
 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ก 
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1.  การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนโดยวิธีเจลดาลห์ (AOAC, 2000)  

1.1  สารเคมี  

 1.1.1  สารเร่งปฏิกิริยาใช้ซีลีเนียม 

 1.1.2  โซเดียมซลัเฟต  

 1.1.3  กรดซลัฟริูก (H2SO4) เข้มข้นร้อยละ 32  

 1.1.4  สารละลายกรดบอริกเข้มข้นร้อยละ 4  

 1.1.5  สารละลายกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 0.1 นอร์มลั  

 1.1.6  อินดเิคเตอร์ 

 1.2  วิธีการวิเคราะห์ 

 1.2.1  ชั่งตวัอยา่งให้นํา้หนกัท่ีแนน่อนประมาณ 2 กรัม ใสล่งในขวดยอ่ยโปรตีน  

 1.2.2  เติมสารเร่งปฏิกิริยา 1 กรัม และกรดซัลฟูริกเข้มข้น 10 มิลลิลิตร นําไปใส่ชุด

ยอ่ยในตู้ดดู ควนัจนกระทัง่ได้สารละลายสีเขียวใส ปลอ่ยทิง้ไว ให้เย็น  

 1.2.3  นําไปกลัน่ โดยใช้โซเดียมซัลเฟต เติมนํา้กลั่น 50 มิลลิลิตร และสารละลาย

กรดซลัฟริูกเข้มข้นร้อยละ 32 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  

 1.2.4  รองรับสิ่งท่ีกลั่นได้ด้วยสารละลายกรดบอริกเข้มข้นร้อยละ 4 ปริมาตร 25

มิลลิลิตร  

 1.2.5  เตมิอินดเิคเตอร์ 2-3 หยด  

 1.2.6  กลัน่ให้สว่นปลายของอปุกรณ์ควบแนน่จุม่ลงในสารละลายกรดบอริก  

 1.2.7  ไทเทรตสารละลายท่ีกลัน่ได้ด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 0.1นอร์ มลั 

จนได้จดุยตุเิป็นสีชมพอูอ่น  

 1.2.8 ทํา blank ด้วยวิธีการเดียวกนัตัง้แตข้่อ 2-7 

  1.3  การคํานวณ                                                        

เปอร์เซน็ต์โปรตีน  =   0.0014  × A  ×( B-C) × 100 × 6.25  

      0.1 × D  

 เม่ือ A     คือ ความเข้มข้นของกรดไฮโดรคลอริก 0.1 นอร์มอล  

 B     คือ ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกท่ีใช้ไทเทรตกบัตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) 

 C     คือ ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกท่ีใช้ไทเทรตกบั Blank (มิลลิลิตร) 

 D     คือ นํา้หนกัตวัอยา่ง (กรัม) 
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2.  การวิเคราะห์ปริมาณไขมนั (AOAC, 2000)  

2.1 สารเคมี 

2.1.1  ปิโตรเลียมอีเทอร์ 

 2.2  วิธีการวิเคราะห์ 

 2.2.1  ชัง่นํา้หนกัของฟลาสต์สกดัไขมนั แล้วจดนํา้หนกัท่ีแนน่อนไว้ 

 2.2.2  ชัง่ตวัอยา่งอาหาร 5 กรัม (จดนํา้หนกัท่ีแนน่อน) ใสท่ิมเบลิ (thimble)  

 2.2.3  เติมปิโตรเลียมอีเทอร์ลงในฟลาสต์สําหรับสกดัไขมนั 150 มิลลิลิตร จากนัน้จึง

นําทิมเบลิใสล่งไป 

 2.2.4  วางฟลาสต์ลงในเคร่ืองสกดัไขมนั ทําการสกดัประมาณ 2 ชั่วโมง 

 2.2.5  แยกเอาฟลาสต์ออกจากเคร่ืองสกัดแล้วใช้คีมคีบทิมเบิลที่ใส่ตวัอย่างอาหาร

ออกจากฟลาสต์ 

 2.2.6  นําฟลาสต์ไประเหยเอาปิโตรเลียมอีเทอร์ออก โดยอบท่ี 100 องศาเซลเซียส 

จนกวา่ตวัทําละลายจะระเหยหมด จากนัน้ทิง้ให้เย็นในโถดดูความชืน้ชัง่นํา้หนกั 

  2.3  การคํานวณ                                                        

เปอร์เซน็ต์ไขมนั     =        A       X  100  

                                 B 

 เม่ือ A     คือ นํา้หนกัไขมนั  

 B     คือ นํา้หนกัตวัอยา่งอาหาร 

 

