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บทคัดย่อ 
 วัตถุประสงค์ของการวิจัยครั้งนี้  คือ เพ่ือศึกษาการเปลี่ยนแปลงรูปแบบของโปรตีนใน
กล้ามเนื้อสันสะเอว (M. longissimus dorsi, LD) และกล้ามเนื้อสะโพก (M. semimembranosus, 
SM) ของแกะลูกผสมดอร์เปอร์ในแต่ละระยะการบ่ม และศึกษาปัจจัยของชนิดกล้ามเนื้อและ
ระยะเวลาการบ่มเนื้อต่อค่าแรงตัดผ่านเนื้อ ตัวอย่างที่ใช้เป็นกล้ามเนื้อสันสะเอว (LD) และกล้ามเนื้อ
สะโพก (SM) จากแกะลูกผสมดอร์เปอร์กับพ้ืนเมืองไทย จ้านวน 5 ตัว ที่มีน้้าหนักเริ่มต้นประมาณ 25 
กิโลกรัม เลี้ยงด้วยอาหารผสมรวม (TMR) และหญ้าขนสด ภายใต้สภาพแวดล้อมเดียวกัน นาน 84 วัน 
จนมีน้้าหนักเข้าฆ่าประมาณ 40 กิโลกรัม ภายหลังการฆ่าและช้าแหละเป็น 2 ซีก เก็บตัวอย่าง
กล้ามเนื้อแกะทั้ง 2 ชนิด จากซากซีกซ้าย มาตัดแบ่งเป็น 3 ส่วน เท่า ๆ กัน บรรจุในถุงสุญญากาศ 
จากนั้น น้าไปเก็บในตู้เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 1, 7 และ 14 วัน เมื่อครบก้าหนด น้ามา
ศึกษารูปแบบการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนไมโอไฟบริล โดยการแยกโปรตีนตามน้้าหนักโมเลกุลด้วย
กระแสไฟฟ้า (SDS-PAGE) และวิเคราะห์น้้าหนักโมเลกุลของแถบโปรตีนที่ปรากฏโดยใช้โปรแกรม
ส้าเร็จรูป Image Lab และตรวจสอบเพ่ือยืนยันแถบของโปรตีนด้วยเทคนิค Western blotting ส่วน
การศึกษาปัจจัยของชนิดกล้ามเนื้อและระยะเวลาบ่มที่มีต่อค่าแรงตัดผ่านเนื้อของกล้ามเนื้อทั้ง 2 ชนิด 
จะใช้สถิติ Two-ways ANOVA without interaction และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยใช้ Duncan's 
new multiple range test ผลการศึกษา การเปลี่ยนแปลงรูปแบบของโปรตีนไมโอไฟบริล พบ แถบ
ของโปรตีนทั้งหมด 16 แถบ ปรากฏในกล้ามเนื้อ LD และ SM โดยมีขนาดประมาณ 250, 236, 210, 
142, 102, 54, 42, 36, 33, 30, 28, 22, 19, 18, 16 และ 14 kDa ตามล้าดับ และผลการตรวจ
ยืนยันด้วยเทคนิค Western blotting  พบว่า แอนติบอดีสามารถจับกับแถบโปรตีนที่มีขนาด 37 
และ 39 kDa ได้ นอกจากนี้ยังปรากฏแถบโปรตีนที่มีขนาด 28 และ 30 kDa ดังนั้น จึงยืนยันว่า
โปรตีนดังกล่าว คือ โปรตีน Troponin-T และเป็นผลผลิตที่เกิดจากการย่อยสลายตัวของโปรตีน 
Troponin-T ตามล้าดับ นอกจากนี้แล้ว แถบโปรตีนที่มีขนาด 28 และ 30 kDa ที่ปรากฏนั้น ใน
กล้ามเนื้อ SM ปรากฏชัดกว่ากล้ามเนื้อ LD เมื่อวิเคราะห์ปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อค่าแรงตัดผ่านเนื้อ 
พบว่า ชนิดของกล้ามเนื้อและระยะเวลาในการบ่มมีอิทธิพลต่อค่าแรงตัดผ่านเนื้ออย่างมีนัยส้าคัญทาง
สถิติ (P<0.05) กล่าวคือ ค่าแรงตัดผ่านเนื้อของกล้ามเนื้อ SM จะน้อยกว่ากล้ามเนื้อ LD โดยมี
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ค่าเฉลี่ยเท่ากับ 5.40±0.34 และ 6.66±0.34 กิโลกรัม ตามล้าดับ และค่าแรงตัดผ่านเนื้อของการบ่ม
เนื้อที่ 14 วัน จะน้อยกว่าการบ่มเนื้อที่ 1 วัน เฉลี่ยเท่ากับ 5.19±0.41 และ 6.79±0.41 กิโลกรัม 
ตามล้าดับ  แต่ไม่แตกต่างจากการบ่มที่ 7 วัน (6.10±0.41 กิโลกรัม) ผลการศึกษานี้ แสดงให้เห็นว่า
ปัจจัยของชนิดกล้ามเนื้อและระยะเวลาการบ่มมีผลต่อการย่อยสลายของโปรตีนโมโอไฟบริล ใน
กล้ามเนื้อของแกะลูกผสมดอร์เปอร์ 
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ABSTRACT 
 The purposes of this research were to study the changing of protein pattern 
in M. longissimus dorsi (LD) and M. semimembranosus (SM) of Dorper x Thai Native 
crossbred sheep at different aging periods, and to study the factors of muscle type 
and aging periods affecting shear force values. The sample were the LD and SM 
muscles from five crossbred sheep which raised at the initial weight of about 25 kg 
and fed with TMR and fresh grass under the same environment for 84 days. The 
animals were slaughtered with the final weight of about 40 kg and their carcasses 
were dissected into 2 halves. Both LD and SM muscles from the left side of the 
carcass were cut, and each muscle was divided into 3 pieces in order to age in 
polyvinyl chloride vacuum bags for 1, 7, and 14 days under 4 oC. The aged muscles 
at different times were used as samples for studying myofibrillar protein degradation 
pattern using SDS-PAGE. Molecular weight of the protein bands were analyzed by 
Image Lab Software. Western blotting technique was used to confirm the specific 
bands of protein. For studying the factors of muscle type and aging periods affecting 
shear force values, Two-ways ANOVA without interaction was used. Duncan's new 
multiple range test was used to compare the means of the factors. The results 
showed that sixteen bands of the myofibrillar proteins appeared in both SM and LD, 
which were 250, 236, 210, 142, 102, 54, 42, 36, 33, 30, 28, 22, 19, 18, 16, and 14 kDa, 
respectively. The result from Western blotting technique found that the antibody 
could active the protein bands with 37 and 39 kDa and also found the protein bands 
with 28 and 30 kDa. Therefore, it confirmed that the bands of 37 and 39 kDa and 28 
and 30 kDa were Troponin-T protein and the degraded products of Troponin-T 
protein, respectively. Furthermore, the bands with 28 and 30 kDa in the SM muscle 
were more clearly than those in the LD. For the study of factors affecting the shear 
force values, it found that the muscle type and the aging periods had significantly 
influenced on shear force values (p<0.05). The average shear force value of the SM 
was less than that of the LD (5.40±0.34 and 6.66±0.34 kg), respectively. The average 
shear force value of the aging periods at the 14 days was less than that of the 1 day 
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(5.19±0.41 and 6.79±0.41 kg), respectively but did not differ from the 7 days 
(6.10±0.41 kg). These results indicated that muscle type and aging periods were 
factors affecting the degradation of myofibrillar protein in the Dorper crossbred 
sheep muscle. 
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บทท่ี 1  
บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 
 แกะมีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Ovis aries เป็นสัตว์เคี้ยวเอ้ืองที่มีขนาดเล็ก ให้ผลผลิตทั้งเนื้อและ
ขน แกะจัดเป็นสัตว์เศรษฐกิจของประเทศชนิดหนึ่ง เกษตรกรที่เลี้ยงแกะในประเทศไทยส่วนใหญ่เป็น
ผู้ที่นับถือศาสนาอิสลาม เลี้ยงแกะเป็นอาชีพเสริม ใช้เงินลงทุนต่่า เลี้ยงแบบปล่อยให้หากินเองตาม
ธรรมชาติ หรือเลี้ยงควบคู่อยู่กับการประกอบอาชีพหลักของเกษตรกร (พินิจ ร้อยศรี. 2553 : 
Online) 
 แกะพันธุ์ดอร์เปอร์ (Dorper) เป็นแกะที่พัฒนาพันธุ์ในช่วงปี ค.ศ. 1940 ในอัฟริกาใต้โดย
การผสมข้ามสายพันธุ์ ระหว่างแกะพันธุ์แบลคเฮดเปอร์เซียน (Blackhead Persian) และแกะพันธุ์
ดอร์เซทที่มีเขา (Dorset Horn) เป็นแกะเนื้อที่ให้เนื้อคุณภาพสูง ปรับตัวเข้ากับสิ่งแวดล้อมได้ดี ทน
แล้ง ล่าตัวสีขาว หัวสีด่า ไม่มีเขาเพศผู้มีน้่าหนัก 90-120 กิโลกรัม เพศเมีย 50–80 กิโลกรัม (พินิจ 
ร้อยศรี. 2553 : Online) 
 เนื้อแกะเป็นอาหารหลักในบางส่วนของโลกและมีการบริโภคในหลายพ้ืนที่ และด้าน
ประโยชน์ของเนื้อแกะ คือ มีโปรตีนที่คุณภาพสูง และเป็นแหล่งอุดมด้วยธาตุเหล็กมากกว่าเนื้อสัตว์
ชนิดอื่นๆ ผู้บริโภคมีความต้องการบริโภคเนื้อแกะ และมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ และในประเทศไทยมี
การน่าเข้าเนื้อแกะจากต่างประเทศ ปีละ 761,852 กิโลกรัมต่อปี (กรมปศุสัตว์. 2550 : Online) จึง
แสดงให้เห็นว่าเนื้อแกะยังเป็นที่ต้องการของมนุษย์ เพ่ือน่ามาประกอบอาหาร พิธีกรรมทางศาสนา
ของคนมุสลิม และคนที่นับถือศาสนาคริสต์เป็นหลัก ส่วนปัญหาที่พบกับเนื้อแกะในประเทศไทยนั้น 
คือ ราคาของเนื้อแกะที่มีราคาค่อนข้างสูงกว่าเนื้อสัตว์ชนิดอื่นๆ และขณะเดียวกันผู้บริโภคเนื้อแกะยัง
ประสบปัญหาเนื้อแกะที่ค่อนข้างเหนียว ไม่นุ่ม และการให้ข้อมูลทางคุณภาพเนื้อเกี่ยวกับเนื้อแกะยังมี
น้อย 
 ความนุ่มของเนื้อ จัดเป็นคุณลักษณะที่ส่าคัญประการหนึ่งที่ผู้บริโภคได้ให้ความสนใจ โดย
ความนุ่มของเนื้อนั้นขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายประการทั้งปัจจัยก่อนสัตว์ตายได้แก่ ชนิด พันธุ์ เพศ และ
อายุสัตว์ ชนิดของกล้ามเนื้อและเส้นใยกล้ามเนื้อ ระดับการสะสมไขมัน รวมไปถึงการเปลี่ยนแปลง
ทางชีวเคมีของกล้ามเนื้อหลังสัตว์ตาย ซึ่งจะเป็นการท่างานของเอนไซม์ที่ย่อยโปรตีนเส้นใยกล้ามเนื้อ
ทั้งสิ้น นอกจากนี้การบ่มเนื้อยังมีผลต่อคุณภาพของเนื้ออีกด้วย 
 ปัจจุบันการศึกษาวิจัยเรื่องแกะ โดยส่วนใหญ่เน้นทางด้านการจัดการฟาร์มท่าให้ข้อมูลทาง
วิชาการในเชิงลึกถึงระดับชีวโมเลกุลนั้นยังมีไม่มากนักโดยเฉพาะด้านความนุ่มของเนื้อ ดังนั้นงานวิจัย
นี้จึงถือว่าเป็นจุดเริ่มต้นของการศึกษาเกี่ยวกับแกะในเชิงลึกด้านคุณภาพเนื้อที่ถูกน่ามาบ่มในเวลาที่
แตกต่างกันให้เนื้อนุ่มขึ้น ซึ่งข้อมูลด้านความนุ่มของเนื้อและการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนระหว่างการ
บ่ม สามารถไปใช้ในการตัดสินใจในเรื่องระยะเวลาการบ่มเนื้อ เพ่ือลดต้นทุนในการผลิตและผู้บริโภค
ได้รับประทานเนื้อที่มีคุณภาพด้านความนุ่ม 
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1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 
 1.2.1 เพ่ือศึกษาการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนในกล้ามเนื้อ 2 ชนิด คือ กล้ามเนื้อสันสะเอว 
(M. longissimus dorsi, LD) และกล้ามเนื้อสะโพก (M. semimembranosus, SM) ของแกะ
ลูกผสมดอร์เปอร์ในแต่ละระยะการบ่ม 
 1.2.2 เพ่ือศึกษาปัจจัยของต่าแหน่งกล้ามเนื้อและระยะเวลาการบ่มเนื้อต่อค่าแรงตัดผ่าน
เนื้อ 
 
