
วิธีดาํเนินการวิจัย 

 

วัตถุดบิ 

 เศษเหลือจากปลาทบัทิม ที่เป็นส่วนของเคร่ืองในทัง้หมดจากร้านจําหน่ายปลาทบัทิมสด 

ของบริษัท เจริญโภคภณัฑ์อาหาร จํากดั (มหาชน) บริเวณตลาดร่วมใจ ตําบลในเมือง อําเภอเมือง 

จงัหวดัพิษณุโลก โดยทําการเก็บตวัอย่างหลังแปรรูปทันที แช่ในนํา้แข็ง ขนส่งมาห้องปฏิบตัิการ

ภายในเวลา 2 ชัว่โมง จากนัน้นําเศษเหลือปลาทบัทิมมาล้างทําความสะอาดด้วยนํา้สะอาด และ

ล้างด้วยเอทานอลร้อยละ 95 โดยนํา้หนกั เพ่ือกําจดัไขมนั สบัเป็นชิน้เล็กๆ แล้วบดด้วยเคร่ืองบด

เนือ้ (blender) คลกุเคล้าให้ผสมกนัดี บรรจใุส่ถงุๆ ละ 200 กรัม เก็บในตู้แช่แข็งท่ีอณุหภูมิ –18 

องศาเซลเซียส เพ่ือเก็บรักษาไว้ก่อนนํามาทดลอง โดยก่อนทดลองต้องนําตวัอย่างมาละลายนํา้แข็ง

ในตู้ เย็นท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง 

 

เอนไซม์ 

1.  เอนไซม์ปาเปน (papain 3.36 U/mg: Sigma, Switzerland)  

  1.1  ผลติจาก ยางมะละกอ (Carica papaya) 

  1.2  ลกัษณะเป็นผง นํา้หนกัโมเลกลุประมาณ 23,000 กิโลดาลตนั 

  1.3  สภาวะท่ีเหมาะสม: คา่ความเป็นกรดดา่ง 6.2 อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส 

  1.4  ความสามารถในการย่อย (enzyme activity : unit) 1 ยนูิตเอนไซม์ท่ีไฮโดรไลซ์   

N-benzoyl-L-arginine ethyl ester (BAEE, Fluka No. 12880) 1 ไมโครโมล (μmol) ภายในเวลา 

1 นาที ท่ีสภาวะท่ีเหมาะสม 

 2.  เอนไซม์เปปซิน (pepsin 800-2,500 U/mg: Sigma, Switzerland) 

  2.1  ผลิตจาก นํา้ยอ่ยในกระเพาะอาหารของหม ู 

  2.2  ลกัษณะเป็นผง นํา้หนกัโมเลกลุ 35 กิโลดาลตนั  

  2.3  สภาวะท่ีเหมาะสม: คา่ความเป็นกรดดา่ง 2.0 อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 

  2.4  ความสามารถในการย่อย (enzyme activity : unit) 1 ยนูิตเอนไซม์ท่ีไฮโดรไลซ์ 

ฮีโมโกลบนิ (hemoglobin ท่ี A280 = 0.001) ภายในเวลา 1 นาที ท่ีสภาวะท่ีเหมาะสม 

 

เชือ้จุลินทรีย์ 

1.   Bacillus subtilis TISTR008 (สถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศ

ไทย) 

http://www.tistr.or.th/�
http://www.tistr.or.th/�


25 
 

2.  Staphylococcus aureus TISTR118 (สถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่ง

ประเทศไทย) 

3.  Escherichia coli ATCC25922 (ภาควิชาจลุชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ 

มหาวิทยาลยันเรศวร) 

 

สารเคมี  

1.  เปปโตน (bacto peptone: Difco, USA) 

 2.  เอทานอล (95% ethanol: Perser, Canada)    

 3.  อลับมูิน (albumin: Sigma, USA) 

 4.  กรดไฮโดรคลอริก (hydrochloric acid: Lab-scan Ltd., Thailand) 

