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บทที ่3 

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการทดลอง 

3.1 วัตถุดิบ  

หนงัปลาบึกท่ีใช้ในการศึกษาซ้ือจากตลาดแม่ทองค า ต าบลแม่ต ๋า อ าเภอเมือง จงัหวดัพะเยา  
ซ่ึงได้จากปลาบึกท่ีมีน ้ าหนักเฉล่ีย 18-20 กิโลกรัม น าหนังปลาบึกท่ีซ้ือจากตลาดใส่ในกล่องบรรจุ
น ้ าแข็งในอัตราส่วนของหนังปลาต่อน ้ าแข็ง  1:2 (น ้ าหนักต่อน ้ าหนัก) จากนั้ นขนส่งมาย ัง  
คณะอุตสาหกรรมเกษตร จงัหวดัเชียงใหม่ โดยใชเ้วลาในการขนส่งประมาณ 3 ชัว่โมง น าหนงัปลาบึก
ท่ีไดม้าลา้งดว้ยน ้ าประปา จากนั้นขูดส่วนเน้ือและไขมนัท่ีติดออกและลา้งให้สะอาด ตดัให้มีขนาด
ประมาณ 1.0×1.0 เซนติเมตร (ภาพท่ี 3.1) และบรรจุในถุงไนล่อนใส ขนาด 150 x 230 มิลลิเมตร  
บรรจุ 100 กรัมต่อถุง ปิดผนึกถุงด้วยความร้อนและน าไปแช่แข็งท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
จนกระทัง่น ามาศึกษา 

 
ภาพท่ี 3.1 หนงัปลาบึกท่ีผา่นการท าความสะอาดและตดัเป็นช้ินเล็กๆ 

3.2 สารเคมี 

1. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide, RCI Labscan, Thailand) 
 2.  กรดอะซิติก (Acetic acid, RCI Labscan, Thailand) 
 3.  โซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรต (Sodium potassium tartate, RCI Labscan, Thailand) 
 4.  โซเดียมคาร์บอเนต (Sodium carbonate, Ajax Finechem, New Zealand)
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5.  คอปเปอร์ซลัเฟต (Cupric sulfate, 5-hydrate, Sigma-Aldrich, USA) 
6.  โฟลิน-ไซโอแคลทิว ฟีนอล รีเอเจน (Folin- ciocalteu phenol reagent, Merck, Germany 
7.  สารมาตรฐานโปรตีน (Bovine serum albumin (BSA), Sigma-Aldrich, USA) 
8.  โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต (Sodium dodecyl sulfate (SDS), Merck, Germany) 
9.  ทริสมาเบส (Trizma base, Riedel-de Haën, Germany) 
10.  กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid, RCI Labscan, Thailand) 
11.  กลีเซอรอล (Glycerol, Fisher Scientific, India) 
12.  โบรโมฟีนนอลบลู (Bromophenol blue, USB Corporation,USA) 

 13.  อะคริลาไมด ์(Acrylamide, Sigma-Aldrich, USA) 
 14.  แอมโมเนียมเปอร์ซลัเฟต (Ammonium persulphate, Ajax Finechem, New Zealand 

15.  เ ตตรา เม ทิว  อี คิ ว  ได เอ มีน  (N,N,N’,N’-tetramethyl ethylene diamine (TEMED),  
Sigma-Aldrich, USA)  

16.  ไกลซีน (Glycine, Fluka Biochemika, Switzerland) 
 17.  โคเมสซีบริลเลียนบลู (Coomassie brilliant blue R-250, Merck, Germany) 

18.  เมทานอล (Methanol, RCI Labscan, Thailand) 
 19.  น ้าปราศจากไอออน (Deionized water, RCI Labscan, Thailand) 
 20.  น ้ากลัน่ (Distilled water, Union Science, Thailand) 
 21.  เอทานอล เขม้ขน้ร้อยละ 95 (Ethanol, AT Science, Thailand) 
 22.  โซเดียมอลัจิเนต (Sodium alginate, Union Science, Thailand) 
 23.  แคลเซียมคอลไรด ์(Calcium chloride, Yok Intertrade, Thailand) 
 24. เจลาตินมาตรฐานจากหนงัหมู (MP Biomedicals, LLC, France) 
 25. เจลาตินมาตรฐานจากหนงัววั (Wako Pure Chemical Industries, Japan) 

3.3 เครื่องมือและอุปกรณ์ 

1.  เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 2 ต าแหน่ง (Drawell, YP 2002, China) 
 2.  เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง (OHAUS, Pioneer, PA 214, USA) 

