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ภาคผนวก ก 

การวิเคราะห์ทางเคมี 

1. วิเคราะห์ปริมาณความชื้น โดยตู้อบไฟฟ้า (AOAC, 2000) 

อุปกรณ์ 
1) กระป๋องอบความช้ืน (Moisture can) 
2) โถดูดความช้ืน (Desiccator) 
3) คีมคีบ (Tongs) 
4) ชอ้นตกัสาร (Spatula) 

เครื่องมือ 
1) ตูอ้บลมร้อนแบบไฟฟ้า (Hot air oven) 
2) เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Analytical balance) 

วิธีการ 
1) อบกระป๋องอบความช้ืนพร้อมฝา ท่ีตูอ้บลมร้อนแบบไฟฟ้าท่ีอุณหภูมิ 100 ± 5 องศา-

เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ท าใหเ้ยน็ในโถดูดความช้ืนนาน 30 นาที ชัง่น ้าหนกั (W1) 
2) ชั่งตัวอย่างท่ีทราบน ้ าหนักแน่นอนประมาณ 1 กรัม ใส่ในกระป๋องอบความช้ืน 

ท่ีอบเรียบร้อยแลว้ และชัง่น ้าหนกั (W2) 
3) น ากระป๋องอบความช้ืนพร้อมฝาไปอบในตู้อบลมร้อนแบบไฟฟ้าท่ีอุณหภูมิ 100 ± 5 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชัว่โมง โดยเปิดฝาออก 
4) น ากระป๋องอบความช้ืนออกจากตูอ้บลมร้อนแบบไฟฟ้า โดยปิดฝาทนัที และท าให้เยน็

ในโถดูดความช้ืนนาน 30 นาที ชัง่น ้าหนกัท่ีแน่นอน 
5) น าไปอบต่ออีก 1 ชัว่โมง จนไดน้ ้าหนกัท่ีคงท่ี (ผลต่างของการชัง่สองคร้ังติดกนัไม่เกิน 2 

มิลลิกรัม) (W3) 
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วิธีค านวณ 

ปริมาณความช้ืน (ร้อยละ) = 100
)W(W
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เม่ือ W1 = น ้าหนกัของกระป๋องอบความช้ืน (กรัม) 
W2 = น ้าหนกัของกระป๋องอบความช้ืนและตวัอยา่งก่อนอบ (กรัม) 
W3 = น ้าหนกัของกระป๋องอบความช้ืนและตวัอยา่งหลงัอบ (กรัม) 

2.  วิเคราะห์ปริมาณไขมัน (AOAC, 2000) 

อุปกรณ์ 
1) ชุดสกดัไขมนั (Soxtec Extractor รุ่น 2050) 
2) กระดาษกรองเบอร์ 4  
3) ชอ้นตกัสาร (Spatula) 
4) โถดูดความช้ืน (Desiccator) 

เครื่องมือ 
1) เคร่ืองสกดัไขมนั (Soxtec Aventi รุ่น 2050) 
2) เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Analytical balance) 
3) ตูอ้บลมร้อนแบบไฟฟ้า (Hot air oven) 
4) ตูดู้ดควนั (Fume hood) 

สารเคมี 
ปิโตเลียม อีเทอร์ (Petroleum ether, RCI Labscan, Thailand) 

วิธีวิเคราะห์ 
1) ชัง่ตวัอยา่ง 1 กรัม (W1) ใส่ในกระดาษกรองเบอร์ 4 พบักระดาษกรองใหเ้ล็กเผือ่ให้ใส่ใน

ทิมเบอร์ ชัง่น ้าหนกักระป๋องรองรับไขมนั (W2) 
2) เปิดเคร่ืองสกดัไขมนั พร้อมทั้งเปิดเคร่ืองท าความเยน็ 
3) จากนั้ นน า ชุดสกัดไขมัน  (Soxtec Extractor รุ่น  2050) เ ติม ปิโตร เ ลี ยม อี เทอ ร์   

ตวัอยา่งละ 80 มิลลิลิตร  
4) กดปุ่ม start เพื่อใหเ้คร่ืองเร่ิมท างาน เป็นเวลาประมาณ 2 ชัว่โมง 
5) จากนั้นน ากระป๋องรองไขมนัไปอบท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

และท าใหเ้ยน็ในโถดูดความช้ืนนาน 30 นาที และบนัทึกน ้าหนกั (W3) 
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การค านวณ 

ปริมาณไขมนั (ร้อยละ) = 100
W

)W(W
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เม่ือ W1 = น ้าหนกัตวัอยา่ง (กรัม) 
W2 = น ้าหนกักระป๋องรองรับไขมนั (กรัม) 
W3 = น ้าหนกักระป๋องรองรับไขมนัท่ีมีไขมนั (กรัม) 

3.  วิเคราะห์ปริมาณโปรตีน โดยวิธี Kjeldahl (AOAC, 2000) 

อุปกรณ์ 
1) ขวดเคลดาห์ลส าหรับยอ่ยตวัอยา่ง (Kjeldahl flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร 
2) บีกเกอร์ (Beaker) ขนาด 250 มิลลิลิตร 
3) บิวเรต (Burette) ขนาด 50 มิลลิลิตร 
4) กระบอกตวง (Measuring cylinder) ขนาด 100 มิลลิลิตร 
5) ขวดน ้ากลัน่ 
6) ขวดรูปชมพู ่(Erlenmeyer flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร 