1.3 ขอบเขตของการศึกษา 
 
 ศึกษาค่าแรงตัดผ่านในกล้ามเนื้อและการเปลี่ยนแปลงรูปแบบของโปรตีนในกล้ามเนื้อ 2 
ชนิด คือ กล้ามเนื้อสันสะเอวและกล้ามเนื้อสะโพกของแกะลูกผสมดอร์เปอร์ โดยท่าการบ่มที่ระยะ 1, 
7 และ 14 วัน โดยใช้เทคนิค SDS – PAGE และตรวจสอบเพ่ือยืนยันแถบของโปรตีน ด้วยเทคนิค 
Western blotting 
 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 
 1.4.1 ทราบถึงการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนในกล้ามเนื้อแต่ละชนิดและแต่ละระยะเวลาการ
บ่ม  
 1.4.2 ทราบถึงค่าแรงตัดผ่านในกล้ามเนื้อแต่ละชนิดและแต่ละระยะเวลาการบ่ม 
 1.4.3 สามารถน่าผลการวิจัยครั้งนี้ไปใช้ในการพิจารณาการบ่มในกล้ามเนื้อแกะแต่ละชนิด
ตามความเหมาะสม 
 1.4.4 สามารถน่างานวิจัยในครั้งนี้เป็นฐานข้อมูล เพ่ือให้คนที่สนใจได้น่ามาศึกษาด้านการ
เปลี่ยนแปลงรูปแบบของโปรตีนในเนื้อแกะ 
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บทท่ี 2  
เอกสารและงานวิจยัที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 ชนิดและลักษณะโดยทั่วไปของแกะ 

 
 แกะ (Ovis aries) เป็นสัตว์เคี้ยวเอ้ืองที่มีขนาดเล็ก ให้ผลผลิตทั้งเนื้อและขน แกะจัดเป็น
สัตว์เศรษฐกิจของประเทศชนิดหนึ่ง เกษตรกรที่เลี้ยงแกะในประเทศไทยส่วนใหญ่เป็นผู้ที่นับถือ
ศาสนาอิสลาม เลี้ยงแกะเป็นอาชีพเสริม ใช้เงินลงทุนต่่า เลี้ยงแบบปล่อยให้หากินเองตามธรรมชาติ 
หรือเลี้ยงควบคู่อยู่กับการประกอบอาชีพหลักของเกษตรกร (พินิจ ร้อยศรี. 2553 : Online) 
  ในการศึกษาครั้งนี้พันธุ์แกะที่เกี่ยวข้องกับงานวิจัย 2 พันธุ์ ได้แก่ 
  1. แกะพันธุ์ดอร์เปอร์ (Dorper) เป็นแกะที่พัฒนาพันธุ์ในช่วงปี ค.ศ. 1940 ในอัฟริกาใต้โดย
การผสมข้ามพันธุ์ ระหว่างแกะพันธุ์แบลคเฮด เปอร์เซียน (Blackhead Persian) และแกะพันธุ์ 
ดอร์เซทมีเขา (Dorset Horn) เป็นแกะเนื้อท่ีให้เนื้อคุณภาพสูง ปรับตัวเข้ากับสิ่งแวดล้อมได้ดี ทนแล้ง 
ล่าตัวสีขาว หัวสีด่า ไม่มีเขา เพศผู้มีน้่าหนัก 90-120 กิโลกรัม เพศเมีย 50-80 กิโลกรัม  
 

 

 
      ภาพที่ 2.1 แกะพันธุ์ดอร์เปอร์ (Dorper) 
      ที่มา : Dorper Sheep Society of Australia Inc. (2558 : Online) 
 
  2. แกะพันธุ์พ้ืนเมืองของไทย มีลักษณะคล้ายแกะพันธุ์กลันตัน ขนมีสีขาวอมด่า หูยาว
พอประมาณ หน้าแหลม หางยาวประมาณ 30 เซนติเมตร เพศผู้มีน้่าหนักประมาณ 30 กิโลกรัม เพศ
เมียประมาณ 25 กิโลกรัม เลี้ยงง่าย ทนทาน หากินเก่ง  
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        ภาพที่ 2.2 แกะพันธุ์พ้ืนเมืองของไทย     
        ที่มา : พินิจ ร้อยศรี (2553: Online) 
 