3.  เคร่ืองกวนผสม (Overhead stirrer, RW200 Digital, IKA, Germany) 
4.  เค ร่ืองว ัดความ เ ป็นกรด -ด่ าง  (Microprocessor pH meter, METTLER YOLEDO,  

LE 438 pH, Switzerland) 
5.  อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath, heating bath B-491, Buchi, Switzerland) 
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6.  เคร่ืองไมโครเวฟ (Microwave oven, Samsung Model ME711K, 2450 MHz, Malaysia) 
7.  เคร่ืองอลัตราโซนิคแบบโพรบ (Sonics vibra-cell, VC 505; 500 Watt, 20 kHz Ultrasonic 

Processor, USA) 
8. อ่างท าความเยน็ (Cooling thermostat; LAUDA Ecoline Staredition RE 212, Germany) 
9. เคร่ืองดูดจ่ายสารละลายอตัโนมติั ช่วงปริมาตร 20-1000 ไมโครลิตร (Auto pipet, High 

tech lab, Poland) 
10.  เคร่ืองหมุนเหวีย่ง (Microcentrifuge, Model mini, ScanSpeed, Denmark) 
11. เคร่ืองผสมสารละลาย (Vortex mixer, VTX-3000L, LMS, Japan) 
12.  เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer, DU 7500, Beckman, USA) 
13.  ตูอ้บลมร้อน (Hot air oven, Binder, ED 53, vacuum pump V_700, Germany) 
14. เคร่ืองบดอาหาร (Blender, Moulinex, LM520148, China) 
15. โถดูดความช้ืน (desiccator) 
16. เคร่ืองวเิคราะห์ไขมนั (Soxtec aventi 2050, Sweden) 
17. เตาเผาอุณหภูมิสูง (Muffle Furace, Gallenkamp FSE520, England) 
18.  เคร่ืองวดัความหนืด (Brookfield digital viscometer, Model LVDV-II+, USA) 
19.  เคร่ืองโฮโมจิไนซ์ (Homogenizer, Model T50 basic, IKA, Germany) 
20.  เคร่ืองวิเคราะห์สมบติัทางความร้อน (Perkin Elmer Differential Scanning Calorimetry, 

Model Pyris Diamond DSC, USA) 
21.  เคร่ืองวดัสี (Konica Minolta CR-410, Japan) 
22.  เค ร่ืองว ัด เ น้ือสัมผ ัส  (Texture analyzer, Model TA.XT Plus, Stable Micro System, 

England) 
23.  เคร่ืองเขยา่ตะแกรงร่อน (Test sieve shaker, Endercotts Ltd, England) 
24.  ตะแกรงคดัขนาด (Laboratory test sieve, Endercotts Ltd, England) 
25.  กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 4 เส้นผา่นศูนยก์ลาง 110 มิลลิเมตร 
26. ผา้ขาวบาง 
27. ตู้แช่แข็งอุณหภูมิต ่ ากว่า -18 องศาเซลเซียส (Air circulation condenser, Mitsubishi 

electric, MF-U14K, Thailand) 
28. กลอ้งจุลทรรศน์ (Microscope, CHK2-F-GS, Olympus optic, Japan) 
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3.4 วิธีการทดลอง 

3.4.1 การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของหนังปลาบึก 

 น าหนงัปลาบึกมาวเิคราะห์องคป์ระกอบทางเคมีเบ้ืองตน้ ดงัต่อไปน้ี 
 - ปริมาณความช้ืน โดยใชตู้อ้บลมร้อน (AOAC, 2000) แสดงดงัภาคผนวก ก-1 

- ปริมาณไขมนั โดยวธีิ Soxtec (AOAC, 2000) แสดงดงัภาคผนวก ก-2  
- ปริมาณโปรตีน โดยวธีิ Kjeldahl (AOAC, 2000) แสดงดงัภาคผนวก ก-3 

