพร้อมฝาในตูอ้บลมร้อน ท่ีอุณหภูมิ 105±2 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 3 ชัว่โมง ก่อนน าภาชนะดงักล่าวมาใส่ในโถดูดความช้ืน ทิ้งไวใ้หเ้ยน็และน ามาชัง่น ้าหนกั 

2. ชัง่ตวัอยา่งประมาณ 2 กรัม ใส่ลงในภาชนะส าหรับหาความช้ืน 
3. อบภาชนะพร้อมตวัอย่างในตูอ้บลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 105±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 

ชัว่โมง ก่อนน ามาใส่ในโถดูดความช้ืน ทิ้งไวใ้หเ้ยน็และน ามาชัง่น ้าหนกั 
4. น าตวัอย่างไปอบและชัง่น ้ าหนกัซ ้ าเช่นเดียวกนักบัขอ้ 3 จนไดผ้ลต่างของน ้ าหนักสอง

คร้ังติดต่อกนั ไม่เกิน 3 มิลลิกรัม  
5. ค านวณผลวเิคราะห์ ดงัสมการต่อไปน้ี 

 

ปริมาณความช้ืน (%) = 
น ้าหนกัตวัอยา่งก่อนอบ – น ้ าหนกัตวัอยา่งหลงัอบ

น ้าหนกัตวัอยา่งก่อนอบ
×100 
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ข-2  การวเิคราะห์ปริมาณเถ้า  
 อา้งอิง: AOAC (2000) (วธีิวเิคราะห์หมายเลขท่ี 900.02A หรือ B) 

อุปกรณ์  

1. ถว้ยกระเบ้ือง (crucible) 
2. โถดูดความช้ืน  
3. เตาเผา 

วธีิการ 

1. เผาถว้ยกระเบ้ืองในเตาเผาท่ีอุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง 
2. ทิ้งไวใ้หเ้ยน็ ในโถดูดความช้ืนก่อนน ามาชัง่เพื่อหาน ้าหนกัท่ีแน่นอน  
3. ชัง่ตวัอยา่ง 2 กรัม ใส่ลงในถว้ยกระเบ้ือง แลว้น าไปเผาในตูดู้ดควนัจนหมดควนั 
4. เผาถว้ยกระเบ้ืองพร้อมตวัอยา่งท่ีเผาไล่ควนัแลว้ในเตาเผาท่ีอุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 3 ชัว่โมง ทิ้งไวใ้หเ้ยน็และชัง่น ้าหนกัตามขอ้ 2  
5. ค านวณผลวเิคราะห์ ดงัสมการต่อไปน้ี 

ปริมาณเถา้ (%) = 
น ้าหนกัตวัอยา่งหลงัเผา

น ้าหนกัตวัอยา่งก่อนเผา
×100 

 
ข-3 การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีน  
 อา้งอิง: AOAC (2000) (วธีิวเิคราะห์หมายเลขท่ี 955.04C) 

อุปกรณ์  

1. หลอดยอ่ยโปรตีน 
2. ขวดรูปชมพู ่ขนาด 125 มิลลิลิตร 
3. บิวเรต (buret) 
4. ชุดยอ่ยโปรตีน 
5. ชุดกลัน่โปรตีน 
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สารเคมี  

1. Kjedahl catalyst : ผสมโพแทสเซียมซลัเฟต (K2SO4) กบั คอปเปอร์ซลัเฟต (CuSO4) 
อตัราส่วน 9:1 

2. กรดซลัฟิวริก (H2SO4)  
3. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) 20% (น ้าหนกั/ปริมาตร) 
4. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) 40% (น ้าหนกั/ปริมาตร) 
5. สารละลายไฮโดรคลอริก (HCl) ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ 
6. สารละลายกรดบอริก (H3BO3) ความเขม้ขน้ 2% (ปริมาตร/ปริมาตร) 
7. สารละลายอินดิเคเตอร์: ผสมเมทิลเรด (methyl red) 0.1% (ในเอทานอล 95%) ปริมาตร 

100 มิลลิลิตรกับโบรโมครีซอลกรีน (bromocresol green) 0.2% (ในเอทานอล 95%) 
ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 