2.2 ชนดิของกล้ามเนื้อ 
 
 มาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติ (2549 : Online) เนื้อแกะตามมาตรฐานนี้  
แบงออกเปน 8 ประเภท คือ  
  1. สันสะเอว (loins) เปนชิ้นสวนซึ่งไดจากการตัดผานกระดูกสันหลังระหวางกระดูกซี่โครงซี่
ที่ 12 กับซี่ท่ี 13 จนถึงกระดูกสันหลัง ขอสุดทายที่ตอกับสวนสะโพก (chump)  
  2. ขาหลัง (hind leg) เปนชิ้นสวนซึ่งไดจากการตัดขวางตั้งฉากกับแนวยาวของกระดูกขา
หลังที่กระดูกสันหลัง ขอสุดทายตอกระดูกหาง โดยมีสวนหัวกระดูกขาหลัง (femur) ขนาดประมาณ 
2.5 cm ติดอยูดวย  
  3. สะโพก (chump) เปนชิ้นสวนซึ่งไดจากการตัดผานกระดูกสันหลัง สวนเอวขอสุดทาย 
  4. สันซี่โครง (rack) เปนชิ้นสวนซึ่งไดจากการตัดตามยาวผานกระดูกสันหลัง ระหวางซี่โครง
ซ่ี ที ่3 และ 4 ถึงซ่ีโครงซี่ท่ี 12 โดยตัดแยกสวนอกออก  
  5. ไหล shoulder) เปนชิ้นสวนซึ่งไดจากการตัดตามยาวจากบริเวณ สวนคอตอกับกระดูก
สันหลังถึง กระดูกซ่ีโครงซี่ท่ี 3 
  6. ขาหนา (fore leg) เปนชิ้นสวนซึ่งไดจากการตัดขาหนาที่ติดกระดูกใบพายแยกจาก สวน
ไหล  
  7. อก (breast) เปนชิ้นสวนซึ่งไดจากการตัดตามขวางกระดูกซี่โครง ใหขนานกับแนว
กระดูกสันหลังกว้างประมาณ 1 ใน 3 ของความกวางของกระดูกอกถึงกระดูกสันหลังใหติดเนื้อสวน
พ้ืนทอง  
  8. คอ (neck) เปนชิ้นสวนของเนื้อซึ่งไดจากการตัดแยกผานกระดูกสวนคอตอกับกระดูกสัน
หลัง 
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      ภาพที่ 2.3 การตัดแตงซากแกะเปนชิ้นสวนขนาดใหญ (1. สันสะเอว, 2. ขาหลัง,  
           3. สะโพก, 4. สันซี่โครง, 5. ไหล, 6. ขาหนา, 7. อก และ 8. คอ) 
     ที่มา : มาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติ (2549 : Online) 
 
2.3 เส้นใยกล้ามเนื้อ (Muscle fiber) 
 
  เส้นใยกล้ามเนื้อ (Muscle fiber) หรือเซลล์กล้ามเนื้อ (Muscle cell) เป็นหน่วยโครงสร้าง
ที่ส่าคัญของกล้ามเนื้อโครงร่าง (Skeletal muscle) เป็นประเภทนิวเคลียส มีรูปร่างเป็นเส้นกลมยาว
คล้ายเส้นด้าย ปลายทั้ง 2 ข้างสอบแหลม และมีขนาดเส้นผ่านศูนย์ประมาณ 10-100 ไมครอน มี
ความยาวที่แปรปรวนสูง แต่ส่วนใหญ่จะยาวประมาณ 2.5 เซนติเมตร และยาวไม่เท่ากับความยาวของ
กล้ามเนื้อทั้งมัด ลักษณะเฉพาะตัวของเส้นใยกล้ามเนื้อโครงร่าง คือ มีลายปรากฏอยู่ตลอด ลาย
ดังกล่าวเป็นผลมาจากลายภายในเส้นใยย่อย (Myofibril) โดยภายในแต่ละเส้นใยกล้ามเนื้อจะมีเส้นใย
ย่อย เรียงตัวตามยาวอัดแน่นกันอยู่อย่างเป็นระเบียบ เส้นใยย่อยเหล่านี้อาจมีจ่านวนมากถึง 1,000 
เส้นต่อ 1 เส้นใยกล้ามเนื้อแสดงในภาพที่ 2.4 (สัญชัย จตุรสิทธา 2550 : 98) 
 

 
 

       ภาพที่ 2.4 โครงสร้างของเส้นใยกล้ามเนื้อ 
       ที่มา : สัญชัย จตุรสิทธา 2550 : 98 
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 สัญชัย จตุรสิทธา (2550 : 14) กล่าวว่า ไมโอไฟบริล หรือเส้นใยย่อย (Myofibrils) มี
โครงสร้างที่มีลักษณะเป็นเส้นใยเล็ก ๆ มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 0.1 ไมครอนเรียงตัวขนาน
กันไปตามความยาวของเส้นใยกล้ามเนื้อและภายในเส้นใยกล้ามเนื้อ 1 เส้นจะมีจ่านวนของไมโอไฟ 
บริลมากถึง 1,000 เส้น ไมโอไฟบริลแต่ละเส้นจะประกอบขึ้นด้วยมัดของเส้นใยกล้ามเนื้อขนาดเล็ก
จ่านวนมาก ที่เรียกว่าไมโอฟิลาเม้นท์ (Myofilament) ซึ่งมีด้วยกัน 2 ชนิด คือ ไมโอฟิลาม้นท์ชนิด
หนา (Thick Filament) และไมโอฟิลาเม้นท์ชนิดบาง (Thin Filament) โดยเส้นใยทั้ง 2 ชนิด จะ
วางตัวอยู่ในแนวขนานตามยาวกับไมโอไฟบริล ท่าให้เห็นกล้ามเนื้อมีลักษณะลายและมีบางส่วนซ้อน
กันท่าให้เกิดแถบมืดและแถบสว่าง แถบมืดจะมีส่วนที่มืดน้อยกว่าอยู่ตรงกลาง เรียกว่า H band ซึ่ง
จะถูกแบ่งเป็น 2 ส่วน ด้วยเส้นทึบที่เรียกว่า M-line ส่วนแถบสว่างก็จะถูกแบ่งเป็น 2 ส่วนเท่า ๆ กัน
ด้วยเส้นทึบที่เรียกว่า Z-line ซึ่งโครงสร้างของไมโอไฟบริล จาก Z-line หนึ่งไปยังอีก Z-line หนึ่ง
เรียกว่า ซาร์โคเมียร์ (Sarcomere) เส้นเขตพ้ืนที่ของแต่ละซาร์โคเมียร์ จะพบแถบทึบแสงอยู่บริเวณ
ส่วนกลาง เรียกว่า A-band ซึ่งมาจากค่าว่า Anisotope ส่วน แถบโปร่งแสงมีพ้ืนที่อยู่ข้างละครึ่งของ 
Z-line เรียกว่า I-band ที่มาจากค่าว่า Isotope (ภาพที่ 2.5) บริเวณแถบมืดซาร์โคเมียร์จะมี  
ไมโอฟิลาเม้นท์ชนิดหนา (Thick Filament) และในแถบสว่างจะมี ไมโอฟิลาเม้นท์ชนิดบาง  
(Thin Filament) โดยบริเวณที่มืดหรือทึบมากที่สุดของ A-band จะเห็นไมโอฟิลาเม้นท์ ทั้ง 2 ชนิด
วางซ้อนกันอยู่และบริเวณที่มีความทึบน้อยของ A-band จะพบว่ามีเฉพาะไมโอฟิลาเม้นท์ชนิดหนา 
(Thick Filament) อยู่เท่านั้นเรียกบริเวณนี้ว่า H-zone แสดงในภาพที่ 2.5 (สัญชัย จตุรสิทธา 2550 
: 69) 

 

 
 

     ภาพที่ 2.5 โครงสร้างการเรียงตัวของไมโอฟิลาเม้นท์ 
     ที่มา : Moyes and Schulte. (2008 : 371-423) 
 
 ไมโอฟิลาเม้นท์ชนิดบาง ประกอบด้วยโปรตีนหลายชนิด ได้แก่ โปรตีนแอคติน (actin) โทร
โปไมโอซิน (tropomyosin) และโทรโปนิน (troponin) โดยโปรตีน actin มีโครงสร้าง 2 แบบ ได้แก่ 
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โปรตีน G-actin (globulin actin) มีลักษณะเป็นก้อนกลมอยู่ในสภาพโมเลกุลเดี่ยว และโปรตีน  
F-actin (fibrous actin) เป็นโครงสร้างของโปรตีน G-actin ต่อกันเป็นเป็นสายยาว โดยที่ F-actin  
2 เส้นจะม้วนตัวเข้าหากันเป็นลักษณะเกลียวเชือก ส่วนโปรตีน troponin ประกอบด้วย 3 หน่วยย่อย 
คือ โปรตีนโทรโปนิน ไอ (troponin-I; Tn-I) มีขนาด 24 kDa โปรตีน โทรโปนิน ซี (troponin-C;  
Tn-C) มีขนาด 18 kDa และ โปรตีนโทรโปนิน ที (troponin-T; Tn-T) มีขนาด 39 และ 37 kD มี
หน้าที่จับกับ Ca2+ เพ่ือการหดและคลายตัวของกล้ามเนื้อและโปรตีน tropomyosin มีลักษณะเป็น
เส้นพันอยู่กับ G-actin และวางตัวตามลักษณะเกลียวเชือกและอยู่ในร่องของ F-actin แสดงในภาพที่ 
2.6  
 