เครื่องมือ 
1) ชุดยอ่ยโปรตีน (Digestion unit) 
2) ชุดกลัน่โปรตีน (Distillation apparatus) 
3) เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Analytical balance) 
4) ตูดู้ดควนั (Fume hood) 

สารเคมี 
1) Sulfuric acid (H2SO4) ความเขม้ขน้ร้อยละ 98 (น ้าหนกัต่อปริมาตร) 
2) คะตะลิตส์หาโปรตีน 
3) Sodium hydroxide (NaOH) ความเขม้ขน้ร้อยละ 40 (น ้าหนกัต่อปริมาตร) 
4) Sulfuric acid (H2SO4) ความเขม้ขน้ 0.1 นอร์มอล 
5) อินดิเคเตอร์ผสม ประกอบดว้ย Methyl red ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.2 (น ้าหนกัต่อปริมาตร) 

ในแอลกอฮอล์ ผสมกับ Bromocresol green ความเข้มข้นร้อยละ 0.2 (น ้ าหนักต่อ
ปริมาตร) ในแอลกอฮอล ์อตัราส่วน 1:1 

6) กรดบอริก (Boric acid) ความเขม้ขน้ร้อยละ 4 (น ้าหนกัต่อปริมาตร) 
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วิธีวิเคราะห์ 
1) ชั่งตวัอย่าง 1 กรัม (W1) ถ่ายตวัอย่างลงในหลอดย่อยโปรตีน ท า Blank ควบคู่ไปด้วย 

เติมคะตะลิสต ์2 เมด็ 
2) เติม Sulfuric acid (H2SO4) ความเขม้ขน้ร้อยละ 98 (น ้ าหนักต่อปริมาตร) 20 มิลลิลิตร 

โดยเอียงหลอดยอ่ยโปรตีน และต่อยๆรินกรดลงขา้งๆหลอด เพื่อลา้งตวัอยา่งท่ีอาจติดอยู่

ขา้งหลอดใหห้มด และค่อยๆเขยา่เบาๆ 

3) น าไปยอ่ยท่ีชุดยอ่ยโปรตีน โดยใชเ้วลายอ่ยประมาณ 1 ชัว่โมง หรือจนกระทัง่สารละลายใส

จึงปิดชุดยอ่ยและรอจนกระทัง่สารละลายเยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

4) น าสารละลายท่ีได้ต่อกับเคร่ืองกลั่นโปรตีน โดยน าขวดรูปชมพู่ ท่ี มีกรดบอริก  

ความเขม้ขน้ร้อยละ 4 (น ้าหนกัต่อปริมาตร) จ านวน 50 มิลลิลิตร และหยดอินดิเคเตอร์ผสม 

ลงไป 2-3 หยด 

5) เติม Sodium hydroxide (NaOH) ความเขม้ขน้ร้อยละ 40 (น ้ าหนกัต่อปริมาตร) ให้มากเกินพอ 

(ประมาณ 70-90 มิลลิลิตร) ข้อสังเกต ถ้าปริมาณด่าวมากเกินพอ สารละลายจะมีสีด า  

ถา้ยงัไม่เกิดสีด า ใหเ้ติม Sodium hydroxide (NaOH) เพิ่มอีก 5-10 มิลลิลิตร 

6) เปิดเคร่ืองเร่ิมท าการกลัน่ โดยใหท้ า Blank ก่อนตวัอยา่ง 

7) น าสารละลายท่ีได้ไปไทเทรตกับสารละลายมาตรฐาน Sulfuric acid (H2SO4) จนได ้
จุดยติุ คือ สังเกตสีชมพูปรากฏข้ึน และสารละลายสีเทาอมม่วงจางหายไป 

การค านวณ 

ปริมาณไนโตรเจน (ร้อยละ) = 
W

4007.1)V(V 42ba  SOH    

เม่ือ Va = ปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน H2SO4 ท่ีใชใ้นการไทเทรตตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) 
Vb = ปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน H2SO4 ท่ีใชใ้นการไทเทรต Blank (มิลลิลิตร) 
H2SO4 = ความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน H2SO4 (นอร์มอล) 
W = น ้าหนกัตวัอยา่ง (กรัม) 

  ปริมาณโปรตีน (ร้อยละ) = ปริมาณไนโตรเจน (ร้อยละ) x แฟกเตอร์ 
โดยค่าแฟกเตอร์ของเจลาตินจากปลา มีค่าเท่ากบั 5.4 
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4.  วิเคราะห์ปริมาณเถ้า (AOAC, 2000) 

อุปกรณ์ 
1) ถว้ยกระเบ้ืองเคลือบ (Crucible) 
2) ชอ้นตกัสาร (Spatula) 
3) คีมคีบ (Tongs) 
4) โถดูดความช้ืน (Desiccator) 

เครื่องมือ 
1) เตาเผาไฟฟ้า (Muffle furnace) 
2) เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Analytical balance) 
3) ตูดู้ดควนั (Fume hood) 
4) เตาไฟฟ้าท่ีปรับและควบคุมอุณหภูมิได ้(Heating mantle)   

วิธีวิเคราะห์ 
1) เผาถ้วยกระเบ้ืองเคลือบในเตาไฟฟ้า ท่ีอุณหภูมิ 525-550 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 