3. การวิเคราะห์ปริมาณเถ้า (AOAC, 2000)  

 3.1  วิธีการวิเคราะห์ 

 3.1.1 นําถ้วยเปล่าอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง เอาออกใส่ใน

โถดดูความชืน้ปลอ่ยให้เย็น  แล้วชัง่นํา้หนกั 

 3.1.2 ชัง่ตวัอย่างใส่ลงในถ้วยที่ทราบนํา้หนกัแล้วประมาณ 2 กรัม นําไปทําการเผา

บนเตาไฟฟ้า จนหมดควนั 

 3.1.3 นําตวัอย่างท่ีเผาไล่ควนั  แล้วไปเผาตอ่ในเตาเผา (Muffer furnace)   อณุหภมูิ 

600 องศาเซลเซียส นาน 2 ชัว่โมง แล้วปิดสวิทช์เตาเผา เปิดฝาเตาออกรอจนอณุหภูมิภายในเตา

ลดเหลือประมาณ 100 องศาเซลเซียส  

 3.1.4 นําถ้วยออกมาใสใ่นโถดดูความชืน้  ปลอ่ยให้เย็นแล้วชั่ งนํา้หนกั 
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  3.2  การคํานวณ                                                        

เปอร์เซน็ต์เถ้า  =   ( A–B)   x   100 

                               A 

  เม่ือ A     คือ นํา้หนกัตวัอยา่งก่อนการเผา 

 B     คือ นํา้หนกัตวัอยา่งหลงัการเผา 

 

4. การวิเคราะห์ปริมาณ ความชืน้ (AOAC, 2000)  

4.1  วิธีการวิเคราะห์ 

 4.1.1  ชั่ งนํา้หนกัอาหารตวัอยา่งประมาณ 5 กรัม   

 4.1.2  นําไปอบในตู้อบท่ีชว่งอณุหภมูิ 100-105 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง  

 4.1.3  นําออกจากตู้อบปล่อยให้เย็นใน desiccator แล้วชั่ งนํา้หนกั เม่ือทําการอบซํา้

นํา้หนกัท่ีได้ในแตล่ะครัง้ไมค่วรตา่งกนัเกิน 0.05 กรัม แล้วนําไปคํานวณตามสมการ  

4.2  การคํานวณ 

 เปอร์เซ็นต์ความชืน้     =      A x 100  

  B 

  เม่ือ A     คือ นํา้หนกัตวัอยา่งก่อนอบ-นํา้หนกัตวัอยา่งหลงัอบ 

 B     คือ นํา้หนกัตวัอยา่ง 

 

5. การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์โปรตเิอส (Anson, 1938) 

 5.1  สารเคมี 

 5.1.1  สารละลายเคซีน 2% โดยละลายเคซีน 2.0 กรัม ในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 0.1 M pH 

7.0 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ต้มด้วยไฟอ่อนจนเคซีนละลาย จากนัน้ปรับปริมาตรให้ได้ 100 มิลลิลิตร 

ด้วยฟอสเฟตบฟัเฟอร์  

 5.1.2  สารละลาย trichloroacetic acid (TCA) 0.4 M โดยละลาย TCA 6.535 กรัม 

ในนํา้กลัน่ ปรับปริมาตรให้ได้ 100 มิลลิลิตร  

 5.1.3  สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) 0.4 M โดยละลาย Na2CO3 42.396 

กรัม ในนํา้กลัน่ ปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร  

 5.1.4  สารละลายโฟลินฟี นอล นําสารละลายโฟลินฟีนอลมาเจือจางด้วยอตัราส่ วน 

1:3 (เตรียมเม่ือต้องการใช้)   
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 5.1.5  สารละลายมาตรฐานกรดอะมิโนไทโรซีน โดยละลายไทโรซีน  0.1 กรัม ในนํา้

กลัน่และปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร สารละลายนีมี้ความเข้มข้นของไทโรซีน 1,000 ไมโครกรัม