 
 

      ภาพที่ 2.6 โปรตีนในกลุ่มไมโอฟิลาเม้นท์ชนิดบาง 
      ที่มา : Moyes and Schulte. (2008 : 371-423) 
 
2.4 การเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีของกล้ามเนื้อภายหลังสัตว์ตาย 
  
 สัญชัย จตุรสิทธา (2550 : 154) กล่าวว่า การเปลี่ยนแปลงภายในกล้ามเนื้อหลังสัตว์ตาย 
(postmortem change) เป็นปรากฏการณ์ท่ีเกดิขึ้นภายหลังสิ้นสุดขั้นตอนการท่าให้สัตว์ตาย ซึ่งมีผล
ท่าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีภายในกล้ามเนื้อ ความสามารถในการท่าหน้าที่ต่างๆของ
กล้ามเนื้อจะสูญเสียไปทีละน้อย เมื่อเวลาผ่านไปกล้ามเนื้อจะถูกเปลี่ยนแปลงไปเป็นเนื้อสัตว์โ ดย
สมบูรณ์ โดยการเปลี่ยนแปลงต่างๆ ภายหลังสัตว์ตายนี้จะมีผลอย่างมากต่อลักษณะทางคุณภาพของ
ผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ในขั้นสุดท้าย การพยายามรักษาสมดุลความมีชีวิตของกล้ามเนื้อจะด่าเนินขึ้นทันที 
หลังกระบวนการเอาเลือดออกจากร่างกายสัตว์เพ่ือที่จะพยายามรักษาสภาพต่างๆ ในขณะมีชีวิตอยู่
จ่าเป็นต้องอาศัยพลังงานจ่านวนมาก พลังงานเหล่านี้ได้มาจากการสลายสารประกอบ adenosine 
triphophate (ATP) โดยเอนไซม์ ATPase ในไซโตพลาสซึม (cytoplasm) 
 
                                                 ATP 

ATP      ADP+Pi+Energy 
 
 เมื่อสัตว์ตายแล้ว กระบวนการสร้าง ATP ในสภาพปกติจะหยุดชะงัก ดังนั้นปริมาณ ATP ที ่
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สะสมไว้จึงถูกใช้หมดไปอย่างรวดเร็ว จ่าเป็นต้องหาพลังงานอ่ืนมาทดแทนส่วนที่ถูกใช้ไป แหล่ง 
แ ร ก ที่ น่ า ม า ใ ช้ คื อ  ก า ร แ ล ก เ ป ลี่ ย น ก ลุ่ ม ฟอส เ ฟต ร ะ ห ว่ า ง  creatine phosphate กั บ 
adenosinediphophate (ADP) โดยเอนไซม์ creatine kinase 
 

       Creatine kinase 
creatine phosphate  + ATP                    ADP+Creatine 

 
 กระบวนการนี้เกิดขึ้นในช่วงระยะเวลาสั้น ๆ เพราะว่า creatine phosphate มีปริมาณ
จ่ากัดจึงถูกใช้อย่างรวดเร็ว ไกลโคเจน (glycogen) ซึ่งเป็นคาร์โบไฮเดรตที่สะสมในกล้ามเนื้อจะถูกน่า 
มาใช้ย่อยสลายโดยมีเอนไซม์เข้ามาเกี่ยวข้องหลายขั้นตอน เพ่ือให้ได้พลังงานในรูป ATP ออกมา
ทดแทนส่วนที่ถูกใช้ไป กระบวนการนี้เรียกว่าไกลโคไลซิส (glycolysis) ซึ่งถ้ายังมีออกซิเจนเพียงพอ
ในกล้ามเนื้อก็จะเกิดกระบวนการไกลโคไลซิสโดยใช้ออกซิเจน (aerobic glycolysis) 
 
                                             Aerobic glycolysis 

O2  + Glycogen              CO2 + H2O + 37 ATP 
 
 เนื่องจากมีการขจัดเลือดออกจากร่างกายในการฆ่าสัตว์ ปริมาณออกซิเจนที่เข้าไปในเซลล์
กล้ามเนื้อจะลดลงอย่างรวดเร็ว ยังผลให้เกิดกระบวนการย่อยสลายไกลโคเจนแบบไม่ใช้ออกซิเจน 
เรียกว่ากระบวนการไกลโคไลซิสโดยไม่ใช้ออกซิเจน (anaerobic glycolysis) เกิดข้ึนทดแทน 
 
                                           Anaerobic glycolysis 

Glycogen             2 ATP + Lactic Acid 
 
 กระบวนการสุดท้ายนี้เรียกว่า กระบวนการไกลโคไลซิสภายหลังสัตว์ตาย (post-mortem 
glycolysis) ซึ่งเมื่อมีการสลายไกลโคเจน จะได้พลังงานออกมานั่นคือ ATP รวมทั้งกรดแลคติก ซึ่งจะ
สะสมไว้ในกล้ามเนื้อ 
 เมื่อ ATP ลดลงจนมีพลังงานน้อยกว่า 20 เปอร์เซ็นต์ ของพลังงานเริ่มต้น cross bridge 
ของ thick และ thin filament ซึ่งส่งให้กล้ามเนื้อหดตัวจับกันแน่นขึ้น กรดแลคติกที่เกิดขึ้นจะไปเร่ง
ขบวนการ glycolysis ให้เกิดข้ึนอย่างรวดเร็ว ดังนั้นการเกิดขบวนการนี้จะมีการสะสมกรดขึ้นภายใน
กล้ามเนื้อ ท่าให้ค่าความเป็นกรด – ด่างของกล้ามเนื้อลดลง เมื่อความเป็นกรด – ด่าง ลดลงต่่ากว่า 
6.0–6.5 ปฏิกิริยา glycolysis จะเกิดขึ้นได้แบบช้าลงมาก เพราะในกล้ามเนื้อที่มีความเป็นกรดสูงนั้น
จะมีผลให้การท่างานของเอนไซม์ในกระบวนการ glycolysis ถูกยับยั้ง การสังเคราะห์ ATP หยุด 
กล้ามเนื้อสามารถหดและคลายตัวได้อีกต่อไป เนื่องจากไม่มีพลังงานมาใช้ได้เพียงพอ  
 กรดแลกติกที่สะสมในกล้ามเนื้อเพ่ิมมากขึ้น จะเร่งการสลายไกลโคเจนให้เกิดขึ้นอย่าง
รวดเร็ว ท่าให้ค่า pH ลดลง จนถึงจุดที่จะไม่ลดลงอีกต่อไป จุดนี้เรียกว่าจุด ultimate pH (pHu) มี
ค่าประมาณ 5.3-5.5 โดยกล้ามเนื้อที่มีความเป็นกรดสูงนั้นจะส่งผลต่อการท่างานของเอนไซม์ใน
กระบวนการไกลโคไลซีส ท่าให้การสังเคราะห์พลังงานลดลง กล้ามเนื้อไม่สามารถหดและคลายตัวได้
อีกเนื่องจากไม่มีพลังงานเพียงพอ กล้ามเนื้อจะเข้าสู่สภาวะเกร็งตัวอย่างถาวร ( rigor mortis) ซึ่ง 
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จุฑารัตน์ เศรษฐกุล (2539 : 68) ได้อธิบายขั้นตอนการเกิดกระบวนการหดเกร็งตัวของกล้ามเนื้อ
ภายหลังสัตว์ตาย โดยเริ่มจากแคลเซียมถูกขับออกจากซาร์โคพลาสมิกเรติคิวลัมเข้าสู่ซาร์โคพลาสซึม 
ในสภาวะปกติจะมีการดูดกลับของแคลเซียมเข้าสู่ซาร์โคพลาสมิกเรติคิวลัม ภายหลังสัตว์ตายเมื่อ
พลังงานหมดลงแคลเซียมจะไม่ถูกดูดกลับ ท่าให้แคลเซียมเข้าไปจับกับ troponin-C กระตุ้นการ
ท่างานของ myosin ATPase ท่าให้เกิดการเคลื่อนตัวเข้าหากันของแอคตินและไมโอซิน ประกอบกับ
ขาด Mg-ATP ที่ท่าให้เกิดการเคลื่อนตัวออกของแอคตินและไมโอซิน ท่าให้เกิดการ cross-linkage ที่
เกาะกันแน่น ส่งผลให้ซาร์โคเมียร์สั้นลง  ซึ่งปรากฏการณ์ที่เกิดภายหลังสัตว์ตาย (ภาพที่ 2.7) แบ่ง
ออกได้ 3 ขั้นตอน คือ 
 1. delay phase เป็นระยะที่มีการเคลื่อนที่ของแอคตินและไมโอซินอย่างอิสระ มีการยืด
และหดตัวของซาร์โคเมียร์ การดูดเข้าออกของแคลเซียมระหว่างเซลล์ปกติ พลังงานสะสม creatin 
phosphate และ ATP ยังมีอยู่ 
 2. onset or rapid phase เป็นระยะที่มีความสามารถในการยืดหดตัวของกล้ามเนื้อลดลง
อย่างรวดเร็ว ไม่พบการดูดเข้า-ออกของแคลเซียม พลังงานสะสมในรูปของ creatin phosphate 
และ ATP หมดไป 
 3. completion phase เป็นระยะที่ไม่มีการยืดตัวของกล้ามเนื้อ กล้ามเนื้อเกิดการหด
เกร็งตัว อย่างถาวร เป็นระยะเริ่มมีการท่างานของเอนไซม์ในเนื้อ พร้อมๆ กับการเข้าสู่ระยะการเน่า
เสียของเนื้อ 
 