- ปริมาณเถา้ (AOAC, 2000) แสดงดงัภาคผนวก ก-4 

 3.4.2 การปรับสภาพหนังปลาบึกก่อนการสกัดเจลาติน 

สกดัเจลาตินจากหนงัปลาบึกตามวิธีการของ Jongjareonrak et al. (2010) โดยดดัแปลง
วิธีการเล็กน้อย เร่ิมจากการก าจัดโปรตีนท่ีไม่ใช่คอลลาเจนและสารสีโดยการแช่หนังปลาบึก 
ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ เข้มข้น 0.2 โมลาร์ ในอตัราส่วน 1:10 (น ้ าหนักต่อปริมาตร) 
ท่ีอุณหภูมิห้อง (28 ± 2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 3 ชัว่โมง พร้อมคนตลอดเวลาดว้ยเคร่ืองกวนผสม 
(Overhead stirrer, RW200 Digital, IKA, Germany)โดยใช้ความเร็ว 400 ± 5 รอบต่อนาที และเปล่ียน
สารละลายทุก ๆ 60 นาที จ านวน 3 คร้ัง จากนั้นน าหนังปลามาลา้งด้วยน ้ าประปาจนกระทัง่น ้ าล้าง 
หนังปลามีค่า pH เป็นกลาง (pH < 7.5) และน าหนังปลาท่ีผ่านกระบวนการล้างมาแช่ในสารละลาย
กรดอะซิติก เข้มข้น 0.05 โมลาร์ในอตัราส่วน 1:10 (น ้ าหนักต่อปริมาตร) ท่ีอุณหภูมิห้อง (28 ± 2  
องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 3 ชัว่โมง พร้อมคนตลอดเวลาดว้ยเคร่ืองกวนผสมโดยใช้ความเร็ว 300 ± 5 
รอบต่อนาที จากนั้นน าหนังปลาบึกมาล้างด้วยน ้ าประปาจนกระทัง่น ้ าล้างหนังปลาบึกมีค่า pH  
เป็นกลาง (pH < 7.5)  

3.4.3 การศึกษาผลของการปรับสภาพหนังปลาบึกด้วยไมโครเวฟก่อนการสกัดเจลาติน 

น าหนงัปลาบึกท่ีผ่านการปรับสภาพดว้ยด่างและกรดแลว้ 100 กรัม ถ่ายลงในบีกเกอร์ 
ขนาด 1000 มิลลิลิตร แลว้น าไปผา่นการให้คล่ืนไมโครเวฟ (Samsung Model MS 23F301 EAW/ST, 
Malaysia) เพื่อศึกษาผลของไมโครเวฟต่อปริมาณเจลาตินท่ีสกดัได ้ซ่ึงดดัแปลงจากวิธีการของ Haihua 
and Jun (2009) โดยใชค้ล่ืนไมโครเวฟท่ีระดบัก าลงั 300, 450 และ 600 วตัต ์(W) เป็นเวลา 0, 30, 60, 90 
และ 120 วินาที จากนั้นน าหนังปลาบึกท่ีผ่านการให้คล่ืนไมโครเวฟไปสกัดเจลาตินในน ้ ากลั่น  
ด้วยอัตราส่วนของหนังปลาต่อน ้ ากลั่น เท่ากับ 1:10 (น ้ าหนักต่อปริมาตร) ท่ีอุณหภูมิ 45 ± 1  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัว่โมง พร้อมคนตลอดเวลาดว้ยเคร่ืองกวนผสมโดยใชค้วามเร็ว 240 ± 5 
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รอบต่อนาที ท าการเก็บตวัอย่างท่ีเวลาการสกดัเท่ากบั 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8, 10 และ 12 ชัว่โมง  
น าสารละลายตัวอย่างไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2000g นาน 15 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง (28 ± 2  
องศาเซลเซียส) และน าสารละลายส่วนใสไปวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน ด้วยวิธี Lowry (Waterborg, 
2002) แสดงดังภาคผนวก ก-5 และค านวณปริมาณร้อยละของเจลาตินท่ีสกัดได้จากหนังปลาบึก  
ดงัสมการท่ี 2 

ร้อยละของเจลาตินท่ีสกดัได ้= 
A 

x 100 (2) 
B 

 เม่ือ A คือ ปริมาณโปรตีนในสารละลายใสในหน่วยกรัมต่อหนงัปลา 100 กรัม 
  B คือ ปริมาณโปรตีนในหนงัปลาในหน่วยกรัมต่อหนงัปลา 100 กรัม 

โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomize Design (CRD) จ านวน 3 ซ ้ า 
วิเคราะห์ค่าความแปรปรวน (Analysis of variance, ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างของ
ค่า เฉล่ียโดยวิธี  Duncan’s multiple range test (MRT) ท่ีระดับความเช่ือมั่นทางสถิติ ร้อยละ 95 
จากนั้นคดัเลือกสภาวะการใชไ้มโครเวฟท่ีให้ปริมาณร้อยละเจลาตินท่ีสกดัไดสู้งสุดส าหรับศึกษาใน
ขั้นตอนต่อไป  