ตอ่มิลลิลิตร 

 5.2  วิธีการวิเคราะห์ 

 5.2.1  นําตวัอยา่งสว่นใส 1 มิลลิลิตรผสมกบัสารละลายเคซีน 2 เปอร เซ็นต์ ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร บม่ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  

 5.2.2  หยุดปฏิกิริยาและตกตะกอนโปรตีนด้วยการเติมกรดไตรคลอโรอะซิติก

(trichloroacetic acid : TCA)  ความเข้มข้ น 0.4 M ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั แล้วบม่ตอ่

ท่ี 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 20 นาที กรองด้วยกระดาษกรอง whatman เบอร์ 1  

 5.2.3  นําส่วนใสที่ได้ 1 มิลลิลิตร เติมด้วยสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต เข้มข้น 0.4 

M ปริมาณ 5 มิลลิลิตร  

 5.2.4  เติมสารละลายโฟลินฟีนอลที่ละลายนํา้ในอตัราส่วน 1:3 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

ผสมให้เข้ากันบ่มทิง้ไว้ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที นําไปวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ 660 

นาโนเมตร  

 5.2.5  ทําหลอดควบคมุ  (control)  โดยเติม TCA ปริมาตร 2 มิลลิลิตร นําไปบม่ท่ี 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ก่อนเตมิสารละลายเคซีน ทําการวิเคราะห์เชน่เดียวกบัข้อ 3-4  

 5.2.6  ทําแบลงค์ (blank) โดยใช้นํา้กลั่นแทนสารละลายเอนไซม์ ทําการวิเคราะห์ 

เชน่เดียวกบัข้อ 4  

 5.2.7  ทํากราฟมาตรฐานไทโรซีนความเข้มข้น 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร เขียนกราฟระหว่างค่า OD660 และความเข้มข้นของไทโรซีน เพื่อนําไปคํานวณหา

กิจกรรมของเอนไซม์ 

 5.3  การคํานวณ                                                  

 กิจกรรมของเอนไซม์โปรตเิอส =    คา่ OD × ปริมาตรทัง้หมด × ความเจือจาง                                             

(enzyme activity)                  สโลปของกราฟมาตรฐาน × เวลา  

 

 1 หน่วยเอนไซม์ (enzyme unit) หมายถึง ความสามารถของเอนไซม์ในการย่อย

สลายเคซีนได้ไทโรซีน 1 ไมโครกรัม ในเวลา 1 นาที ภายใต้สภาวะท่ีใช้ในการทดลอง 
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ภาพ 13 กราฟมาตรฐานของไทโรซีน 

 
ตาราง 11 ความสามารถของเอนไซม์เปปซินในการย่อยสลายเคซีน เพ่ือวิเคราะห์กิจกรรม

ของเอนไซม์ 
 

blank (pH2.0) OD. 660nm -B /slope Ug/ml 

1.383 1.554 0.171 1.062 4.250 

 1.602 0.219 1.310 5.239 

 1.591 0.208 1.253 5.013 

 4.834 

 
ตาราง 12 ความสามารถของเอนไซม์ปาเปนในการย่อยสลายเคซีน เพ่ือวิเคราะห์กิจกรรม

ของเอนไซม์ 
 

blank (pH6.2) OD. 660nm -B /slope Ug/ml 

1.366 1.777 0.411 2.300 9.198 

 1.86 0.494 2.727 10.910 

 1.807 0.441 2.454 9.817 

 9.934 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ข 

 

ตารางแสดงผลการวิเคราะห์ทางสถติ ิ
 

 



63 
 

ตาราง 13 การวเิคราะห์ทางสถติขิองระดับการย่อยสลายของโปรตีนไฮโดรไลเซทจาก   

เศษเหลือส่วนเคร่ืองในปลาทับทมิ ท่ีได้จากการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน 
 

 SS df MS F Sig. 