Time 

 
    ภาพที่ 2.7 การเปลี่ยนแปลงในกล้ามเนื้อภายหลังสัตว์ตาย 
    ที่มา :  Moyes and Schulte. (2008 : 371-423) 
 
2.5 ปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อความนุ่มของเนื้อ 
 
 ความนุ่มของเนื้อ เป็นลักษณะส่าคัญที่บ่งบอกถึงคุณภาพของเนื้อ และมีผลอย่างยิ่งต่อความ
พึงพอใจของผู้บริโภค รวมทั้งการตัดสินใจซื้อหรือบริโภคซ้่าอีกครั้ง โดยความนุ่มเป็นอีกปัจจัยหนึ่งของ
ความอร่อย (วัชรวิทย์ มีหนองใหญ่ 2557 : 443) ปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อความนุ่มของเนื้อแกะ ได้แก่ 
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 1. เพศ 
 เพศมีอิทธิพลต่อความนุ่ม คือ ในแกะที่มีอายุเท่ากัน เนื้อแกะเพศผู้ไม่ตอนจะมีความนุ่มน้อย
กว่าเนื้อแกะเพศผู้ตอน (Beermann et. al. 1995 : 2493-2503) เนื่องจากฮอร์โมนเพศผู้จะไป
กระตุ้นให้คอลลาเจนในเพศผู้มีปริมาณเพ่ิมข้ึนส่งให้เนื้อในเพศผู้ไม่ตอนเหนียวกว่าเพศผู้ตอน แต่ไม่พบ
ความแตกต่างระหว่างความนุ่มเพศผู้ตอนกับเพศเมีย  
 2. อายุและน้่าหนัก 
 แกะที่อายุและน้่าหนักมากเนื้อจะมีความเหนียว นั่นหมายถึงแกะที่อายุมากเนื้อจะเหนียว
มากขึ้น อายุของแกะมีอิทธิพลต่อค่าแรงตัดผ่าน แกะที่อายุน้อยส่วนใหญ่จะมีความนุ่มมากกว่า 
เนื่องจากมีคอลลาเจนที่ละลายในน้่าได้สูงกว่า แกะที่มีอายุมาก (Matthews and Ford 2012 : 1-
33)  
 Young and Braggins (1993 : 213-222) ได้ศึกษากล้ามเนื้อ semimembranosus ของ
แกะลูกผสม ในอายุที่แตกต่างกัน พบว่า คอลลาเจนที่ไม่ละลายเพ่ิมขึ้นตามอายุของสัตว์ และ 
คอลลาเจนที่ละลายน้่าได้มีปริมาณสูงในสัตว์ที่อายุน้อย และพบว่า เนื้อแกะอายุ 2 เดือน มีความนุ่ม
มากกว่าเมื่อเทียบกับเนื้อแกะอายุ 10 เดือน ความแตกต่างของความนุ่มขึ้นอยู่กับระยะเวลาการบ่ม 
เนื่องจากการท่างานของโปรตีน โปรติเอส ซ่ึง Pringle et. al. (1993 : 636) กล่าวว่าน้่าหนักซากมีผล
ต่อความนุ่มอย่างมีนัยส่าคัญ 
 สัญชัย จตุรสิทธา (2550 : 75) กล่าวว่า สัตว์ที่มีอายุมากขึ้นเนื้อจะมีความเหนียวเพ่ิมขึ้น
เนื่องจากปริมาณ intramolecular และ intermolecular cross-linkage เ พ่ิมขึ้นและมีความ
แข็งแรงมากขึ้น จึงท่าให้เนื้อมีความเหนียวกว่าสัตว์ที่มีอายุน้อย โดยสัตว์มีอายุมากขึ้นนั้น ถึงแม้ว่า
ปริมาณของเนื้อเยื่อเกี่ยวพันเพ่ิมขึ้นเล็กน้อย แต่ปริมาณของ intermolecular cross-links ภายใน
เส้นใยย่อยของคอลลาเจนมีเพ่ิมมากข้ึน 
 3. ชนิดของกล้ามเนื้อ 
 กล้ามเนื้อแต่ละชนิด มีความนุ่มท่ีต่างกัน โดย Ma       -Cerezo et. al. (2005: 571-578) 
กล่าวว่า กล้ามเนื้อ semitendinosus (ST) มีความนุ่มที่จะไม่ต้องบ่มหรือบ่มเพียงแค่ 1-2 วัน ก็
เพียงพอแต่กล้ามเนื้อ semimembranosus (SM) และ gluteo biceps (GB) จะต้องใช้ระยะเวลา
การบ่มนาน 8-16 วัน จึงจะท่าให้เนื้อนุ่มได้เทา่กับกล้ามเนื้อ ST  
 4. ขนาดเส้นใยกล้ามเนื้อ 
 ขนาดของเส้นใยกล้ามเนื้อแบ่งได้เป็น 2 กลุ่มคือ เส้นใยกล้ามเนื้อละเอียด ( fine texture) 
ซึ่งมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยกล้ามเนื้อเล็ก และเส้นใยกล้ามเนื้อหยาบ (coarse texture) 
ซึ่งมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยกล้ามเนื้อใหญ่กว่า เนื้อที่มีความนุ่มไม่เหนียว จะเป็นเนื้อที่มี
เส้นใยกล้ามเนื้อละเอียด ซึ่งความละเอียดหรือหยาบของเส้นใยกล้ามเนื้อขึ้นอยู่กับอายุ ชนิดสัตว์ และ
ชนิดของกล้ามเนื้อ (ฉันทวัฒน์ อาชวาคม 2552 : 17) 
 5. เนื้อเยื่อเกี่ยวพัน  
 เนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่มีบทบาทต่อความนุ่มของเนื้อ 2 ประการ คือ ประการแรกเนื้อเยื่อ
เกี่ยวพันเป็นเนื้อเยื่อชนิดหนึ่งของร่างกาย โดย ชนิดของเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน ได้แก่ 1) Collagen 2) 
Elastin 3) Reliculin ซึ่งส่งผลให้เนื้อมีความนุ่มลดลง กล้ามเนื้อที่อยู่ในต่าแหน่งที่มีการเคลื่อนไหว
ของกล้ามเนื้อมาก จะส่งผลท่าให้มีเนื้อเยื่อเกี่ยวพันมากขึ้นและมีความนุ่มของเนื้อลดลง ประการที่ 2 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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การละลายของเนื้อเยื่อเกี่ยวพันเมื่อได้รับความร้อน การปรุงอาหารที่ให้ความร้อนอย่างช้าๆ ส่งผลให้
คอลลาเจนในเนื้อเยื่อเกี่ยวพันเกิดการละลายท่าให้เนื้อนุ่มขึ้น  การละลายของเนื้อเยื่อเกี่ยวพันช่วยให้
เนื้อนุ่มมากข้ึน ในสัตว์ที่มีอายุมากจะมี cross-link ภายในคอลลาเจนมากกว่าสัตว์ที่มีอายุน้อย ท่าให้
สัตว์ที่มีอายุมากมีการละลายของคอลลาเจนน้อยกว่าสัตว์ที่อายุน้อย  ท่าให้สัตว์ที่มีอายุมากมีความนุ่ม
เนื้อน้อยกว่าสัตว์ที่มีอายุน้อย (สไบพร มะเดื่อ 2557 : 15) 
 6. ความยาวซาร์โคเมียร์ 
 ความยาวซาร์โคเมียร์จะสั้นลงเมื่อกล้ามเนื้อเกิดการหดเกร็งตัว โดยโปรตีนแอคตินและ 
ไมโอซินที่เป็นองค์ประกอบหลักของซาร์โคเมียร์จับกันขณะที่เกิดการหดเกร็งตัวของกล้ามเนื้อ
ภายหลังสัตว์ตาย ซาร์โคเมียร์หดสั้นลงจะส่งผลต่อความนุ่มของเนื้อ ความยาวของซาร์โคเมียร์ได้รับ
อิทธิพลจากชนิดของกล้ามเนื้อในระหว่างการเกิดกระบวนการหดเกร็งตัวของกล้ามเนื้อ (rigor 
mortis) การยืดกล้ามเนื้อหรือการแขวนซากจะช่วยให้ซาร์โคเมียร์ยาวขึ้น และอุณหภูมิขณะเกิดการ
หดเกร็งตัว โดยการให้ความเย็นก่อนการหดเกร็งตัวกล้ามเนื้อ (cold pre-rigor) ส่งผลให้ซาร์โคเมียร์
หดสั้นลงเนื่องจากความเย็น กระบวนการย่อยสลายโปรตีนโดยเอนไซม์ (proteolytic degradation) 
ในกล้ามเนื้อภายหลังสัตว์ตาย ส่งผลท่าให้เกิดการแตกตัวของซาร์โคเมียร์ภายหลังการปรุงสุก (สไบพร 
มะเดื่อ 2557 : 16) 
 7. ปริมาณไขมันแทรก 
 อิทธิพลจากไขมันแทรก (intramuscular fat) ภายในกล้ามเนื้อ ซึ่งไขมันจะช่วยลดปริมาณ
โปรตีนต่อหน่วยของเนื้อ โดยจะลดความหนาแน่นของโปรตีน ส่งผลท่าให้ความนุ่มของเนื้อเพ่ิมข้ึน 
นอกจากนี้ยังชี้ให้เห็นว่าไขมันที่แทรกอยู่ระหว่างเซลล์ของกล้ามเนื้อ หรือภายในเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน จะ
ช่วยลดแรงที่ใช้ในการตัดเนื้อ นอกจากนี้ไขมันยังเป็นตัวเชื่อมระหว่างเส้นใยกล้ามเนื้อ เพ่ิมการรับรู้
ความนุ่มของเนื้อ (สไบพร มะเดื่อ 2557 : 16) 
 8. การบ่ม 
 การบ่มเนื้อแกะที่อุณหภูมิต่่าเป็นที่นิยมใช้กันอย่างแพร่หลายเพ่ือเพ่ิมความนุ่ม โดย
กระบวนการ tenderisation ซึ่งความนุ่มจะลดลงด้วยระยะเวลาการบ่ม กล่าวคือ ส่วนใหญ่จะมี
ประสิทธิภาพในช่วงแรกของ tenderization เกิดข้ึนโดยเอนไซม์ธรรมชาติที่อยู่ภายในเนื้อด้วยการท่า
ให้โครงสร้าง myofibrillar แตกตัว และ Matthews and Ford (2012 : 1-33) รายงานว่า การบ่ม
เนื้อ longissimus dorsi ของแกะ ที่ 1 องศาเซลเซียส นั่น 80 เปอร์เซ็นต์ ของ กระบวนการเกิดเนื้อ
นุ่ม(tenderization) จะเกิดข้ึนในช่วง 7.7 วัน หลังการฆ่า และการบ่มเนื้อแกะนานถึง 10 วัน ไม่ต่าง
จากการบ่ม 7 วัน  
 