 3.4.4 การศึกษาผลของการปรับสภาพหนังปลาบึกด้วยไมโครเวฟร่วมกับอัลตราซาวด์ก่อนการ
สกัดเจลาติน 

การศึกษาผลของการปรับสภาพหนังปลาบึกด้วยไมโครเวฟและอลัตราซาวด์ร่วมกนั
ก่อนการสกดัเจลาตินโดยดัดแปลงจากวิธีการของ Kim et al. (2013) โดยใช้วิธีพื้นท่ีผิวตอบสนอง 
(Response Surface Methodology, RSM) และวางแผนการทดลองแบบ Box-Behnken เพื่อศึกษา 3 
ปัจจัย ท่ีมีผลต่อปริมาณร้อยละของเจลาตินท่ีสกัดได้ ได้แก่ แอมพลิจูดท่ีใช้ในการปรับสภาพ  
(ร้อยละ 50-90) ระยะเวลาในการปรับสภาพดว้ยอลัตราซาวด์ (5-20 นาที) และระยะเวลาในการสกดั 
เจลาติน (4-12 ชั่วโมง) โดยแผนการทดลองน้ีศึกษาปัจจยัละ 5 ระดบั และท าซ ้ าท่ีจุดก่ึงกลาง 6 ซ ้ า  
( = 1.5) ซ่ึงระดบัของแต่ละปัจจยัแสดงดงัตารางท่ี 3.1 
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ตารางท่ี 3.1 ระดบัของปัจจยัในแผนการทดลอง เพื่อศึกษาผลของการปรับสภาพหนังปลาบึกด้วย
ไมโครเวฟร่วมกบัอลัตราซาวดก่์อนการสกดั ต่อปริมาณร้อยละของเจลาตินท่ีสกดัได ้

ปัจจยั สัญลกัษณ์ 
ระดบัของปัจจยั 

- -1 0 +1 + 
แอมพลิจูด (ร้อยละ) X1 40 50 70 90 100 
ระยะเวลาปรับสภาพ (นาที) X2 1.25 5.00 12.50 20.00 23.75 
ระยะเวลาสกดั (ชัว่โมง) X3 2 4 8 12 14 

น าหนังปลาบึกท่ีผ่านการปรับสภาพด้วยไมโครเวฟสภาวะท่ีคัดเลือกจากข้อ 3.4.3  
แช่ในน ้ากลัน่ดว้ยอตัราส่วนของหนงัปลาต่อน ้ากลัน่ เท่ากบั 1:10 (น ้าหนกัต่อปริมาตร) และน ามาผา่น
การให้คล่ืนอัลตราซาวด์ ก าลัง  500 ว ัตต์ ความถ่ี  20 กิโลเฮิร์ต อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 
ในอ่างควบคุมอุณหภูมิ ตามท่ีออกแบบไวใ้นแผนการทดลองซ่ึงแสดงในตารางท่ี 3.2 จากนั้ น 
น าไปสกดัเจลาตินท่ีอุณหภูมิ 45 ± 1 องศาเซลเซียส พร้อมคนตลอดเวลาดว้ยเคร่ืองกวนผสม โดยใช้
ความเร็ว 240 ± 5 รอบต่อนาที เก็บตวัอยา่งตามสภาวะต่างๆ และน าสารละลายตวัอยา่งไปหมุนเหวีย่ง
ท่ีความเร็ว 2000g นาน 15 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง (28 ± 2 องศาเซลเซียส) และน าสารละลายส่วนใส 
ไปวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนท่ีสกัดได้ ด้วยวิธี Lowry (Waterborg, 2002) แสดงดังภาคผนวก ก-5  
และค านวณปริมาณร้อยละของเจลาตินท่ีสกดัได ้ดงัสมการท่ี 2  

วิเคราะห์ผลทางสถิติโดยใช้โปรแกรม Design Expert Version 6.0.2 โดยน าผลร้อยละ 
เจลาตินท่ีสกดัไดจ้ากหนงัปลาบึกมาสร้างแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์พหุนามก าลงัสอง (Quadratic 
Model) เพื่อแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งปัจจยัทั้ง 3 ต่อร้อยละเจลาตินท่ีสกดัได ้ดงัสมการท่ี 3 

 

𝑌𝑖 = 𝛽0 + ∑ 𝛽𝑖𝑋𝑖 + ∑ 𝛽𝑖𝑖𝑋𝑖
2 + ∑ ∑ 𝛽𝑖𝑗𝑋𝑖𝑋𝑗

3
𝑗=𝑖+1

2
𝑖=1

3
𝑖=1

3
𝑖=1    (3) 