%ENZYME Between Groups .969 9 .042 .809 .681 

  Within Groups .156 17 .052   

  Total 1.125 26    

TEMP Between Groups 70.329 9 35.165 3.710 .039 

  Within Groups 227.453 17 9.477     

  Total 297.782 26       

TIME Between Groups 7648.170 9 3824.085 420.682 .000 

  Within Groups 218.165 17 9.090     

  Total 7866.335 26       

หมายเหตุ: แสดงความแตกตา่งทางสถิตอิยา่งมีนยัสําคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 

 
ตาราง 14 การวเิคราะห์ทางสถติขิองระดับการย่อยสลายของโปรตีนไฮโดรไลเซทจาก   

เศษเหลือส่วนเคร่ืองในปลาทับทมิท่ีได้จากการย่อยด้วยเอนไซม์ปาเปน 

 

 SS df MS F Sig. 

%ENZYME Between Groups .539 9 .060 1.735 .157 

  Within Groups .586 17 .034     

  Total 1.125 26       

TEMP Between Groups 561.000 9 62.333 12.180 .000 

  Within Groups 87.000 17 5.118     

  Total 648.000 26       

TIME Between Groups 5205.000 9 578.333 .894 .550 

  Within Groups 10995.000 17 646.765     

  Total 16200.000 26       

หมายเหตุ: แสดงความแตกตา่งทางสถิตอิยา่งมีนยัสําคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 
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ตาราง 15 การวเิคราะห์ทางสถติขิององค์ประกอบทางเคมีของโปรตนีไฮโดรไลเซทผงจาก   

เศษเหลือส่วนเคร่ืองในปลาทับทมิเทียบกับเปปโตนทางการค้า 

 

 

Test Value = 0                                        

t df 

Sig. 

(2-tailed) 

Mean 

Difference 

95% Confidence Interval of the Difference 

Lower Upper 

%protein 278.471 1 .002 94.68000 90.3599 99.0001 

%lipid 10.333 1 .061 .15500 -.0356 .3456 

%ash 5.886 1 .107 4.12000 -4.7743 13.0143 

หมายเหตุ: แสดงความแตกตา่งทางสถิตอิยา่งมีนยัสําคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 

  
ตาราง 16 การวเิคราะห์ทางสถติขิองค่าสีของโปรตนีไฮโดรไลเซทผงจากเศษเหลือส่วน    

เคร่ืองในปลาทับทมิเทียบกับเปปโตนทางการค้า 

 

 

Test Value = 0                                        

t df 

Sig.        

(2-tailed) 

Mean 

Difference 

95% Confidence Interval of the Difference 

Lower Upper 

L 9.932 1 .064 70.52000 -19.6941 160.7341 

a 1.416 1 .392 1.26000 -10.0485 12.5685 

b 28.902 1 .022 23.55500 13.1994 33.9106 

หมายเหตุ: แสดงความแตกตา่งทางสถิตอิยา่งมีนยัสําคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 

 
ตาราง 17 การวเิคราะห์ทางสถติขิองนํา้หนักแห้งของจุลนิทรีย์แต่ละชนิดท่ีเลีย้งในอาหาร 

ท่ีใช้โปรตนีไฮโดรไลเซทท่ีผลิตได้เทียบกับเปปโตนทางการค้า 

 

 

Test Value = 0                                        

t df 

Sig.  

(2-tailed) 

Mean 

Difference 

95% Confidence Interval of the Difference 

Lower Upper 

E.coli 29.933 1 .021 22.45000 12.9203 31.9797 

S.aureus 7.280 1 .087 57.15000 -42.5937 156.8937 

B.subtilis 1.670 1 .343 48.85000 -322.8065 420.5065 

หมายเหตุ: แสดงความแตกตา่งทางสถิตอิยา่งมีนยัสําคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ค 

 

การเผยแพร่ผลงานวิชาการ 
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1) การประชมุวิชาการ  วิทยาศาสตร์วิจยั  ครัง้ท่ี 3  วนัท่ี 14 – 15 มีนาคม 2554   

       คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยันเรศวร  
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2)   จดัแสดงนิทรรศการ ในงานเกษตรนเรศวร  ครัง้ท่ี  9  วนัท่ี 27 – 31 กรกฎาคม 2554     

คณะเกษตรศาสตร์ ทรัพยากรธรรมชาตแิละสิ่งแวดล้อม  มหาวิทยาลยันเรศวร 
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3)   การประชมุวิชาการ นเรศวรวิจยั 7 วนัท่ี 29 – 30 มีนาคม 2554  ณ มหาวิทยาลยันเรศวร  
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