วธีิการ 

1. ชัง่น ้ าหนกัตวัอยา่งใหไ้ดน้ ้าหนกัประมาณ 1-2 กรัม ห่อตวัอยา่งดว้ยกระดาษกรองเบอร์ 4 
ก่อนใส่ในหลอดยอ่ยโปรตีน เตรียม blankโดยกระดาษกรองเบอร์ 4 ท่ีไม่ใส่ตวัอยา่ง 

2. เติม Kjedahl catalyst 5 กรัม และกรดซลัฟิวริก 20 มิลลิลิตร ลงในหลอดยอ่ยโปรตีน 
3. ต่อหลอดย่อยโปรตีนเข้ากับเคร่ืองย่อยโปรตีน ให้ความร้อนเพื่อย่อยจนตัวอย่าง

เปล่ียนเป็นสีฟ้าและใส 
4. ทิ้งไวใ้หเ้ยน็และเติมน ้ากลัน่ 60 มิลลิลิตร 
5. น าตัวอย่างไปกลั่นโดยเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 40% จน

สารละลายตวัอย่างเป็นสีด า น าตวัอยา่งเขา้เคร่ืองกลัน่โดยรับไอระเหยด้วยสารละลายกรดบอร์ริกท่ี
หยดสารละลายอินดิเคเตอร์ไวแ้ลว้ 2-3 หยด 

6. น าสารท่ีกลัน่ไดไ้ปไทเทรตดว้ยสารละลายไฮโดรคลอริกความเขม้ขน้ 0.02 นอร์มอลจน
เป็นสีชมพอู่อน  

7. อ่านปริมาตรกรดท่ีใช ้แลว้ค านวณผลวเิคราะห์ ดงัสมการต่อไปน้ี 

ปริมาณโปรตีน (%) = 
(A-B) × N × 1.4007 × F

W
×100 
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เม่ือ  A  คือ  ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริก ความเขม้ขน้ 0.02 นอร์มาลท่ีใชไ้ทเทรต 
    ตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) 
 B  คือ  ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริก ความเขม้ขน้ 0.02 นอร์มาลท่ีใชไ้ทเทรต 
   blank (มิลลิลิตร) 
 N  คือ  ความเขม้ขน้ท่ีแน่นอนของสารละลายกรดไฮโดรคลอริก (นอร์มาล) 
 W  คือ  น ้าหนกัของตวัอยา่ง (กรัม) 
 F  คือ  แฟคเตอร์ ส าหรับการแปลงปริมาณไนโตรเจนเป็นโปรตีน (Protein-

    Nitrogen conversion factor) (ส าหรับเจลาตินจากววั เท่ากบั 5.55) 

ข-4 การวเิคราะห์ปริมาณไขมัน 
อา้งอิง: AOAC (2000) 

อุปกรณ์  

1. อุปกรณ์ชุดสกดัไขมนั (soxhlet apparatus) ประกอบด้วยขวดกน้กลม ส าหรับใส่ตวัท า
ละลาย ซอคเลต (soxhlet) เคร่ืองควบแน่น (condenser) และเตาให้ความร้อน (heating 
mantle)  

2. หลอดใส่ตวัอยา่ง (extraction thimble) 
3. ตูอ้บลมร้อน 
4. โถดูดความช้ืน  
5. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้า (ทศนิยม 4 ต าแหน่ง) 

วธีิการ 

1. อบขวดก้นกลมขนาดความจุ 250 มิลลิลิตรในตู้อบลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 105±2 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง ก่อนน ามาใส่ในโถดูดความช้ืน ทิ้งไวใ้ห้เยน็และน ามาชัง่น ้ าหนกั (ท าซ ้ า
จนกระทัง่ผลต่างของน ้าหนกัท่ีชัง่ติดต่อกนัสองคร้ังไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม) 

2. ชั่งตวัอย่างน ้ าหนักประมาณ 1-2 กรัม ห่อด้วยกระดาษกรองเบอร์ 4 ใส่ลงในหลอด
ส าหรับใส่ตวัอยา่งปิดทบัดว้ยส าลี 

3. น าตวัอย่างใส่ในซอคเลต จากนั้นเติมปิโตรเลียมอีเทอร์ ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ลงใน
ขวดกน้กลม วางบนเตาแลว้ใหค้วามร้อน 
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4. สกดั 14 ชั่วโมง โดยควบคุมให้ปิโตรเลียมอีเทอร์ระเหยและควบแน่นหยดลงมาสกดั
ตวัอยา่งดว้ยอตัรา 150 หยดต่อนาที 