2.6 เทคนิคที่ใช้ส าหรับการวิเคราะห์หาคุณภาพของโปรตีน 
 
 การวิเคราะห์คุณภาพของโปรตีน สามารถกระท่าได้ 2 เทคนิค (สายทิพย์ ซาปาวี. 2555 : 
Online) ได้แก่  
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 1. Affinity Chromatography  
 เป็นเทคนิคท่ีใช้คุณสมบัติทางชีวภาพที่จ่าเพาะของโปรตีนในการแยกโปรตีน เพราะโปรตีนมี
โครงสร้างในสามมิติที่จ่าเพาะ โปรตีนบางชนิดจึงจับกับสารบางอย่างได้อย่างจ่าเพาะ โปรตีนประเภท
นี้สามารถแยกได้โดยน่าสารที่จะจับกับโปรตีนมาต่อกับอนุภาคของเจลด้วยพันธะโควาเลนท์ แล้วจึงจึง
บรรจุเข้าหลอดแก้วส่าหรับโครมาโตกราฟี โปรตีนที่สามารถจับกับสารจ่าเพาะได้ก็จะคงค้างอยู่ใน
หลอดแก้ว ส่วนโปรตีนอ่ืนๆที่ไม่สามารถจับกับสารจ่าเพาะได้ก็จะถูกชะออกมา เมื่อชะล้างโปรตีนตัว
อ่ืนๆหมดแล้ว จึงชะโปรตีนที่ต้องการด้วยสารละลายจ่าเพาะ ซึ่งจะท่าให้โปรตีนนั้นมาจับกับ
สารละลายจ่าเพาะแทนก็จะท่าให้ทราบว่าเป็นโปรตีนชนิดใด (สายทิพย์ ซาปาวี. 2555 : Online) 
 2. SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS - PAGE) 
 หลักการของ SDS – PAGE คือ เทคนิคที่ใช้อิเล็กโตรโฟรีซีสช่วยหาน้่าหนักโมเลกุลของ
โปรตีนที่ท่าให้โปรตีนเคลื่อนที่ไปตามน้่าหนักโมเลกุลโดยผ่านสนามไฟฟ้า โปรตีนที่มีน้่าหนักโมเลกุล
มากจะเคลื่อนที่ช้ากว่าโปรตีนที่มีน้่าหนักโมเลกุลน้อย  
 SDS (Sodium Dodecyl Sulphate) คือ สารที่ไปจับกับโปรตีนในอัตราส่วนโดยน้่าหนัก
คงท่ี นอกจากนี้ SDS จะท่าให้โปรตีนเสียสภาพเปลี่ยนสภาพจากทรงกลมไปอยู่ในสภาพที่เหยียดตรง 
ดังนั้นการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าของโปรตีนจึงเป็นการเคลื่อนที่โดยอาศัยความแตกต่างของน้่าหนัก
โมเลกุลโดยจะเป็นการเคลื่อนที่จากขั้วไฟฟ้าลบไปสู่ขั้วไฟฟ้าบวกซึ่งสามารถหาน้่าหนักโมเลกุลของ
โปรตีนได้จากระยะการเคลื่อนที่ของโปรตีนที่ต้องการทราบน้่าหนักโมเลกุลกับโปรตีนมาตรฐาน   
 PAGE (Polyacrylamide Gel Electrophoresis) คือการแยกโปรตีนโดยใช้รูพรุนของ 
Polyacrylamide gel และรูพรุนจะแปรผกผันกับความเข้มข้นของ Acrylamide ในส่วนผสมของเจล
คือถ้าความเข้มข้นของ Acrylamide ต่่าขนาดของรูพรุนจะใหญ่ซึ่งเหมาะส่าหรับแยกโปรตีนที่มีขนาด
ใหญ่และถ้าเพ่ิมความเข้มข้นของ Acrylamide ให้สูงขึ้นขนาดรูพรุนจะเล็กลงเหมาะส่าหรับแยก
โปรตีนขนาดเล็กการแยกโปรตีนส่วนใหญ่ใช้เจลที่มีความเข้มข้นของ Acrylamide อยู่ในช่วงร้อยละ 5  
- 15 ซึ่งความเข้มข้นที่เหมาะสม (สายทิพย์ ซาปาวี. 2555 : Online) 
 