นาที ท าใหเ้ยน็ในโถดูดความช้ืน และชัง่น ้าหนกั (W1)  
2) ชัง่ตวัอยา่ง 2 กรัมใส่ถว้ยกระเบ้ืองเคลือบ และชัง่น ้าหนกั (W2) 
3) น าถว้ยกระเบ้ืองเคลือบไปเผาบนเตาไฟฟ้า โดยเพิ่มความร้อนข้ึนทีละน้อย จนตวัอย่าง

ไหมเ้กรียม และเผาจนหมดควนั  
4) น าถ้วยกระเบ้ืองเคลือบไปเผาต่อในเตาเผาไฟฟ้า ท่ีอุณหภูมิ 525-550 องศาเซลเซียส  

จนไดเ้ถา้สีขาว น าถว้ยกระเบ้ืองเคลือบออกจากเตาเผา ปล่อยให้เยน็ในโถดูดความช้ืน 
และไดน้ ้ าหนกัคงท่ี (น ้ าหนกัคงท่ี หมายถึง ผลต่างของการชัง่สองคร้ังติดกนัมีค่าไม่เกิน 
2 มิลลิกรัม) น ้าหนกัท่ีชัง่ได ้(W3) 

 
วิธีค านวณ 

ปริมาณเถา้ทั้งหมด (ร้อยละ) = 100
)W(W

)W(W
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13




  

เม่ือ W1  = น ้าหนกัถว้ยกระเบ้ืองเคลือบ (กรัม) 
W2 = น ้าหนกัถว้ยกระเบ้ืองเคลือบและตวัอยา่ง (กรัม) 
W3 = น ้าหนกัถว้ยกระเบ้ืองเคลือบและเถา้ (กรัม) 
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5.  วิเคราะห์ปริมาณโปรตีน โดยวิธี Lowry (Waterborg, 2002) 

สารเคมี 
1) Sodium carbonate (Na2CO3) เขม้ขน้ร้อยละ 2 (น ้าหนกัต่อปริมาตร) 
2) Cupric sulfate, 5-hydrate (CuSO45H2O) เขม้ขน้ร้อยละ 1 (น ้าหนกัต่อปริมาตร) 
3) Sodium potassium tartate เขม้ขน้ร้อยละ 2 (น ้าหนกัต่อปริมาตร) 
4) NaOH เขม้เขน้ 2 นอร์มอล 
5) Folin reagent  
6) สารมาตรฐานโปรตีน (Bovine serum albumin, BSA)  
7) น ้ากลัน่ 

เตรียมสารละลายผสม complex-forming reagent 
ผสมสารละลาย Na2CO3, CuSO45H2O และ Sodium potassium tartate เข้าด้วยกัน ในอัตรา 

ส่วน 100:1:1 และวางทิ้งไว ้

วิธีวิเคราะห์ 
1) เตรียมสารมาตรฐานโปรตีน (BSA) เขม้ขน้ 2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เติมสารสารละลาย

มาตรฐาน ดงัตารางท่ี ก-1 หรือตวัอยา่งท่ีตอ้งการจะวิเคราะห์ลงในหลอดทดลอง ปริมาณ 0.2 
มิลลิลิตร และเติม NaOH ปริมาณ 0.2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั และน าไปวางในอ่าง
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

2) น าหลอดทดลองออกจากอ่างน ้ าควบคุมอุณหภูมิและวางทิ้งไวจ้นเย็น เติมสารละลาย
ผสม complex-forming reagent ปริมาณ 2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน และวางทิ้งไว ้
ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 10 นาที 

3) เติมสารละลาย Folin reagent ปริมาณ 0.2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน และวางทิ้งไว้ท่ี
อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 750 นาโนเมตร 

4) ค านวณปริมาณโปรตีนในตวัอยา่งกบักราฟมาตรฐาน 
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ตารางท่ี ก-1 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน BSA ในการทดสอบโปรตีน ดว้ยวธีิ Lowry 

หลอดท่ี น ้ากลัน่ (ไมโครกรัม) BSA (ไมโครกรัม) 
ความเขม้ขน้ของ BSA 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

1 500 0 0 
2 488 12.5 50 
3 475 25 100 
4 450 50 200 
5 375 125 500 
6 250 250 1500 
7 0 500 2000 

 
 

 
ภาพท่ี ก-1 กราฟมาตรฐานของการหาโปรตีน โดยวิธี Lowry เพื่อค านวณปริมาณโปรตีนท่ีสกัดได ้

 จากหนงัปลาบึก ส าหรับการปรับสภาพดว้ยไมโครเวฟก่อนการสกดั 

y = 0.0004x + 0.0529
R² = 0.9961
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ภาพท่ี ก-2 กราฟมาตรฐานของการหาโปรตีน โดยวิธี Lowry เพื่อค านวณปริมาณโปรตีนท่ีสกัดได ้

จากหนงัปลาบึก ส าหรับการปรับสภาพดว้ยไมโครเวฟร่วมกบัอลัตราซาวดก่์อนการสกดั 

 

 
ภาพท่ี ก-3 กราฟมาตรฐานของการหาโปรตีน โดยวิ ธี  Lowry เพื่อค านวณปริมาณโปรตีน  

ส าหรับการตกตะกอนเจลาติน 

 

 
 
 

y = 0.0003x + 0.0796
R² = 0.9932
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y = 0.0004x + 0.0212
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6.  การวิเคราะห์รูปแบบโปรตีน ด้วยวิธี SDS-PAGE (ดัดแปลงจาก Laemmli, 1970) 