5. เม่ือครบเวลา น าหลอดตวัอย่างออกจากซอคเลต ระเหยปิโตรเลียมอีเทอมร์ในขวดก้น
กลมดว้ยเคร่ืองท าระเหยแบบสุญญากาศ 

6. อบขวดก้นกลมในตูอ้บลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 105±2 องศาเซลเซียส จนตวัท าละลายแห้ง 
ก่อนน ามาใส่ในโถดูดความช้ืน ทิ้งไวใ้ห้เยน็และน ามาชัง่น ้ าหนกั (ท าซ ้ าจนไดผ้ลต่างของน ้ าหนกัท่ีชัง่
ติดต่อกนัสองคร้ัง ไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม) 

7. ค านวณผลวเิคราะห์ ดงัสมการต่อไปน้ี 

ปริมาณไขมนั (%) = 
น ้าหนกัตวัอยา่งหลงัอบ

น ้าหนกัตวัอยา่งก่อนอบ
×100 

 
ข-5  การวเิคราะห์เนือ้สัมผสัด้วยวิธี TPA 
 อา้งอิง: ตระกลู (2552) 

วธีิการเตรียมตวัอยา่ง 

 น าเจลาตินผง 6.67% (น ้ าหนัก/ปริมาตร) ละลายในน ้ ากลัน่ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นใส่สารละลายเจลาตินลงในถว้ยขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 30 มิลลิเมตร สูง 15 
มิลลิเมตร แลว้เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง จากนั้นวิเคราะห์คุณภาพจาก
กราฟท่ีได ้(ภาพท่ี ข-2) ดว้ยเคร่ืองวเิคราะห์เน้ือสัมผสั (texture analyzer) 

 
ภาพท่ี ข-2 กราฟท่ีไดจ้ากการวเิคราะห์ TPA 

ท่ีมา: ตระกลู (2552) 
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วธีิการค านวณ 

 ค่าความเปราะของอาหาร = แรง ณ จุด F3 (ภาพท่ี ข-2) 

 ค่าความแขง็   = แรง ณ จุด F2 (ภาพท่ี ข-2) 

 ค่าการเกาะตวักนัของอาหาร = พื้นท่ีใตก้ราฟช่วง 3-4 

 ค่าความสามารถในการยดึเกาะกนัภายในช้ินอาหาร 
  = พื้นท่ีใตก้ราฟช่วง 4-6 / พื้นท่ีใตก้ราฟช่วง 1-3 

 พลงังานการบดเค้ียวอาหารก่ึงแขง็ก่ึงเหลว   
   = ค่าความแขง็ × ค่าความสามารถในการยดึเกาะกนัภายในช้ินอาหาร 

 ค่าความยดืหยุน่ของอาหาร = ระยะเวลาช่วง 4-5 / ระยะเวลาช่วง 1-2 

 พลงังานการเค้ียวอาหารแขง็  
  = พลงังานการบดเค้ียวอาหารก่ึงแขง็ก่ึงเหลว × ค่าความยดืหยุน่ของอาหาร  

ข-6  การวเิคราะห์รูปแบบโปรตีน โดยวธีิ SDS-PAGE 
 อา้งอิง: Laemmli (1970) 

อุปกรณ์ ชุดอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบมินิเจล 

สารเคมี 
1. 30% อ ะค ริล าไม ด์  (acrylamide)/บ ริส -อ ะค ริล าไม ด์  (bis-acrylamide) : ล ะล าย 

อะคริลาไมด ์29.2 กรัมและบริส-อะคริลาไมด์ 0.8 กรัมในน ้ าปราศจากไอออน (deionized water) ปรับ
ปริมาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชาท่ี 4 องศาเซลเซียส  

2. สารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบ์ฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 1.5 โมลาร์ ความเป็นกรด-ด่าง 8.8 
3. สารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบ์ฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ ความเป็นกรด-ด่าง 6.8 
4. สารละลายโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต ความเขม้ขน้ 10% (เก็บท่ีอุณหภูมิหอ้ง) 
5. สารละลายโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต ความเขม้ขน้ 5% (เก็บท่ีอุณหภูมิหอ้ง) 
6. ไอโซโพรพานอล (isopropanol) 
7. สารละลายบฟัเฟอร์ตวัอยา่ง (sample buffer) ประกอบดว้ย 
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  1) ทริส-ไฮโดรคลอไรด ์(tris-HCl) 0.1514 กรัม 
  2) กลีเซอรอล (glycerol) 2.5  มิลลิลิตร 
  3) โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต (sodium dodecrl sulfate) 0.25  กรัม 
  4) โบรโมฟีนอลบลู 0.1 กรัม 
น ามาละลายในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรเป็น 25 มิลลิลิตร แลว้ปรับความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 6.8  

8. electrode buffer ประกอบดว้ย :  
  1) ทริส-ไฮโดรคลอไรด์ 3 กรัม 
  2) ไกลซีน (glysine)  14.4 กรัม 
  3) โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต (sodium dodecrl sulfate)  1 กรัม 
น ามาละลายในน ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตร 

9. catalyst ประกอบดว้ย : 
1) สารละลายแอมโมเนียมเปอร์ซลัเฟต ความเขม้ขน้ 10%  

  2) สาร TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine) 
10. โปรตีนมาตรฐาน : pre-stained protein standard 
11. สียอ้มโปรตีน : Coomassie Brilliant Blue R-250 
12. staining solution : ละลาย Coomassie Brilliant Blue R-250 0.15 กรัมในเมทานอล 100 

มิลลิลิตร คนจนละลายหมดเติมกรดแอซีติก 15 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตด้วยน ้ ากลั่นให้ได้ 200 
มิลลิลิตร 

13. destaining solution : ผสมเมทานอล 100 มิลลิลิตร กรดแอซีติก 75 มิลลิลิตร แล้วปรับ
ปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ด ้1,000 มิลลิลิตร 

การเตรียม separating gel 

1. ประกอบ Mini-gel apparatus (Bio-Rad, Mini Protein II) ตามวธีิประกอบ  
2. ผสมสารละลายของเจล ดงัน้ี 

น ้ากลัน่   4.05 มิลลิลิตร 
1.5 โมลาร์ ทริส-ไฮโดรคลอไรด ์ความเป็นกรด-ด่าง 8.8 2.5 มิลลิลิตร 
30% อะคริลาไมด์/บริส-อะคริลาไมด ์ 3.3 มิลลิลิตร 
10% SDS  100 ไมโครลิตร 
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 โดยผสมสารละลายต่าง ๆ ใน Sidearm flask หลงัจากการ degas แลว้ 15 นาที ผสมสารละลาย 
APS และ TEMED เพื่อช่วยใหเ้กิดปฏิกิริยาการเกิดพอลิเมอร์ (polymerization) 

10% APS    50  ไมโครลิตร 
TEMED   5 ไมโครลิตร 

3. ใช้พาสเจอร์ปิเปต (pasteur pipette) ดูดเจลใส่ลงช่องระหว่างแผ่นแกว้ประมาณแผ่นละ 
4.5 มิลลิลิตรหรือประมาณ 1.5 ถึง 2 เซนติเมตรจากขอบบนของแผน่แกว้ท่ีมีระดบัต ่ากว่า (ระวงัอย่า
ใหเ้กิดฟองอากาศ) อยา่งรวดเร็วก่อนท่ีเจลจะแขง็ตวั 

4. ใชพ้าสเจอร์ปิเปตอนัใหม่ดูดสารละลายไอโซโพรพานอลหยดลงบนขอบเจล เพื่อปิดทบั
แผน่เจล (หนาประมาณ 3 มิลลิเมตร) 

5. ตั้งทิ้งไว ้45-60 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง จะเห็นรอยต่อระหวา่งเจลและสารละลายท่ีคลุมผิว
เจลอยูอ่ยา่งชดัเจน  

6. เม่ือเจลแขง็ตวัใหดู้ดสารละลายไอโซโพรพานอลออกทนัทีดว้ยพาสเจอร์ปิเปต 
7. ลา้งส่วนบนของเจลดว้ยน ้ากลัน่ 3 คร้ังและซบัใหแ้หง้ดว้ยกระดาษกรอง 