2.7 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 
 การศึกษาเปลี่ยนแปลงรูปแบบของโปรตีนเส้นใยกล้ามเนื้อในแกะมีการศึกษาในต่างประเทศ
เป็นจ่านวนมาก ส่วนในประเทศไทยยังไม่มีรายงานมาก่อน จะพบแต่ในการศึกษาการเปลี่ยนแปลง
ของโปรตีนดังกล่าวในสัตว์ชนิดอื่นๆ เท่านั้น ได้แก่ 
 กันยา ตันติวิสุทธิกุล (2554 : บทคัดย่อ) ได้ท่าการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของโปรตีน 
ไมโอไฟบริลในกล้ามเนื้อของแพะในระยะเวลาบ่มต่างๆ โดยมีตัวอย่างเป็นแพะลูกผสมเพศเมีย  
มีน้่าหนักมีชีวิตประมาณ 25–30 กิโลกรัม จ่านวน 4 ตัว กล้ามเนื้อสันนอกและกล้ามเนื้อไหล่บ่มเนื้อ
ทั้ง 2 ส่วนภายใต้ถุงสุญญากาศ ที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 1, 7, 14 และ 21 วัน เมื่อครบแล้วก่าหนด
แล้วน่ามาศึกษารูปแบบการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนไมโอไฟบริล โดยใช้เทคนิค SDS – PAGE และ
ค่าแรงตัดผ่าน ผลการศึกษาพบว่า 1. การเปลี่ยนแปลงของโปรตีนไมโอไฟบริลในกล้ามเนื้อ ที่การบ่ม 
1 วัน พบแถบโปรตีนที่มีขนาด 212, 102, 86, 71, 58, 56, 50, 44, 40, 36, 35, 31, 26, 24, 22, 18 
และ 16 kDa ตามล่าดับ และแถบโปรตีนขนาด 26 และ 24 kDa จะปรากฏชัดในกล้ามเนื้อไหล่ 
(M.Infraspinatus, IF ) ในทุกระยะการบ่ม ซึ่งในกล้ามเนื้อสันนอกจะปรากฏชัดในวันที่ 1 ของการ
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บ่ม ส่วนแถบโปรตีน 31 kDa นั้นจะปรากฏชัดในกล้ามเนื้อสันนอกกว่ากล้ามเนื้อไหล่ 2. ค่าต่่าสุดและ
ค่าสู งสุดของค่าแรงตัดผ่ านกล้ามเนื้ อสันนอกเมื่ อท่ าการบ่มที่  1, 7, 14 และ 21 วัน คือ  
9.22–17.88, 6.15–7.68, 5.19–13.83 และ 4.24–9.82 กิโลกรัม ตามล่าดับส่วนในกล้ามเนื้อไหล่
เท่ากับ 4.28–9.48, 5.29–7.82, 3.19–8.73 และ 3.50–7.13 กิโลกรัม ตามล่าดับ 3 ชนิดของ
กล้ามเนื้อและระยะเวลาในการบ่มเนื้อมีอิทธิพลต่อค่าแรงตัดผ่านเนื้ออย่างมีนัยส่าคัญยิ่งทางสถิติ 
(p<0.01) กล่าวคือ ค่าแรงตัดผ่านกล้ามเนื้อสันนอกต่่ากว่ากล้ามเนื้อไหล่และเนื้อแพะที่บ่มถึง 14 และ 
21 วันจะมีค่าแรงตัดผ่านน้อยกว่ากล้ามเนื้อที่มีการบ่ม 1 วัน ส่วนการบ่มเนื้อที่ 14 วันไม่ต่างจากเนื้อ
ที่บ่ม 7 วัน และการบ่มเนื้อท่ี 21 วัน 
 จุฑารัตน์เศรษฐกุล และ คณะ (2554 : 73) ได้ท่าการศึกษาคุณภาพเนื้อโคขุนที่มาจากแม
โคนมคัดทิ้งตางอายุ 3, 4 และ 5 ปีที่ระยะเวลาการบมเนื้อแตกตางกัน (1, 7, 14, 21 และ 30 วัน) 
โดยใชแมโคนมลูกผสมพันธุโฮลสไตนฟรีเชียน ระดับเลือด 68.75 เปอรเซ็นตขึ้นไป น้่าหนักเริ่มตน 
เฉลี่ย 355±6.31 กิโลกรัม ที่ถูกคัดทิ้งจากฟาร์มเนื่องจากมีปญหาความสมบูรณพันธุต่่า หรือให
ผลผลิตน้่านมต่่าผลการศึกษาดานองคประกอบทางเคมีในเนื้อ พบวา อายุไมมีผลตอองคประกอบ
ทางเคมีในเนื้อ และปริมาณคอลลาเจนทั้งปริมาณของคอลลาเจนที่ละลายได คอลลาเจนที่ไมละลาย
และคอลลาเจนทั้งหมดในเนื้อ ดานคุณภาพเนื้อ พบวา อายุมีผลตอคาความสวาง (Lightness : L*) 
ของเนื้อสันนอกในแมโคอายุ 5 ป ซึ่งมีคา L* ต่่ากวาเมื่อเทียบกับแมโคอายุ 4 และ 3 ป p<0.05) 
โดยมีคาเทากับ 37.77, 41.16 และ 40.49 ตามล่าดับเปอรเซ็นตการสูญเสียน้่าหนักในระหวางการ
ท่าใหสุก (cooking loss) ในกลุมแมโคอายุ 4 ป มีคานอยที่สุดเมื่อเทียบกับกลุมแมโคอายุ 5 ป และ 
3 ป p<0.05) คาแรงตัดผานเนื้อ (Warner-Bratzler shear force; WBSF) ในกลุมแมโคอายุ 5 ป
มีคาสูงที่สุดเมื่อเทียบกับกลุมแมโคอายุ 3 และ 4 ป p<0.05) สอดคลองกับความเขมขนของโปรตีน 
Troponin-T (28-30kDa) ของแมโคอายุ 5 ป มีคานอยที่สุดเมื่อเทียบกับแมโคอายุ 3 และ 4 ป
ส่าหรับระยะเวลาการบมที่แตกตางกันมีผลใหคา L* และเปอรเซ็นตการสูญเสียน้่าหนักระหวางการ
ท่าใหสุกมีคาเพิ่มขึ ้นแตคาแรงตัดผานเนื ้อมีคาลดลงอยางมีนัยส่าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื ่อ
ระยะเวลาการบมของเนื้อเพิ่มขึ้น ทั้งนี้ไมพบอิทธิพลรวมระหวางอายุที่เขาฆาและระยะเวลาการ 
บมที่แตกตางกันตอคุณภาพเนื้อที่ไดศึกษา 
 อรพิน พิมพ์สมแดง (2553 : บทคัดย่อ) ได้ท่าการศึกษารูปแบบการย่อยสลายโปรตีนเส้นใย
กล้ า ม เ นื้ อ แล ะกิ จ ก ร รมกา รท่ า ง านข อ ง เ อน ไ ซม์ ก ลุ่ ม ค า ล เปน ในก ล้ า ม เ นื้ อ สั นนอก  
(M. longissimusdorsi) ของกวางรูซ่าหลังการฆ่า โดยน่าตัวอย่างชิ้นเนื้อจากกวางจ่านวน 10 ตัว มา
ตัดแบ่งเป็น 6 ส่วนเท่าๆ กัน บรรจุในสภาพถุงสุญญากาศและบ่มที่ห้องเย็นอุณหภูมิ  0 -4  
องศาเซลเซียส ตามระยะเวลาหลังการฆ่า 1, 3, 5, 7, 14 และ 21 วัน เมื่อวิเคราะห์ค่าแรงตัดผ่านเนื้อ 
(WBSF) พบว่าการบ่มเนื้อหลังการฆ่ามีผลท่าให้เนื้อนุ่มข้ึนอย่างมีนัยส่าคัญยิ่งทางสถิติด้วยค่า p<0.01 
โดยเนื้อที่ผ่านการบ่ม 1 วันมีค่าแรงตัดผ่านเนื้อเท่ากับ 9.01±0.83 กิโลกรัมต่อตารางเซนติเมตร และ
เมื่อบ่มถึง 21 วัน มีค่าเท่ากับ 4.34±0.10 กิโลกรัมต่อตารางเซนติเมตร ตามล่าดับ เมื่อวิเคราะห์
รูปแบบการสลายตัวของโปรตีนเส้นใยกล้ามเนื้อโดยการแยกโปรตีนตามน้่าหนักโมเลกุลด้วย
กระแสไฟฟ้า (SDS-PAGE) พบว่าแถบโปรตีนที่มีขนาด 37-39 kDa มีความเข้มลดลงขณะที่แถบ
โปรตีนขนาด 29-30 kDa ปรากฏความเข้มเพ่ิมขึ้น เมื่อบ่มนานขึ้นและเมื่อตรวจสอบยืนยันด้วย
เทคนิค Western blotting พบว่าโปรตีนดังกล่าวเป็นเส้นใยกล้ามเนื้อชนิด troponin-T และเมื่อ
ศึกษาการแสดงออกของเอนไซม์ μ-calpain m-calpain พบว่าเอนไซม์ μ-calpain มีปริมาณลดลง
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จากวันที่ 1 ถึง 14 หลังการฆ่า ขณะที่เอนไซม์ m-calpain ไม่มีการเปลี่ยนแปลงในช่วง 21 วันหลัง
การฆ่า เมื่อวิเคราะห์ค่ากิจกรรมการท่างานของเอนไซม์ พบว่า เอนไซม์ μ-calpain มีกิจกรรมการ
ท่างานลดลงอย่างมีนัยส่าคัญยิ่งทางสถิติด้วยค่า p<0.01 โดยมีค่าเท่ากับ 1.496±0.423 ถึง 
0.194±0.278 หน่วยต่อกรัมของเนื้อในวันที่ 1 ถึง 21 หลังการฆ่า ขณะที่ค่ากิจกรรมการท่างานของ
เอนไซม์ m-calpain และ calpastatin มีค่าลดลงเล็กน้อย (p>0.05)โดยกิจกรรมการท่างานของ