 

โดย Yi คือค่าตอบสนอง, β0 คือค่าคงท่ี, βi, βii และ βij
 คือสัมประสิทธ์ิของตวัแปร

อิสระ Xi และXij และบางเทอมอาจจะถูกตดัออกไประหว่างการวิเคราะห์เพื่อให้ไดแ้บบจ าลองท่ีมี
นยัส าคญั ไดค้่า lack of fit ท่ีไม่มีนยัส าคญั หรือมีค่าสัมประสิทธ์ิการตดัสินใจ (R2) สูง  

น าสมการแบบจ าลองท่ีได้มาคัดเลือกสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกัดเจลาตินจาก 
หนงัปลาบึกและเกณฑท่ี์ใชใ้นการหาสภาวะท่ีเหมาะสม คือไดป้ริมาณร้อยละของเจลาตินท่ีสกดัไดสู้ง
ท่ีสุด จากนั้นสกัดเจลาตินตามสภาวะท่ีเหมาะสม 3 ซ ้ า เพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่าง 
ค่าตอบสนองท่ีไดจ้ากการทดลองกบัค่าท่ีไดจ้ากการท านาย 
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ตารางท่ี 3.2 แผนการทดลองเพื่อศึกษาการปรับสภาพหนงัปลาบึกดว้ยไมโครเวฟร่วมกบัอลัตราซาวด์
ก่อนการสกดัเจลาติน 

ส่ิงทดลอง แอมพลิจูด (ร้อยละ) ระยะเวลาปรับสภาพ (นาที) ระยะเวลาสกดั (ชัว่โมง) 
1 70 12.50 8 
2 70 12.50 8 
3 50 5.00 12 
4 90 20.00 4 
5 50 20.00 12 
6 70 12.50 8 
7 50 20.00 4 
8 70 12.50 2 
9 90 20.00 12 

10 70 12.50 8 
11 100 12.50 8 
12 90 5.00 12 
13 40 12.50 8 
14 90 5.00 4 
15 70 1.25 8 
16 70 12.50 14 
17 50 5.00 4 
18 70 12.50 8 
19 70 23.75 8 
20 70 12.50 8 
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3.4.5 การวิเคราะห์สมบัติทางเคมี-กายภาพของเจลาตินจากหนังปลาบึก 

สกัด เจลา ตินตามสภาวะ ท่ีได้จากการทดลอง ท่ี  3.4.3 และ  3.4.4 (ภาพ ท่ี  3.2) 
และน าเจลาตินท่ีไดไ้ปวเิคราะห์สมบติัทางเคมี-กายภาพต่างๆ 

หนงัปลาบึกแช่แขง็ 
 

ละลาย (Thaw) 
 

ปรับสภาพดว้ยด่างและกรด 
 

        ปรับสภาพดว้ยไมโครเวฟ                      ปรับสภาพดว้ยไมโครเวฟร่วมกบั  
สภาวะท่ีคดัเลือก             อลัตราซาวดส์ภาวะท่ีคดัเลือก 

 
      สกดัเจลาติน                  สกดัเจลาติน 

 
         กรอง                     กรอง 
 

       อบแหง้ดว้ยตูอ้บลมร้อนท่ี             อบแหง้ดว้ยตูอ้บลมร้อนท่ี 
                     อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส            อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 

ภาพท่ี 3.2 แสดงกระบวนการสกัดเจลาตินจากหนังปลาบึกท่ีผ่านการปรับสภาพด้วยไมโครเวฟ 
ก่อนการสกดั และผา่นการปรับสภาพดว้ยไมโครเวฟร่วมกบัอลัตราซาวดก่์อนการสกดั 

1) การวเิคราะห์ทางเคมี  

 - องคป์ระกอบทางเคมีเบ้ืองตน้ ไดแ้ก่ ปริมาณความช้ืน (AOAC, 2000) แสดงดงัภาคผนวก 
ก-1 ปริมาณไขมนั โดยวิธี Soxhlet (AOAC, 2000) แสดงดงัภาคผนวก ก-2 ปริมาณโปรตีน โดยวิธี 
Kjeldahl (AOAC, 2000) แสดงดงัภาคผนวก ก-3 และปริมาณเถา้ (AOAC, 2000) แสดงดงัภาคผนวก ก-4 

- รูปแบบโปรตีน ดว้ยวธีิ SDS-PAGE (Laemmli, 1970) แสดงดงัภาคผนวก ก-6 
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2) การวเิคราะห์สมบติัทางกายภาพและสมบติัเชิงหนา้ท่ี 