การเตรียม stacking Gel 

1. ผสมสารละลายของเจลและตั้งสารละลายไว ้15 นาที 
น ้ากลัน่   2.850 มิลลิลิตร 

 0.5 โมลาร์ ทริส-ไฮโดรคลอไรด ์ความเป็นกรด-ด่าง 6.8 1.25 มิลลิลิตร 
 30% อะคริลาไมด์/บริส-อะคริลาไมด ์ 800 ไมโครลิตร 
 10% SDS  50 ไมโครลิตร 
2. หลงัจากนั้น ผสมสารละลาย APS และ TEMED  
 10% APS  25  ไมโครลิตร 
 TEMED   2.5 ไมโครลิตร 
3. ซบัตอนบนของแผน่ separating gel ใหแ้หง้ดว้ยกระดาษกรอง  
4. ท าการดูด stacking gel ด้วยพาสเจอร์ปิเปต ใส่ลงตรงกลางลงมาตามด้านขา้งของแผ่น

ประกอบเจล จนไดค้วามสูงของเจลในแผน่แกว้ประมาณ 3 เซนติเมตร 
5. ค่อย ๆ สอดหวเีทฟลอน (teflon comb) ลงในชั้น stacking gel  
6. ตั้งทิ้งไว ้30-40 นาทีท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
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การเตรียมตวัอยา่ง 

1. น าตัวอย่าง เจลาตินผงละลายด้วยส ารละลายบัฟ เฟ อ ร์ตัวอย่างลงในหลอด 
ไมโครเซนตริฟิวก ์(microcentifuge) 

2. น าหลอดไมโครเซนตริฟิวก์ต้มท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที หรือ
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 นาที (ถา้ตวัอยา่งแห้งให้ใส่สารละลายบฟัเฟอร์ตวัอยา่งลงไป
ประมาณ 50-100 ไมโครลิตร) แลว้ท าใหเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

3. น าไปเขา้เคร่ืองหมุนเหวีย่ง ความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 
4. เม่ือครบเวลา ดูดสารละลายส่วนท่ีใสไปใช ้

วธีิการวเิคราะห์ 

1. ประกอบชุดเจลอิเล็กโตรโฟรีซีสเขา้ดว้ยกนั  
2. เติม electrode buffer ให้ท่วม chamber ด้านใน แล้วโหลดตวัอย่างท่ีเตรียมไวป้ริมาตร 

10-15 ไมโครลิตรและ 3-5 ไมโครลิตร ส าหรับสารโปรตีนมาตรฐาน  
3. หลงัจากนั้น เติม electrode buffer ใหเ้ตม็ chamber ดา้นนอก  
4. ต่อชุดอิเล็กโตรโฟรีซีสเขา้กบั power supplier เปิดกระแสไฟฟ้า 30 mA (ส าหรับเจลสอง

แผ่น) จนกระทั่งสีของโบรโมฟีนอลบลูเคล่ือนท่ีลงมาจนเกือบสุดปลายกระจก จึงหยุดให้
กระแสไฟฟ้า  

5. ถอดแผน่แกว้ออกจากชุดเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส  
6. น าแผน่เจลท่ีไดล้า้งดว้ยน ้ากลัน่ประมาณ 2 คร้ังหรือจนกระทัง่ฟิลม์ใส 
7. น าแผน่เจลท่ีไดใ้ส่ถาด staining solution เพื่อยอ้มสีโปรตีน  
8. เขยา่เดว้ยเคร่ืองเขยา่สารละลายประมาณ 45 นาที 
9. ลา้งดว้ย destaining solution เขยา่เบาๆ ดว้ยเคร่ืองเขยา่สารละลายจนกระทัง่ฟิลม์ใส 
10. แช่ฟิลม์เก็บไวใ้น 1% สารละลายกรดแอซีติกในถุงพลาสติกใสบรรจุแบบสุญญากาศ  
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ข-7  การวเิคราะห์โลหะหนักด้วยวิธี atomic absorption spectroscopy (AAS) 
 อา้งอิง: ภาควชิาเคมี มหาวทิยาลยันเรศวร (2556) 