อุปกรณ์ 
ชุดอิเล็กโตรรีซีสแบบมินิเจล 

สารเคมีและการเตรียม 
1) Acrylamide/bis- acrylamide: ละลาย Acrylamide 29.2 กรัม และ bis- acrylamide 0.8 

กรัม ในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร  
2) สารละลายโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต เขม้ขน้ร้อยละ 5 (น ้าหนกัต่อปริมาตร) 
3) สารละลายโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต เขม้ขน้ร้อยละ 10 (น ้าหนกัต่อปริมาตร) 
4) สารละลายแอมโมเนียมซลัเฟต เขม้ขน้ร้อยละ5 10 (น ้าหนกัต่อปริมาตร) 
5) TEMED  
6) สารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบ์ฟัเฟอร์ เขม้ขน้ 1.5 โมลาร์ pH 8.8 
7) สารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบ์ฟัเฟอร์ เขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ pH 6.8  
8) Sample buffer (non-reducing buffer) ประกอบดว้ย: 

สารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบ์ฟัเฟอร์ เขม้ขน้  0.5  โมลาร์ pH 6.8 
โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต  0.4  กรัม 
กลีเซอรอล  2   มิลลิลิตร 
โบรโมฟีนอลบลู  0.005  กรัม 

น ามาละลายในน ้ากลัน่ ปรับค่า pH ใหไ้ด ้6.8 แลว้ปรับปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตร 

9) Running buffer ประกอบดว้ย: 
ทริส-ไฮโดรคลอไรด์  25  มิลลิโมลาร์ 
ไกลซีน    200  มิลลิโมลาร์ 
โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต   0.5  กรัม 

น ามาละลายในน ้ากลัน่ แลว้ปรับปริมาตรเป็น 500 มิลลิลิตร 

10) โปรตีนมาตรฐาน ไดแ้ก่ เจลาตินจากหมู (MP Biomedicals, LLC, France) และเจลาติน
จากกระดูกววั (Wako Pure Chemical Industries, Japan) 

11) สียอ้มโปรตีน Coomassie Billiant Blue R-250 
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12) Staining solution ประกอบดว้ย: 
Coomassie Billiant Blue R-250 เขม้ขน้ร้อยละ 0.05 (น ้าหนกัต่อปริมาตร) 
เมทานอล    เขม้ขน้ร้อยละ 15 (ปริมาตรต่อปริมาตร) 
กรดอะซิติก    เขม้ขน้ร้อยละ 5 (ปริมาตรต่อปริมาตร) 

น ามาละลายในน ้ากลัน่ แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 
13) Destaining solution I: ผสมเมทานอล เข้มข้นร้อยละ 50 (ปริมาตรต่อปริมาตร) และ

กรดอะซิติก เข้มข้นร้อยละ 7.5 (ปริมาตรต่อปริมาตร) แล้วปรับปริมาตรเป็น 500 
มิลลิลิตร 

14) Destaining solution II: ผสมเมทานอล เข้มข้นร้อยละ 5 (ปริมาตรต่อปริมาตร) และ
กรดอะซิติก เข้มข้นร้อยละ 7.5 (ปริมาตรต่อปริมาตร) แล้วปรับปริมาตรเป็น 500 
มิลลิลิตร 

วิธีการ 
1) การเตรียมตวัอยา่ง 

น าตัวอย่างเจลาติน หรือโปรตีนมาตรฐาน 0.2 กรัม มาละลายในสารละลาย
โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต เขม้ขน้ร้อยละ 5 (น ้ าหนักต่อปริมาตร) ปริมาณ 10 มิลลิลิตร  
และน าไปอุ่นท่ีอุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส ในอ่างควบคุมอุณหภูมิ เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
จากนั้นเหวี่ยงแยกท่ีความเร็ว 5,000g นาน 15 นาที น าส่วนใสไปวิเคราะห์ปริมาณ
โปรตีน ดว้ยวธีิ Lowry (Waterborg, 2002) ใหไ้ดป้ระมาณ 4 มิลลิกรัม น าส่วนใสมาผสม
กบั sample buffer ในอตัราส่วน 1 : 1 จากนนั้นน าสารละลายผสมตม้ในน ้ าเดือด นาน 3 
นาที 

2) การเตรียม Running gel (7.5% gel) 10 มิลลิลิตร 
น ้ากลัน่        4.7 มิลลิลิตร 
30% Acrylamide/0.8% bis-acrylamide (น ้าหนกัต่อปริมาตร) 2.5 มิลลิลิตร 
Tris-HCl 1.5 โมลาร์ pH 8.8     2.6 มิลลิลิตร 
10% (น ้าหนกัต่อปริมาตร) SDS     100 ไมโครลิตร 
10% (น ้าหนกัต่อปริมาตร) Ammonium persulfate  100 ไมโครลิตร 

  เขยา่ใหเ้ขา้กนั 

TEMED        10 ไมโครลิตร 
  เขยา่ใหเ้ขา้กนั แลว้ดูดใส่กระจกส าหรับเตรียมแผน่เจล 
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3) การเตรียม Stacking gel (4% gel) 10 มิลลิลิตร 
น ้ากลัน่        3 มิลลิลิตร 
30% Acrylamide/0.8% bis-acrylamide (น ้าหนกัต่อปริมาตร) 0.665 มิลลิลิตร 
Tris-HCl 0.5 M pH 6.8      1.250 มิลลิลิตร 
10% (น ้าหนกัต่อปริมาตร) SDS     50 ไมโครลิตร 
10% (น ้าหนกัต่อปริมาตร) Ammonium persulfate  25 ไมโครลิตร 