 5.  โซเดียมไฮดรอกไซด์ (sodium hydroxide: Lab-scan Ltd., Thailand) 

 6.  สารเคมีสําหรับวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน 

  6.1  กรดซลัฟริูกเข้มข้น (98% sulfuric acid: Fisher, UK)  

  6.2  ซีลีเนียม (selenium reagent: Merck, Germany) 

  6.3  กรดบอริก (boric acid: Rankem, India) 

  6.4  โซเดียมไฮดรอกไซด์ (sodium hydroxide: Merck, Germany) 

 7.  สารเคมีสําหรับวิเคราะห์ปริมาณไขมนั 

7.1  ปิโตรเลียมอีเทอร์ (petroleum ether: Lab-scan Ltd., Thailand) 

 8.  อาหารเลีย้งเชือ้จลุินทรีย์ 

  8.1  1% peptone water 

  8.2  Nutrient agar (NA) 

 

อุปกรณ์และเคร่ืองมือ    

 1.  เคร่ืองชัง่ชนิดละเอียด 4 ตําแหนง่ (Model PE 503-S, Mettler Toledo, USA) 

 2.  เคร่ืองชัง่ชนิดละเอียด 3 ตําแหนง่ (Model AC 2105, Mettler Toledo, USA) 

 3.  เคร่ืองวดัสี (Model DP9000, Hunter Lab, USA) 

 4.  เคร่ืองวดัความเป็นกรดดา่ง (Atiorion, The Schrafft Center, USA) 

 5.  เคร่ืองวดัคา่การดดูกลืนแสง (HACH DR/4000, Loveland, USA) 

 6.  เคร่ืองป่ันเหว่ียง (Sorvall, Biofuge Stratus, Germany) 

 7.  ตู้ บม่เชือ้จลุินทรีย์ (Model 2020, Shaldon Manufacturing, USA) 

http://www.tistr.or.th/�
http://www.tistr.or.th/�
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 8.  ตู้ บม่เชือ้จลุินทรีย์ชนิดมีการเขยา่สาร (Model 205Q, N-Biotek, Korea) 

 9.  ตู้อบความร้อนควบคมุอณุหภมูิได้ (Model UM-Oven 120 L, UMAC, USA) 

 10.  อา่งนํา้ควบคมุอณุหภมูิ (Polyscience: 8205, Pleasant Prairie, USA) 

 11.  หม้อนึง่ความดนั (Model KT-30L, ALP, Japan) 

 12.  โถดดูความชืน้ (Duran, Germany)  

 13.  เคร่ืองวิเคราะห์องค์ประกอบของกรดอะมิโน (GC: Model 6890 N, Agilent Tech., 

Germany/ MSD: Model 5973 inert, Agilent Tech., USA) 

 14.  ตู้เย็น 4 องศาเซลเซียส (SJ-J17A, Sharp, Japan) 

 15.  ตู้แชแ่ข็ง -20 องศาเซลเซียส (SCM-320SBD, SANDEN, Thailand) 

 16.  เคร่ืองกลัน่ระเหยสาร (B-490, Buchi, Switzerland) 

 17.  เคร่ืองทําแห้งแบบเยือกแข็ง (Model MAXI-DRY LYO, Heto-Holten, Denmark) 

 18.  เคร่ืองป่ันตวัอยา่ง (Model MX-795N, National, Malaysia) 

 19.  ชดุเคร่ืองมือวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน (B-323 S/N 1259061, Buchi, Switzerland) 

 20.  ชดุเคร่ืองมือวิเคราะห์ปริมาณไขมนั (B-810 S/N 0996182, Buchi, Switzerland) 

 21.  ชดุเคร่ืองมือวิเคราะห์ปริมาณเถ้า (S/N 60200010, Fisher, UK)  

 22.  เคร่ืองมือวิเคราะห์ปริมาณความชืน้ (Model MA 40, Sartorius, Germany) 

 23.  กระดาษกรองเบอร์ 4 (No.4: Whatman, English) 