- ความหนืด 
ว ัดความหนืดของตัวอย่าง เจลาตินโดยอ้างอิงจากวิ ธีการของ Cho et al. (2006)  

และปรับเปล่ียนเล็กนอ้ย ละลายเจลาตินผง 2 กรัมในน ้ากลัน่ 50 มิลลิลิตร และน าไปอุ่นในอ่างควบคุม
อุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส คนเป็นคร้ังคราวจนเจลาตินละลาย จากนั้นน าสารละลาย 
เจลาตินไปวดัความหนืดดว้ยเคร่ืองวดัความหนืด (Brookfield digital Viscometer) โดยใชห้วัทรงกระบอก 
S18 ความเร็วในการหมุน 200 รอบต่อนาที และมีค่าร้อยละของทอร์กสูงสุด ท่ีอุณหภูมิ 25 ± 1  
องศาเซลเซียส บนัทึกค่าเม่ือความหนืดคงท่ี โดยใช้เวลาในการวดัประมาณ 10 วินาที และบนัทึกค่า 
ในรูปเซนติพอยด ์(cP) 

- สมบติัการเกิดโฟม 
ว ัดสมบัติก าร เ กิดโฟมโดยอ้าง อิ งตามวิ ธี ก ารของ  Jongjareonrak et al. (2010)  

และปรับเปล่ียนเล็กน้อย น าสารละลายเจลาติน ซ่ึงเตรียมโดยการละลาย เจลาตินผง 2 กรัมใน 
น ้ ากลัน่ 100 มิลลิลิตร และน าไปอุ่นในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส คนเป็นคร้ัง
คราวจนเจลาตินละลาย และน าสารละลายเจลาตินไปโฮโมจิไนซ์ ดว้ยอตัราเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 
นาน 5 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นน าสารละลายเจลาตินท่ีผา่นการตีจนข้ึนฟองเทลงในกระบอกตวง 
และอ่านปริมาตรทั้งหมดเม่ือเวลาผา่นไป 10 วนิาที และค านวณความสามารถในการเกิดโฟม (สมการท่ี 4) 

ความสามารถในการเกิดโฟม (ร้อยละ) = 
A - B 

x 100       (4) 
B 

  เม่ือ A คือ ปริมาตรสารละลายเจลาตินหลงัการท าโฮโมจิไนเซชนั (มิลลิลิตร) 
   B คือ ปริมาตรสารละลายเจลาตินก่อนการท าโฮโมจิไนเซชนั (มิลลิลิตร) 

น าส ารละลาย เจลา ติน ท่ีบรร จุอยู่ ในกระบอกตวงวาง ทิ้ ง ไว้ท่ี อุณหภู มิห้อง  
และอ่านปริมาตรทั้งหมดเม่ือเวลาผา่นไป 10 นาที และค านวณความเสถียรของโฟม (สมการท่ี 5) 

ความเสถียรของโฟม (ร้อยละ) = 
A - B 

x 100       (5) 
B 

  เม่ือ A คือ ปริมาตรสารละลายเจลาตินหลงัวางทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง (มิลลิลิตร) 
   B คือ ปริมาตรสารละลายเจลาตินก่อนวางทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง (มิลลิลิตร) 
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- ค่า pH 
 ว ัดค่ า  pH ของสารละลาย เจลาติน เข้มข้น ร้อยละ 6.67 (น ้ าหนัก ต่อปริมาตร)  

ดว้ยเคร่ืองวดั pH  

- การเตรียมเจลเจลาติน 
เตรียมเจลเจลาตินตามวิธีการของ British Standard 757: 1975 method (BSI, 1975)  

และปรับเปล่ียนเล็กน้อย ผสมผงเจลาตินกับน ้ ากลั่นให้มีเข้มข้นเท่ากับร้อยละ 6.67 (น ้ าหนักต่อ
ปริมาตร) ละลายให้เขา้กนัและวางทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 45 นาที เพื่อให้เจลาตินดูดซับน ้ า  
น าสารละลายผสมไปให้ความร้อนในอ่างน ้ าควบคุมอุณหภูมิ ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  
และคนเป็นค ร้ังคราวจนเจลาตินละลาย  จากนั้ นน าสารละลายผสมดังกล่าว  เทใส่พิมพ ์
ท่ีมีเส้นผ่าศูนย์กลาง 3.8 เซนติเมตร สูง 2.7 เซนติเมตร และเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง เพื่อใหเ้จลแขง็ตวั 