   เขยา่ใหเ้ขา้กนั 
TEMED        3 ไมโครลิตร 

   เขยา่ใหเ้ขา้กนั แลว้ดูดใส่กระจกส าหรับเตรียมแผน่เจลจนเตม็ 
4) การแยกโปรตีนโดยเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 

ประกอบชุดอิเล็กโตรโฟรีซีส จากนั้นเติม Running buffer ให้เต็ม chamber ดา้น
ใน แลว้โหลดตวัอย่างท่ีเตรียมไว ้จากขอ้ 1 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ก่อนเติม Running 
buffer ให้ เต็ม  chamber ด้านนอก ต่อชุดอิเล็กโตรโฟรีซีสเข้ากับ power supplier  
เปิดกระแสไฟฟ้า 30 มิลลิแอมป์ (ส าหรับเจล 2 แผ่น) รอจนสีของโบรโมฟีนอลบลู
เคล่ือนท่ีลงมาจนเกือบสุดปลายกระจกจึงหยดุใหก้ระแสไฟฟ้า 

5) การยอ้มสีโปรตีนในเจล 
น าเจลมายอ้มสีโดยแช่ใน Staining solution นาน 6 ชั่วโมง จากนั้นน ามาแช่ใน 

Destaining solution I นาน 15 นาที แลว้น ามาแช่ทิ้งไวข้า้มคืนใน Destaining solution II 
 

7.  การค านวณปริมาณร้อยละการตกตะกอนโปรตีน (Bourtoom et al., 2009) 

ร้อยละการตกตะกอนโปรตีน = 
ปริมาณโปรตีนในสารละลาย (มิลลิกรัม) – ปริมาณโปรตีนในสารละลายใส (มิลลิกรัม) 

x 100 
ปริมาณโปรตีนในสารละลาย (มิลลิกรัม) 
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ภาคผนวก ข 

การวิเคราะห์สมบัติทางกายภาพ 

1.  การวัดสมบัติการเปลี่ยนแปลงทางความร้อนของเจลาตินผง (ดัดแปลจาก Sai-Ut, Jongjareonrak, 
and Rawdkuen, 2012) 

วดัสมบติัการเปล่ียนแปลงทางความร้อนโดยอา้งอิงตามวิธีการใชง้านของเคร่ือง Perkin Elmer 
Differential Scanning Calorimetry ท าก าร  Calibrate โดยใช้ อิน เ ดี ยม เทอ ร์โมแกรม  ( Indium 
thermogram) จากนั้นบรรจุตวัอยา่งเจลาติน น ้าหนกั 12 มิลลิกรัม ในอะลูมิเนียมแพน (aluminum pan) 
ปิดผนึกให้สนิท และน าไปตรวจสอบในช่วงอุณหภูมิ 10-120 องศาเซลเซียส ด้วยอตัราการให้ความ
ร้อน 10 องศาเซลเซียส/นาที ภายใตไ้นโตรเจน 20 มิลลิลิตร/นาที และใช้ถาดเปล่าเป็นถาดอา้งอิง  
การเปล่ียนแปลงอุณหภูมิสูงสุดตรวจสอบได้จากพีคการดูดความร้อน และการเปล่ียนแปลงของ 
เอนทาลปี สามารถค านวณไดจ้ากพื้นท่ีใตก้ราฟของพีคการดูดความร้อน  
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ภาคผนวก ค 

ตารางผลการทดลอง
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ตารางท่ี ค-1 ร้อยละเจลาตินท่ีสกดัไดจ้ากหนงัปลาบึกท่ีผา่นและไม่ผา่นการปรับสภาพดว้ยไมโครเวฟก่อนการสกดัท่ีระดบัก าลงัและเวลาต่างๆ 

หมายเหตุ: แสดงขอ้มูลในรูป ค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ ้ า 

ไมโครเวฟ เวลาในการสกดั (h) 

ก าลงั(W) เวลา (s) 0 0.5 1 1.5 2 3 4 6 8 10 12 

ชุดควบคม 0.03 ± 0.01 1.82 ± 0.03 2.50 ± 0.04 3.02 ± 0.07 3.69 ± 0.02 4.10 ± 0.03 4.42 ± 0.04 4.69 ± 0.01 5.02 ± 0.02 5.24 ± 0.03 5.50 ± 0.04 

300 

30 2.34 ± 0.06 4.36 ± 0.01 5.10 ± 0.04 5.72 ± 0.03 6.17 ± 0.05 6.50 ± 0.06 6.77 ± 0.06 7.33 ± 0.04 7.48 ± 0.04 7.73 ± 0.05 8.27 ± 0.05 

60 2.80 ± 0.03 5.52 ± 0.02 5.74 ± 0.04 6.69 ± 0.05 6.73 ± 0.03 7.45 ± 0.07 7.82 ± 0.07 8.15 ± 0.06 8.43 ± 0.07 8.57 ± 0.04 8.73 ± 0.06 