 24.  ถงุโพลีเอทิลีนแบบซิปลอ็ก 

 25.  ถงุเมทลัไลท์ 

 26.  เคร่ืองปิดผนกึ 

 27.  ชดุเคร่ืองแก้ 

 

ขัน้ตอนและวิธีดาํเนินการวจัิย    

 1.  ศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของเศษเหลือจากปลา 

1.1  ปริมาณโปรตีน โดยวิธี Kjeldahl (AOAC, 2000) 

1.2  ปริมาณไขมนั โดยวิธี Soxhlet extraction (AOAC, 2000) 

1.3  ปริมาณความชืน้ (AOAC, 2000)  

1.4  ปริมาณเถ้า (AOAC, 2000) 

1.5  คา่ความเป็นกรดดา่ง ด้วยเคร่ือง pH meter 

  

http://www.sandenintercool.com/�
http://www.kellysearch.com/dk-company-901156791.html�
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2.  ศึกษาชนิดเอนไซม์และสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกัดโปรตีนไฮโดรไลเซท 

  ตวัอย่างเคร่ืองในปลาทับทิมที่ผ่านกระบวนการเตรียมตวัอย่างขัน้ต้น 100 กรัม 

ละลายในนํา้กลัน่อตัราส่วน 1:1 จากนัน้ปรับความเป็นกรดดา่งให้เหมาะสมกบัเอนไซม์แตล่ะชนิด 

ด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.1 นอร์มลั          

โดยปรับคา่ความเป็นกรดดา่ง เป็น 2.0 สําหรับเอนไซม์เปปซิน และคา่ความเป็นกรดดา่ง เป็น 6.5 

สําหรับเอนไซม์ปาเปน นําไปไว้ในตู้ บ่มชนิดท่ีมีการเขย่าสารความเร็วรอบ 140 รอบ/นาที          

ตามสภาวะการยอ่ยตา่งๆ ท่ีทําการแปรสภาวะ 3 ชนิดตวัแปร คือ  

2.1  อณุหภมูิท่ีใช้ในการยอ่ย คือ 25, 31 และ 37 องศาเซลเซียส  

2.2  เวลาท่ีใช้ในการยอ่ย คือ 60, 90 และ 120 นาที  

2.3  ความเข้มข้นของเอนไซม์ คือ ร้อยละ 0.25, 0.50 และ 0.75 โดยนํา้หนกั 

จากนัน้นําตวัอย่างท่ีผ่านการย่อยในแตล่ะสภาวะไปต้มในนํา้เดือดเป็นเวลา 15 นาที 

เพ่ือหยดุปฏิกิริยาของเอนไซม์ ทิง้ให้เย็นท่ีอณุหภมูิห้อง นําไปหมนุเหว่ียงโดยใช้ความเร็วรอบ 9,000 

รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมู ิ4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนัน้นําไปทําการกรองด้วยกระดาษกรอง 

เพ่ือแยกส่วนใส (โปรตีนไฮโดรไลเซท) แล้วนําไปวัดปริมาณไนโตรเจนทัง้หมดโดยวิธี Kjeldahl 

(AOAC, 2000) คํานวณคา่ระดบัการย่อยสลายท่ีเกิดขึน้ (%DH) ในรูปของกรดอะมิโนอิสระ (α-

amino acid) โดยวิธีของ Hoyle & Merritt (1994) โดยนําโปรตีนไฮโดรไลเซทปริมาตร 1 มิลลิลิตร

ใส่หลอดป่ัน เติม trichloroacetic acid (Sigma-Aldrich, USA)  ความเข้มข้นร้อยละ 20 ปริมาตร 

1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากนัประมาณ 2 นาที นําไปป่ันเหว่ียงด้วยความเร็ว 6,000 รอบตอ่นาที     

เป็นเวลา 30 นาที นําสว่นของเหลวใสด้านบนไปวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจนทัง้หมดเปรียบเทียบกบั

ตวัอยา่งท่ีปลอ่ยให้เกิดการยอ่ยสลายด้วยตวัเอง แล้วคํานวณ %DH จาก 

 