อุปกรณ์ atomic absorption spectrophotometer 

สารเคมี 

1. สารละลาย Ca2+ มาตรฐาน 100 ppm โดยเตรียมจาก CaCl2 × 2H2O (MW = 146.98) 

วธีิการวเิคราะห์ 

1. เตรียมสารละลาย Ca2+ มาตรฐาน ท่ีความเขม้ขน้ 5, 10, 15, 20 และ 30 ppm ในขวดปรับ
ปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตรโดยเจือจางจากสารละลายมาตรฐาน 100 ppm Ca2+ 

2. น าสารละลาย Ca2+ มาตรฐาน ทุกความเขม้ขน้วดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง AAS ท่ี
เปิดเคร่ืองเคร่ืองและหลอด HCL ทิ้งไวป้ระมาณ 15 นาที ซ่ึงได้ตั้ งค่าสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับ
วเิคราะห์ Calcium ไวแ้ลว้  

3. จากนั้ นส ร้างกราฟมาตรฐาน  (calibration graph) ระหว่างค่ าก าร ดูดก ลืนแส ง 
(absorbance) เปรียบเทียบกบัความเขม้ขน้ของสารละลาย Ca2+ มาตรฐาน  

4. หาค่าขีดจ ากดัของการวิเคราะห์ โดยน าสารละลายท่ีเป็น Blank มาวดัค่าการดูดกลืนแสง
ทั้งหมด 20 คร้ัง น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดม้าค านวณหาค่าขีดจ ากดัของการวเิคราะห์ (detection limit)  

5. ค านวณผลวเิคราะห์ ดงัสมการต่อไปน้ี 

D.L.  =  3 × SDblk 
  ความชนัของกราฟ 

เม่ือ D.L.  คือ  detection limit 
SDblk คือ ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของการวดัสัญญาณของ blank 
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ภาคผนวก ค 

ขั้นตอนการผลติเจลาตนิจากหนังววั 

1. หนงัววั (ภาพท่ี ค-1) ท่ีไดรั้บมาจากบริษทั แทนเนอร่ี กรุ๊ป จ ากดั (มหาชน) ถูกเก็บท่ีอุณหภูมิต ่า
กวา่จุดเยอืกแขง็ (-18 องศาเซลเซียส)  

  
    (ก)        (ข)        (ค) 
ภาพที ่ค-1 หนงัววัเหลือทิ้งจากบริษทั ชยัวฒันา แทนเนอร่ี กรุ๊ป จ ากดั (มหาชน) 

(ก) หนงัววัชนิดกาวบี (ข) หนงัววักาวซี (ค) หนงัววักาวด า 

2. ลา้งส่ิงสกปรกท่ีติดมากบัหนงัดว้ยน ้าเปล่าใหส้ะอาด (ภาพท่ี ค-2)  

 
ภาพที ่ค-2 การลา้งท าความสะอาดหนงัววัดว้ยน ้าสะอาด 
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3. น าหนงัววัท่ีผา่นการลา้งท าความสะอาดมาตดัขนาด 2.5 x 2.5 เซนติเมตร (ภาพท่ี ค-3)  

 
ภาพที ่ค-3 การตดัแต่งหนงัววัเหลือทิ้งใหไ้ดข้นาดตามท่ีตอ้งการ 

4. น าหนังท่ีได้บรรจุและแช่เยือกแข็งท่ีอุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส ในระหว่างรอศึกษาใน
ขั้นตอนต่อไป (ภาพท่ี ค-4) 

 

ภาพที ่ค-4 การบรรจุและแช่เยอืกแขง็ท่ีอุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส 

5. ปรับสภาพหนงัววัดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีความเขม้ขน้ 1.5% แช่เป็นระยะเวลา 
40 ชัว่โมง (ภาพท่ี ค-5) 

 
ภาพที ่ค-5 การปรับสภาพหนงัววัดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
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6. น าหนงัววัท่ีผา่นการปรับสภาพแลว้ เขา้สู่กระบวนการสกดัเพื่อใหไ้ดส้ารละลายเจลาติน (ภาพท่ี 
ค-6) โดยใชส้ารละลายกรดแอซีติกท่ีความเขม้ขน้ 0.15 โมลาร์ ท่ีอุณภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 
ชัว่โมงดว้ยเคร่ืองเขยา่แบบควบคุมอุณหภูมิ 