- ความแขง็แรงเจล 
วดัความแข็งแรงของเจลเจลาตินดดัแปลงจาก British Standard 757: 1975 method (BSI, 

1975) น าเจลเจลาตินท่ีเตรียมไว้ไปวดัความแข็งแรงเจลของเจลาตินด้วยเคร่ือง Texture Analyzer  
โดยใชโ้หลดเซลล์ (Load cell) น ้ าหนกั 5 กิโลกรัม ดว้ยหวัวดัรูปร่างทรงกระบอก P/0.5R ตวัอยา่งเจล
มีเส้นผา่ศูนยก์ลาง เท่ากบั 3.8 เซนติเมตร ความหนา เท่ากบั 2.7 เซนติเมตร โดยอ่านค่าแรงสูงสุดท่ีได ้
(ในหน่วยกรัม) เม่ือกดตวัอยา่งเป็นระยะทาง 4 มิลลิเมตร ดว้ยความเร็ว 2 มิลลิเมตร/วนิาที และ trigger 
force เท่ากบั 5 กรัม 

- สีของเจล 
น าตวัอย่างเจลท่ีเตรียมไวไ้ปวดัค่าสีด้วยเคร่ืองวดัสี (Minolta Color meter) ด้วยระบบ 

CIE และรายงานผลในรูป L*, a* และ b*  

- สมบติัทางความร้อน 
น าเจลาตินผงไปวดัสมบติัการเปล่ียนแปลงทางความร้อนโดยอา้งอิงตามวิธีการใช้งาน

ของ เค ร่ื อ ง  Perkin Elmer Differential Scanning Calorimetry (DSC) แสดงดังภ าคผนวก  ข -1  
โดยวิเคราะห์อุณหภูมิท่ีท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงสภาพของเจลาติน (Transition Temperature) 
และค่าพลงังานท่ีท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงสภาพของเจลาติน (Transition Enthalpy) 
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3)  การวเิคราะห์ผลทางสถิติ 
ทดสอบความแตกต่างขององค์ประกอบทางเคมี  สมบัติทางกายภาพและเชิงหน้า ท่ี   

โดยวางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (CRD) จ านวน 3 ซ ้ า วิเคราะห์ค่าความแปรปรวน (Analysis of 
variance, ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยวิธี Duncan’s multiple range test 
(MRT) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ทางสถิติ ร้อยละ 95 

3.4.6 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการท าบริสุทธิ์เจลาตินบางส่วนด้วยวิธีการตกตะกอน
สารละลายเจลาตินจากหนังปลาบึกด้วยเอทานอล 

สกดัเจลาตินตามสภาวะท่ีคดัเลือก จากนั้นน าสารละลายท่ีไดจ้ากการสกดัมาตกตะกอน
ด้วยเอทานอลโดยดัดแปลงจากวิธีการของ Waglay, Karboune and Alli (2014) โดยตกตะกอน
สารละลายเจลาตินจากหนังปลาบึกด้วยเอทานอลท่ีเย็นจัด ให้มีความเข้มข้นสุดท้าย เท่ากับ 
ร้อยละ  10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 และ  80 (ป ริมาตรต่อปริมาตร) ผสมให้ เข้ากันด้วย เค ร่ือง 
กวนสารละลาย เป็นเวลา 30 นาที และทิ้งไวใ้ห้ตกตะกอนท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 2 ชัว่โมง 
จากนั้ นน าสารละลายไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2000g นาน 15 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง (28 ± 2  
องศาเซลเซียส) และน าสารละลายส่วนใสไปวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Lowry (Waterborg, 
2002) แสดงดงัภาคผนวก ก-5 และค านวณปริมาณร้อยละการตกตะกอนโปรตีน แสดงดงัภาคผนวก ก-7 

วิ เคราะห์ค่ าความแปรปรวน (Analysis of variance, ANOVA) และ เปรียบเ ทียบ 
ความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยวิธี Duncan’s multiple range test (MRT) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ทางสถิติ 
ร้อยละ 95จากนั้นคดัเลือกสภาวะท่ีเหมาะสมมาตกตะกอนโปรตีน และน าเจลาตินท่ีไดไ้ปวิเคราะห์
สมบัติทางเคมี-กายภาพของเจลาตินท่ีสกัดจากหนังปลาบึกท่ีผ่านการตกตะกอนด้วยเอทานอล  
ดงัขอ้ 3.4.5 