%DH = ปริมาณไนโตรเจนท่ีละลายในกรดไตรคลอโรอะซติกิ (TCA soluble nitrogen) * 100 

  ปริมาณไนโตรเจนทัง้หมดในวตัถดุบิ (total nitrogen) 

 

วางแผนการทดลองทางสถิติ  โดยใช้ แผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (complete 

randomize design) จดัหน่วยทดลองแบบ 3×3 Factorial ทําการวิเคราะห์ความแปรปรวนของ

ข้อมูล (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียระดับการย่อยสลาย ตามวิธี 

Duncan’s New Multiple Range Test ท่ีระดบันยัสําคญั 0.05 วิเคราะห์โดยใช้โปรแกรม

ประมวลผลทางสถิติ SPSS Statistics 17.0 ร่วมกบัการใช้วิธี response surface model (RSM) 
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โดยทําการทดลอง 3 ซํา้ จากนัน้คดัเลือกชนิดของเอนไซม์ ความเข้มข้นของเอนไซม์ อณุหภมูิ และ

เวลาท่ีใช้ในการยอ่ย ท่ีให้ระดบัการยอ่ยสลายเหมาะสมท่ีสดุไปใช้ในการทดลองตอ่ไป 
 

 3.  ศึกษาองค์ประกอบของผลิตผลท่ีได้จากการย่อย 

 วิเคราะห์องค์ประกอบของโปรตีนไฮโดรไลเซทท่ีได้ จากชนิดของเอนไซม์และสภาวะ 

ท่ีเหมาะสม โดยใช้ปริมาณเคร่ืองในปลาทบัทิม ตวัอย่างละ 250 กรัม ได้โปรตีนไฮโดรไลเซทเหลว

แล้วนําไปกลัน่ระเหย (evaporation) ท่ีอุณหภูมิ 50-70 องศาเซลเซียส จนมีปริมาณของแข็ง          

ท่ีละลายได้ทัง้หมด 15 องศาบริกซ์ จากนัน้นําไปทําแห้งโดยการทําแห้งแบบเยือกแข็ง (freeze 

drying) แล้ววิเคราะห์องค์ประกอบของโปรตีนไฮโดรไลเซทผงท่ีผลิตได้ คือ 

3.1  ปริมาณความชืน้ (AOAC, 2000)  

3.2  ปริมาณโปรตีน (AOAC, 2000) 

3.3  ปริมาณไขมนั (AOAC, 2000) 

3.4  ปริมาณเถ้า (AOAC, 2000) 

3.5  องค์ประกอบของกรดอะมโิน โดยใช้ GC-MS (AOAC, 2000) 

3.6  คา่สี  โดยใช้ Hunter lab 

เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยองค์ประกอบของเปปโตนที่ผลิตได้ และเปปโตนทางการค้า 

(Bacto peptone: Difco, USA) โดยวิธี T-test ท่ีระดบันยัสําคญั 0.05 วิเคราะห์โดยใช้โปรแกรม

ประมวลผลทางสถิต ิSPSS Statistics 17.0   
 

 4.  ทดสอบประสทิธิภาพผลผลติท่ีได้ในการใช้เป็นอาหารสาํหรับจุลนิทรีย์ 

 ทดสอบความสามารถในการเลีย้งเชือ้จุลินทรีย์ของโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ผลิตได้จาก

ปลาทับทิมในสภาวะที่เหมาะสมที่สุด จากข้อ 2 ทําการเปรียบเทียบกับเปปโตนทางการค้า          

โดยใช้ทดสอบกบัเชือ้จลุินทรีย์ก่อโรคจํานวน 3 สายพนัธุ์ คือ  

4.1  Bacillus subtilis TISTR008 (แกรมบวก, สร้างสปอร์) 

4.2  Staphylococcus aureus TISTR118 (แกรมบวก) 

4.3  Escherichia coli ATCC25922 (แกรมลบ) 

เตรียมกล้าเชือ้จลุินทรีย์ โดยเพาะเชือ้ลงบนอาหารเลีย้งเชือ้ nutrient agar แล้วนําไป

บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง เมื่อครบกําหนดให้ชะโคโลนีของ

เชือ้จลุินทรีย์ และปรับความเข้มข้นของเชือ้ด้วยโซเดียมคลอไรด์ร้อยละ 0.85 ให้มีค่าดดูกลืนแสง   

ท่ี 600 นาโนเมตร (A600) เท่ากับ 0.3 (ปริมาณเชือ้เร่ิมต้นเท่ากับ 108 cfu/ml) แล้วปิเปต

สารละลายของกล้าเชือ้จลุินทรีย์ 1 มิลลิลิตร ใส่ในอาหารเลีย้งเชือ้ peptone water ปริมาตร 100 
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มิลลิลิตร ท่ีความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยนํา้หนกัของเปปโตน เลีย้งเชือ้จุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 37      

องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้นํามาตกตะกอนด้วยเคร่ืองหมนุเหวี่ยงท่ีความเร็ว 

3,000 รอบตอ่นาที นาน 30 นาที เทสารละลายส่วนใสทิง้แล้วล้างเซลล์ด้วยนํา้กลั่น 2 ครัง้ นําเซลล์

ท่ีได้ไปอบแห้งท่ีอณุหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ประมาณ 20 นาที นํามาชัง่หานํา้หนกัแห้ง จากนัน้

นําไปอบอีกจนได้นํา้หนกัแห้งคงท่ี แล้วเปรียบเทียบปริมาณมวลชีวภาพของเชือ้จลุินทรีย์แตล่ะชนิด  

เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยนํา้หนกัแห้งของเชือ้จุลินทรีย์แต่ละชนิดท่ีเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ 

peptone water ที่เตรียมจากเปปโตนที่ผลิตได้ และ เปปโตนทางการค้า (Bacto peptone: Difco, 

USA) โดยวิธี T-test ท่ีระดบันยัสําคญั 0.05 วิเคราะห์โดยใช้โปรแกรมประมวลผลทางสถิติ SPSS 

Statistics 17.0   

ขัน้ตอนและวิธีดําเนินการวิจยัทัง้หมดของงานวิจยันีส้ามารถสรุปได้ดงัภาพ 7 
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ภาพ 7 ขัน้ตอนการดาํเนินงาน   

หมนุเหวี่ยง 

สว่นใส สว่นไขมนัและตะกอน 

ยบัยัง้ปฏิกิริยาของเอนไซม์ 

ทิง้ให้เย็น 

ให้ความร้อน 100˚C, 15 นาท ี

   

ความเร็ว 9,000 RPM  

ที่ 4˚C นาน 15 นาที  

 
      

 

      

เศษเหลอืจากปลา 

 

0.1 N NaOH หรือ HCl  

เอนไซม์ Pepsin และ Papain 

ผสมนํา้กลัน่อตัราสว่น 1:1 

ปรับ pH Pepsin = 2.0 Papain = 6.5 

วิเคราะห์ ปริมาณความชืน้, โปรตนี, 

ไขมนั, เถ้า และ pH 

 

สบัเป็นชิน้&บดละเอียด 

ล้างด้วยนํา้สะอาด 

0.25% ความเข้มข้น 

0.50% 

 
0.75% 

เตมิเอนไซม์ 

25˚C 

31˚C 

 
37˚C 

 

ระยะเวลา 

บม่ทีอ่ณุหภมิู 

60 นาที 

90 นาที 

 
120 นาท ี

ล้างไขมนัด้วยเอทานอล 95% 

วิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจน 

(คํานวณคา่ระดบัการยอ่ยสลาย) 

เลือกสภาวะที่เหมาะสม 

ทดสอบประสิทธิภาพผลผลิตที่ได้ใน

การใช้เป็นอาหารสําหรับจลุินทรีย์ 

 

วิเคราะห์ความชืน้, โปรตนี, ไขมนั, 

เถ้า,  กรดอะมิโน และคา่ส ี

 

ทําแห้ง 
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