90 2.80 ± 0.02 4.46 ± 0.04 4.63 ± 0.05 5.22 ± 0.03 5.44 ± 0.03 6.05 ± 0.06 6.53 ± 0.06 7.63 ± 0.05 8.26 ± 0.04 8.53 ± 0.06 8.98 ± 0.07 

120 2.51 ± 0.04 4.01 ± 0.04 4.60 ± 0.04 4.99 ± 0.07 5.40 ± 0.04 6.11 ± 0.02 6.47 ± 0.06 7.61 ± 0.04 8.14 ± 0.04 8.64 ± 0.04 9.14 ± 0.03 

450 

30 1.80 ± 0.05  3.37 ± 0.02 4.27 ± 0.02 5.06 ± 0.06 5.47 ± 0.05 6.19 ± 0.05 6.44 ± 0.05 6.96 ± 0.08 7.19 ± 0.07 7.70 ± 0.06 8.44 ± 0.02 

60 4.80 ± 0.08 6.18 ± 0.03 6.83 ± 0.04 7.21 ± 0.09 7.45 ± 0.06 7.72 ± 0.06 7.83 ± 0.04 8.27 ± 0.08 9.02 ± 0.05 9.27 ± 0.06 9.61 ± 0.09 

90 4.63 ± 0.01 6.42 ± 0.06 6.96 ± 0.08 7.44 ± 0.06 7.48 ± 0.09 7.51 ± 0.10 8.10 ± 0.05 8.44 ± 0.05 9.36 ± 0.04 9.46 ± 0.05 10.24 ± 0.08 

120 3.62 ± 0.03 6.27 ± 0.04 6.79 ± 0.05 7.22 ± 0.08 7.43 ± 0.05 7.84 ± 0.08 8.15 ± 0.03 9.35 ± 0.08 9.48 ± 0.08 9.78 ± 0.04 10.35 ± 0.07 

600 

30 1.76 ± 0.06 3.71 ± 0.01 4.27 ± 0.08 5.23 ± 0.08 5.71 ± 0.05 6.11 ± 0.10 6.43 ± 0.05 7.04 ± 0.05 7.32 ± 0.07 7.68 ± 0.08 8.13 ± 0.09 

60 4.14 ± 0.04 6.90 ± 0.05 7.50 ± 0.04 7.78 ± 0.04 8.31 ± 0.02 8.60 ± 0.01 8.76 ± 0.03 9.28 ± 0.05 9.37 ± 0.08 9.50 ± 0.05 9.80 ± 0.07 

90 4.88 ± 0.03 7.27 ± 0.04 7.87 ± 0.05 8.12 ± 0.07 8.40 ± 0.07 8.67 ± 0.02 8.88 ± 0.04 9.33 ± 0.04 9.47 ± 0.06 9.88 ± 0.08 10.09 ± 0.04 

120 4.96 ± 0.05 7.73 ± 0.04 8.38 ± 0.08 9.36 ± 0.03 9.46 ± 0.02 9.63 ± 0.03 10.11±0.04 10.35±0.04 10.34±0.06 10.44±0.07 10.49 ± 0.05 
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ตารางท่ี ค-2 ร้อยละการตกตะกอนของเจลาตินจากหนงัปลาบึกดว้ยเอทานอลท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 

ความเขม้ขน้ของเอทานอล ร้อยละการตกตะกอนของเจลาตินจากหนงัปลาบึก 

0 4.52 ± 0.29f 

10 5.77 ± 0.29f 

20 18.53 ± 1.49d 

30 15.53 ± 1.83e 

40 24.16 ± 1.44c 

50 91.33 ± 1.50b 

60 95.85 ± 0.28a  

70 95.79 ± 0.38a 

80 94.81 ± 0.26a 

หมายเหตุ: แสดงขอ้มูลในรูป ค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ ้ า 
ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัในแนวนอนแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.05) 
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ตารางท่ี ค-3 ตารางบนัทึกน ้าหนกัของเมด็เจลอลัจิเนต ขนาดของตะแกรงคดัขนาดและถาด 

i  Mesh 
number 

piD   
(มิลลิเมตร) 

มวลของ 
ตะแกรงเปล่า 

(กรัม) 

มวลของตะแกรง
และอนุภาค (กรัม) 

im  
(กรัม) 

ix  xi
’ piD  

(มิลลิเมตร) 
xi piD  

 

4 8 2.38 553.37 553.37 0 - 1 - - 
3 12 1.68 503.28 503.61 0.33 0.041 0.959 0.706 0.029 
2 18 1.00 493.18 499.17 5.99 0.747 0.212 0.595 0.445 
1 30 0.595 483.07 484.77 1.70 0.212 - 0.595 0.126 
0 pan - 377.71 377.71 0 -  - - 

 เส้นผา่นศูนยก์ลางเฉล่ียโดยมวล เท่ากบั 0.600 มิลลิเมตร 

piD  คือ ขนาดรูเปิดของตะแกรงล าดบัท่ี i ซ่ึงเป็นตะแกรงท่ีอนุภาคคา้งอยู ่(มิลลิเมตร) 
mi    คือ มวลของอนุภาคท่ีคา้งในตะแกรงล าดบัท่ี i (กรัม) 
xi      คือ อตัราส่วนโดยมวลของอนุภาคในตะแกรงล าดบัท่ี i 
xi