3.4.7 ศึกษาการเตรียมเม็ดเจลเจลาตินจากหนังปลาบึกร่วมกับอัลจิเนต 

ศึกษาการท าเมด็บีทจากสารละลายเจลาตินจากหนงัปลาบึกผสมกบัอลัจิเนตโดยดดัแปลง
จากวธีิการของ Zhang et al. (2016) เตรียมสารละลายเจลาตินจากหนงัปลาบึก เขม้ขน้ร้อยละ 1 (น ้าหนกั
ต่อปริมาตร) โดยละลายเจลาตินผงในน ้ ากลั่น และน าไปอุ่นในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ 60  
องศาเซลเซียส คนเป็นคร้ังคราวจนเจลาตินละลาย และเตรียมสารละลายอลัจิเนต เขม้ขน้ร้อยละ 2 
(น ้ าหนกัต่อปริมาตร) โดยละลายอลัจิเนตผงในน ้ ากลัน่ น าไปอุ่นในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ 90 
องศาเซลเซียส และคนจนละลาย จากนั้นผสมสารละลายเจลาตินกบัสารละลายอลัจิเนตเขา้ด้วยกนั  
ท าให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ยของเจลาตินจากหนังปลาบึก เท่ากบั ร้อยละ 0.5 และความเขม้ขน้ของ 
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อัลจิเนต เท่ากับ ร้อยละ 1 และปรับ pH เป็น 4 และ 10.5 จากนั้ นน าสารละลายผสมหยดลงใน
สารละลายแคลเซียมคลอไรด์  เข้มข้นร้อยละ 1 (น ้ าหนักต่อปริมาตร) พร้อมคนตลอดเวลา  
โดยใช้กระบอกฉีดยา ขนาด 50 มิลลิลิตร แช่เม็ดเจลในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ทิ้งไวท่ี้
อุณหภูมิหอ้ง นาน 1 ชัว่โมง เพื่อใหเ้มด็เจลแขง็ตวั จากนั้นน าเมด็เจลไปลา้งเพื่อก าจดัคลอไรดส่์วนเกินออก
โดยแช่ในน ้ ากลั่นด้วยอัตราส่วน เท่ากับ 1:2 (น ้ าหนักต่อปริมาตร) เป็นเวลา 30 นาที จ านวน 3 คร้ัง  
น าเม็ดเจลไปอบแห้งด้วยตู้อบลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้น 
น าเมด็เจลท่ีไดม้าศึกษาสมบติั ดงัต่อไปน้ี 

1.  รูปทรงของเมด็เจลภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์  
น าเมด็เจลไปส่องภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ท่ีก าลงัขยาย 100x เพื่อดูรูปทรงของเม็ดเจล 

2.  ขนาดของเมด็เจลดว้ยวธีิการคดัขนาด  
น าเมด็เจลไปร่อนผา่นตะแกรงคดัขนาด หมายเลข 8, 12, 18 และ 30 นาน 20 นาที

จากนั้นชัง่น ้าหนกัตะแกรงและค านวณหาเส้นผา่นศูนยก์ลางเฉล่ียโดยมวล ดงัสมการท่ี 7 

𝐷̅𝑊 =  ∑ (𝑥𝑖𝐷̅𝑝𝑖)𝑛
𝑖=1       (7) 

    เม่ือ   xi    คือ อตัราส่วนโดยมวลของอนุภาคในตะแกรงล าดบัท่ี i 
     piD  คือ ขนาดเฉล่ียของอนุภาคท่ีคา้งในตะแกรงล าดบัท่ี i (มิลลิเมตร) 

3.  ความสามารถในการดูดซบัน ้าและการขยายตวัของเมด็เจล 
  แช่เม็ดเจลในน ้ ากลั่นด้วยอัตราส่วน เท่ากับ 1:100 (น ้ าหนักต่อปริมาตร) 
ท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นน าเม็ดเจลมาชั่งน ้ าหนักทุกๆ 30 นาที และค านวณอตัราการ
ขยายตวั ณ เวลาต่างๆ ดงัสมการท่ี 8 

อตัราการขยายตวั = 
A - B 

         (8) 
B 

เม่ือ A คือ น ้าหนกัเมด็เจล ณ เวลาใดๆ (กรัม) 
   B คือ น ้าหนกัเมด็เจลท่ีเวลา 0 (กรัม) 

วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (CRD) จ านวน 3 ซ ้ า วิเคราะห์ค่าความแปรปรวน 
(Analysis of variance, ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยวธีิ Duncan’s multiple 
range test (MRT) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ทางสถิติ ร้อยละ 95 