 
ภาพที ่ค-6 การสกดัหนงัววัดว้ยเคร่ืองเขยา่แบบควบคุมอุณหภูมิ 

7. น าสารละลายเจลาตินไดไ้ป ท าใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยการกรองดว้ยกระดาษกรองและส าลี  

 
ภาพที ่ค-7 การท าใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยการกรอง 

8. น าสารละลายเจลาตินไปอบแหง้ในตูอ้บลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  

 
ภาพที ่ค-8 ท าใหส้ารละลายเจลาตินแหง้ดว้ยเคร่ืองอบลมร้อน 
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9. น าเจลาตินแผน่ท่ีได ้(ภาพท่ี ค-9) ไปป่ันหยาบจนไดเ้ป็นเจลาตินผง  

 
ภาพที ่ค-9 เจลาตินแผน่ 

10. น าเจลาตินผง (ภาพท่ี ค-10) ท่ีสกดัไดไ้ปศึกษาต่อไป 

 
ภาพที ่ค-10 เจลาตินผง 
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ภาคผนวก ง 

แบบทดสอบทางประสาทสัมผสั  

ช่ือ-นามสกุล….................................................................................วนัท่ี..............................................  

ตัวอย่าง: ผลิตภณัฑเ์ยลลีน ้าผลไมจ้ากเจลาตินจากหนงัววั 

ค าช้ีแจง: โปรดทดสอบตวัอยา่งต่อไปน้ี พร้อมทั้งให้คะแนนความชอบต่อผลิตภณัฑ์แต่ละตวัอยา่งใน
ด้านลกัษณะปรากฏ ได้แก่ สี ความใส กล่ิน ความอ่อนนุ่ม ความเหนียว ความยืดหยุ่นของเจลและ
ความชอบโดยรวมต่อลกัษณะท่ีกล่าวมา โดยมีเกณฑก์ารใหค้ะแนน ดงัน้ี 

ระดบัของความชอบ ระดบัคะแนน  ระดบัของความชอบ ระดบัคะแนน 
ชอบมากท่ีสุด   9   ไม่ชอบเล็กนอ้ย   4 
ชอบมาก   8  ไม่ชอบปานกลาง  3 
ชอบปานกลาง   7    ไม่ชอบมาก   2 
ชอบเล็กนอ้ย   6  ไม่ชอบมากท่ีสุด   1 
เฉยๆ    5 

คุณลกัษณะท่ีประเมิน 
รหสัตวัอยา่ง 

  

สี   

ความใส   

กล่ิน (ไม่มีกล่ิน/กล่ินแรง)   

ความอ่อนนุ่มของเจล   

ความเหนียวของเจล   

ความยดืหยุน่ของเจล   

ความชอบโดยรวม   

ขอ้เสนอแนะ: 
…………………………………………………………………………….…………………………… 
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ประวตัผู้ิเขยีน 

ช่ือ-นามสกุล   นางสาวณฐัชนก ตลบัเพชร 

วนั เดือน ปีเกิด  3 กนัยายน 2533 

ประวติัการศึกษา  ปีการศึกษา 2551 ส าเร็จการศึกษามธัยมศึกษาตอนปลาย 
      โรงเรียนมธัยมสาธิตมหาวทิยาลยันเรศวร  
      จงัหวดัพิษณุโลก 

    ปีการศึกษา 2555 ส าเร็จการศึกษาปริญญาวทิยาศาสตรบณัฑิต 
       สาขาวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยกีารอาหาร 
       มหาวทิยาลยันเรศวร 

ทุนสนบัสนุนงานวจิยั  ทุนจากส านกังานกองทุนสนับสนุนการวิจยั (สกว.) และบริษทั ชยัวฒันา                 
แทนเนอร่ี กรุ๊ป จ ากดั (มหาชน) จงัหวดัสมุทรปราการ 

ทุนท่ีไดรั้บขณะศึกษา  ทุนนักศึกษาแลกเปล่ียน โครงการ “2014 International Exchange and    
Educational Program for Food Safety and Manufacturing of Traditional 
foods” ณ มหาวทิยาลยัคากาวา่ ประเทศญ่ีปุ่น ปีการศึกษา 2556 

 

 