’    คือ ผลรวมของอตัราส่วนโดยมวลของอนุภาคท่ีมีขนาดเล็กกวา่ piD  

piD  คือ ขนาดเฉล่ียของอนุภาคท่ีคา้งในตะแกรงล าดบัท่ี i (มิลลิเมตร) 
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ตารางท่ี ค-4  ตารางบนัทึกน ้าหนกัของเม็ดเจลเจลาตินจากหนงัปลาบึกร่วมกบัอลัจิเนตท่ี pH 4 และขนาดของตะแกรงคดัขนาดและถาด 

i  Mesh 
number 

piD   
(มิลลิเมตร) 

มวลของ 
ตะแกรงเปล่า 

(กรัม) 

มวลของตะแกรง
และอนุภาค (กรัม) 

im  
(กรัม) 

ix  xi
’ piD  

(มิลลิเมตร) 
xi piD  

 

4 8 2.38 553.37 553.37 0 - 1 - - 
3 12 1.68 503.37 504.24 0.87 0.109 0.891 0.706 0.077 
2 18 1.00 493.12 499.2 6.08 0.762 0.129 0.595 0.454 
1 30 0.595 483.10 484.13 1.03 0.129 - 0.595 0.077 
0 pan - 377.51 377.51 0 -  - - 

 เส้นผา่นศูนยก์ลางเฉล่ียโดยมวล เท่ากบั 0.608 มิลลิเมตร 

piD  คือ ขนาดรูเปิดของตะแกรงล าดบัท่ี i ซ่ึงเป็นตะแกรงท่ีอนุภาคคา้งอยู ่(มิลลิเมตร) 
mi    คือ มวลของอนุภาคท่ีคา้งในตะแกรงล าดบัท่ี i (กรัม) 
xi         คือ อตัราส่วนโดยมวลของอนุภาคในตะแกรงล าดบัท่ี i 
xi

’    คือ ผลรวมของอตัราส่วนโดยมวลของอนุภาคท่ีมีขนาดเล็กกวา่ piD  

piD  คือ ขนาดเฉล่ียของอนุภาคท่ีคา้งในตะแกรงล าดบัท่ี i (มิลลิเมตร) 
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ตารางท่ี ค-5  ตารางบนัทึกน ้าหนกัของเม็ดเจลเจลาตินจากหนงัปลาบึกร่วมกบัอลัจิเนตท่ี pH 10.5และขนาดของตะแกรงคดัขนาดและถาด 

i  Mesh 
number 

piD  
(มิลลิเมตร) 

มวลของ 
ตะแกรงเปล่า 

(กรัม) 

มวลของตะแกรง
และอนุภาค (กรัม) 

im  
(กรัม) 

ix  xi
’ piD  

(มิลลิเมตร) 
xi piD  

 

4 8 2.38 553.37 553.37 0 - 1 - - 
3 12 1.68 503.32 503.38 0.06 0.009 0.991 0.706 0.007 
2 18 1.00 493.2 499.08 5.88 0.923 0.068 0.595 0.549 
1 30 0.595 483.14 483.57 0.43 0.068 - 0.595 0.040 
0 pan - 377.71 377.71 0 -  - - 

 เส้นผา่นศูนยก์ลางเฉล่ียโดยมวล เท่ากบั 0.596 มิลลิเมตร 

piD  คือ ขนาดรูเปิดของตะแกรงล าดบัท่ี i ซ่ึงเป็นตะแกรงท่ีอนุภาคคา้งอยู ่(มิลลิเมตร) 
mi    คือ มวลของอนุภาคท่ีคา้งในตะแกรงล าดบัท่ี i (กรัม) 
xi         คือ อตัราส่วนโดยมวลของอนุภาคในตะแกรงล าดบัท่ี i 
xi

’    คือ ผลรวมของอตัราส่วนโดยมวลของอนุภาคท่ีมีขนาดเล็กกวา่ piD  

piD  คือ ขนาดเฉล่ียของอนุภาคท่ีคา้งในตะแกรงล าดบัท่ี i (มิลลิเมตร) 
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ตารางท่ี ค-6   ความสามารถในการขยายตวัภายหลงัการดูดซับน ้ าท่ีเวลาต่างๆ ของเม็ดเจลเจลาตินจาก 
หนงัปลาบึกร่วมกบัอลัจิเนต 

เวลา 
(นาที) 

ความสามารถในการขยายตวัภายหลงัการดูดซบัน ้ าของเม็ดบีท 

อลัจิเนต 
เจลาตินจากหนงัปลาบึกร่วมกบัอลัจิเนต 

pH 4.0 pH 10.5 

0 0 0 0 

30 0.4233 ± 0.001 0.8837 ± 0.016 1.0282 ± 0.010 

60 0.4098 ± 0.008 1.0044 ± 0.012 1.1593 ± 0.028 

90 0.4534 ± 0.002 1.0153 ± 0.026 1.3150 ± 0.006 
120 0.4890 ± 0.008 1.1574 ± 0.021 1.3723 ± 0.028 

150 0.4525 ± 0.011 1.1348 ± 0.024 1.3814 ± 0.024 

180 0.4805 ± 0.009 1.1590 ± 0.018 1.4229 ± 0.019 

210 0.4221 ± 0.034 1.0681 ± 0.027 1.3229 ± 0.002 
240 0.4347 ± 0.022 1.1543 ± 0.022 1.3195 ± 0.005 

270 0.4573 ± 0.018 1.0722 ± 0.019 1.4747 ± 0.030 

300 0.4640 ± 0.010 1.1489 ± 0.011 1.3382 ± 0.035 

480 0.4670 ± 0.012 1.1324 ± 0.022 1.3525 ± 0.027 
600 0.4914 ± 0.009 1.1527 ± 0.008 1.3683 ± 0.023 

720 0.4634 ± 0.014 1.1307 ± 0.015 1.4141 ± 0.029 

1440 0.4759 ± 0.022 1.1303 ± 0.012 1.3783 ± 0.038 

หมายเหตุ: แสดงขอ้มูลในรูป ค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ ้ า 
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ตารางท่ี ค-7  ความสามรถในการขยายตวัภายหลงัการดูดซับน ้ าของเม็ดเจลเจลาตินจากหนงัปลาบึก
ร่วมกบัอลัจิเนตท่ี pH 10.5 ณ เวลาต่างๆ ซ่ึงหยดในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้น
แตกต่างกนั 

เวลา 
(นาที) 

ความสามรถในการขยายตวัภายหลงัการดูดซบัน ้าของเม็ดเจล 

0.5% CaCl2 1% CaCl2 1.5% CaCl2 

0 0 0 0 
30 1.61 ± 0.031 1.05 ± 0.010 1.03 ± 0.009 

60 1.91 ± 0.017 1.33 ± 0.033 1.16 ± 0.007 

90 1.99 ± 0.021 1.51 ± 0.006 1.32 ± 0.009 

120 2.15 ± 0.021 1.52 ± 0.031 1.37 ± 0.012 
150 2.24 ± 0.026 1.58 ± 0.024 1.38 ± 0.038 

180 2.37 ± 0.017 1.58 ± 0.019 1.34 ± 0.032 

210 2.30 ± 0.025 1.58 ± 0.002 1.32 ± 0.015 

240 2.29 ± 0.009 1.63 ± 0.015 1.32 ± 0.019 
270 2.33 ± 0.022 1.56 ± 0.014 1.37 ± 0.018 

300 2.30 ± 0.011 1.57 ± 0.016 1.38 ± 0.006 

330 2.33 ± 0.016 1.58 ± 0.027 1.42 ± 0.027 

360 2.33 ± 0.022 1.62 ± 0.018 1.45 ± 0.012 
480 2.33 ± 0.007 1.65 ± 0.029 1.49 ± 0.001 

หมายเหตุ: แสดงขอ้มูลในรูป ค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ ้ า 
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ภาคผนวก ง 

รูปภาพ 

 
ภาพท่ี ง-1 หนงัปลาบึกท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยด่างและกรด 

 

 
ภาพท่ี ง-2 หนงัปลาบึกท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยไมโครเวฟก าลงั 600 วตัต ์นาน 120 วนิาที 
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ภาพท่ี ง-3 การปรับสภาพหนงัปลาบึกดว้ยอลัตราซาวด์ 

 

 
ภาพท่ี ง-4 การสกดัเจลาติน 

 

 
ภาพท่ี ง-5 หนงัปลาบึกท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยไมโครเวฟและอลัตราซาวดห์ลงัจากสกดัเจลาติน 
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ภาพท่ี ง-6 การอบแหง้เจลาติน 

 
 

 
ภาพท่ี ง-7 เจลาตินผง 

 
 

 
ภาพท่ี ง-8 เจลของเจลาติน 

เม่ือ Control คือ เจลาตินจากหนงัปลาบึกท่ีไม่ผา่นการปรับสภาพ 
MW  คือ เจลาตินจากหนงัปลาบึกท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยไมโครเวฟ 
MU  คือ เจลาตินจากหนงัปลาบึกท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยไมโครเวฟร่วมกบัอลัตราซาวด ์

Control              MW             MUl 
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ภาพท่ี ง-9 การวเิคราะห์รูปแบบโปรตีน ดว้ยวธีิ SDS-PAGE 

 
 

 
ภาพท่ี ง-10 เมด็เจลเจลาตินจากหนงัปลาบึกร่วมกบัอลัจิเนตท่ี pH 4 

 
 

 
ภาพท่ี ง-11 เมด็เจลเจลาตินจากหนงัปลาบึกร่วมกบัอลัจิเนตท่ี pH 10.5 
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ภาพท่ี ง-12 เมด็เจลอลัจิเนตหลงัการอบแหง้ 

 

 

 
ภาพท่ี ง-13 เมด็เจลเจลาตินจากหนงัปลาบึกร่วมกบัอลัจิเนตท่ี pH 4 หลงัการอบแหง้ 

 

 

 
ภาพท่ี ง-14 เมด็เจลเจลาตินจากหนงัปลาบึกร่วมกบัอลัจิเนตท่ี pH 10.5 หลงัการอบแหง้ 
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ประวัติผู้เขียน 

ช่ือ-สกุล นางสาววรรณฮสันี  เจะ๊อุบง 

วนั เดือน ปีเกิด  8 ตุลาคม 2533 

สถานท่ีเกิด จงัหวดันราธิวาส 

ประวติัการศึกษา ปีการศึกษา 2556 ส าเร็จการศึกษาปริญญาวทิยาศาสตรบณัฑิต 
สาขาวชิาวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยกีารอาหาร มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 
ปีการศึกษา 2552 ส าเร็จการศึกษามธัยมศึกษาตอนปลาย 
โรงเรียนสาธิตมหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ จงัหวดัปัตตานี 

 

 