เอนไซม์ m-calpain มีค่าเท่ากับ 22.880±9.642 ถึง 16.954±8.340 หน่วยต่อกรัมของเนื้อ และ
กิจกรรมการท่างานของเอนไซม์ calpastatin มีค่าเท่ากับ 9.934±2.365 ถึง 6.820±2.960 หน่วยต่อ
กรัมของเนื้อ ส่วนค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ระหว่างค่าแรงตัดผ่านเนื้อกับกิจกรรมการท่างานของ
เอนไซม์ μ-calpainm–calpain และ calpastatin มีค่าเท่ากับ 0.915, 0.758 และ 0.462 ตามล่าดับ 
ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้ยืนยันได้ว่าในเนื้อกวางรูซ่า เอนไซม์ μ-calpain เป็นปัจจัยส่าคัญในการท่าให้
เนื้อมีความนุ่มเมื่อเทียบกับเอนไซม์ m-calpain and calpastatin และท่าให้ทราบว่าการบ่ม
กล้ามเนื้อสันนอกของเนื้อกวางรูซ่าเพียง 14 วันหลังการฆ่าน่าจะเพียงพอและยังช่วยลดต้นทุนในการ
ผลิตลงอีกด้วย 
 Hopkins and Thompson (2001 : 1-12) ได้ศึกษาการย่อยสลายของโปรตีนไมโอไฟบริล
ในกล้ามเนื้อของโคและแกะ โดยการใช้ SDS-PAGE พบว่า โปรตีน titin, nebulin, troponin-T, 
desmin, filamin และ vinculin มีอัตราการย่อยสลายที่แตกต่างกันระหว่างการเก็บรักษาเนื้อ
ภายหลังสัตว์ตาย  
          -Cerezo (2005 : 571-578) ศึกษาเกี่ยวกับผู้บริโภคกับความชอบโดยรวมของ
เนื้อแกะ จากกล้ามเนื้อ 3 ต่าแหน่ง คือ กล้ามเนื้อ semitendinosus (ST), semimembranosus 
(SM) และ gluteo biceps (GB) ทั้งซ้ายและขวา ของแกะเพศผู้ 180 ตัว กล้ามเนื้อดังกล่าวมาจาก
แกะพันธุ์ที่เลี้ยงในสเปน 3 พันธุ์ คือ พันธุ์ Rasa Aragonesa (พันธุ์พ้ืนเมืองให้เนื้อ) พันธุ์ Churra 
(พันธุ์พ้ืนเมืองใหน้ม) และ พันธุ์ Spanish Merino ฆ่าที่น้่าหนัก 10-12, 20-22, และ 30-32 กิโลกรัม 
ตามล่าดับ โดยเก็บกล้ามเนื้อแยกแต่ละต่าแหน่งบรรจุสุญญากาศ แล้วน่าไปบ่มที่ 1, 2, 4, 8 และ 16 
วัน โดยให้ผู้บริโภคประเมินความนุ่ม, คุณภาพรสชาติและความชอบโดยรวม ผลการศึกษา พบว่า 
พันธุ์, น้่าหนักเข้าฆ่าและการบ่ม มีผลต่อความนุ่ม, รสชาติและความชอบโดยรวมของผู้บริโภค 
(P<0.05) และพบว่า พันธุ์ Churra มีคะแนนความเหนียวมากที่สุด ในขณะที่แกะพันธุ์ Spanish 
Merino มีความนุ่มที่สุด ที่น้่าหนักเข้าฆ่า 20–22 กิโลกรัม แต่ไม่ต่างจากน้่าหนักเข้าฆ่าที่ 10–12 
กิโลกรัม กล้ามเนื้อท่ีมาจากแกะที่มีน้่าหนักมากที่สุด (30–32 กิโลกรัม) จะเหนียวที่สุด และกล้ามเนื้อ
จากแกะที่มีน้่าหนักน้อยสุดจะนุ่มที่สุดและพบว่า กล้ามเนื้อ SM และ GB มีความเหนียวมากกว่า
กล้ามเนื้อ ST โดยสามารถท่าให้กล้ามเนื้อทั้ง 2 ต่าแหน่งมีความนุ่มด้วยการบ่ม แกะที่มีน้่าหนักน้อย
ที่สุดจะมีรสชาติดีกว่า และโดยทั่วไปแล้วไม่จ่าเป็นต้องบ่ม ผู้บริโภคชอบเนื้อแกะที่มีน้่าหนัก 10–12 
กิโลกรัม ในทุกพันธุ์ (เพราะมีเนื้อนุ่มท่ีสุดและมีรสชาติดีที่สุด) และบ่มในระยะเวลานานกว่า (4–6 วัน) 
โดยรวมแล้วกล้ามเนื้อ ST จะมีล่าดับความชอบดีที่สุด ในด้านการบ่มน้อยที่สุด และกล้ามเนื้อ GB ใน
ด้านบ่มนานที่สุด 
 ฉันทวัฒน์ อาชวาคม (2552 : 24) ศึกษาการย่อยสลายของโปรตีน troponin-T และความ
นุ่มของเนื้อโคก่าแพงแสนและเนื้อโคพ้ืนเมืองในระยะเวลาการบ่มที่แตกต่างกัน โดยใช้ตัวอย่างเป็น
กล้ามเนื้อ longissimus dorsi ตัดแบ่งเป็น 5 ชิ้น และน่าไปบ่มตามระยะเวลา ที่ 1, 7, 14, 21 และ 
30 วัน โดยแบ่งไปศึกษาค่าแรงตัดผ่าน และวิเคราะห์ปริมาณของโปรตีน troponin-T ด้วยเทคนิค 
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Western bloting และ Hedrick et. al. (1993) ได้ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนในเนื้อจากการ
สลายของโปรตีนเส้นใยกล้ามเนื้อ คือ โปรตีน titin, nubulin, desmin และ troponin-T ในขณะที่
โปรตีน actin และ myosin ซึ่งเป็นโปรตีนที่ส่าคัญในการยืดหดตัวของกล้ามเนื้อไม่ถูกย่อยสลาย
เหมือนกับโปรตีนชนิดอ่ืนๆ ซึ่ง Koohmaraie (1994 : 93-104) รายงานว่า ผลจากการสลายโปรตีน
เส้นใยกล้ามเนื้อภายหลังสัตว์ตาย จะเกิดการย่อยสลายของโปรตีน titin, nebulin, และ desmin ซึ่ง
ท่าให้เกิดการแตกตัวของเส้นใยกล้ามเนื้อ ส่วนการย่อยสลายของโปรตีน troponin-T ที่พบโดยการ
ปรากฏ ของ polypeptide ขนาด 30 kDa ซึ่งมีส่วนท่าให้แรงตึงของเส้นใยกล้ามเนื้อลดลง และยัง
พบ polypeptide จากการสลายของโปรตีนขนาดใหญ่ที่ 95 kDa และผลผลิตจากการสลายของ 
troponin-T ขนาด 27 kDa โดยการปรากฏของ polypeptide ดังกล่าวมีความสัมพันธ์กับความนุ่ม
ของเนื้อที่เพ่ิมข้ึน และ Ho et. al. (1994 : 369-375) ได้ท่าการทดลองการสลายตัวของโปรตีนเส้นใย
กล้ามเนื้อและการปรากฏของ polypeptide ขนาด 30 kDa ในระยะเวลาการบ่มเนื้อที่ 1, 3, 7, 14, 
และ 28 วัน ภายหลังสัตว์ตาย สามารถยืนยันได้ว่าเป็นการสลายของโปรตีน troponin-T ด้วยเทคนิค 
western bloting โดยพบ polypeptide ขนาด 30 kDa ในวันที่ 3 จนถึงวันที่ 28 ของการบ่ม
ภายหลังสัตว์ตาย 
 Colin et. al. (2015 : 32–37) รายงานว่า ความนุ่มของเนื้อเป็นสิ่งส่าคัญ อย่างไรก็ตาม 
Sørheim et. al. (2001 : 79-85) กล่าวว่าความผันแปรของความนุ่มมีผลต่อการยอมรับของผู้บริโภค 
มี 3 ปัจจัยหลักที่ส่งผลต่อความนุ่มของเนื้อสัตว์ คือ 1) ความเหนียวของเนื้อที่เกี่ยวกับปริมาณของ
คอลลาเจน 2) อัตราการเกิดความนุ่ม ระหว่างการบ่ม (Hopkins and Geesink, 2009 : 149-173) 
และ 3) การหดตัวของกล้ามเนื้อในช่วงแรกของ rigor mortis ซึ่งจะเกิด 2 กระบวนการที่ตรงข้ามกัน 
คือ การเกิดความเหนียว และ การเกิดความนุ่ม เกิดขึ้นในช่วงการบ่มภายหลังสัตว์ตาย (Hopkins 
and Thompson, 2001 : 1-12) Young and Braggins (1993 : 213-222) ได้ศึกษาปริมาณคอลลา
เจนในกล้ามเนื้อ semimembranosus ของแกะลูกผสมที่มีอายุต่างกัน พบว่า ปริมาณคอลลาเจนที่
ไม่ละลายน้่าจะเพ่ิมข้ึนตามอายุของสัตว์ และปริมาณคอลลาเจนที่ละลายน้่า มีมากในแกะที่มีอายุน้อย 
และในการสลายตัวของโครงสร้างของโปรตีนกล้ามเนื้อในระหว่างการบ่ม เป็นผลจากการท่างาน
ของเอ็มไซม์ proteinases (Koohmaraie, 1996 : 193-200; Koohmaraie and Geesink, 2006 : 
34-43) โดยแคลเซียมเป็นตัวกระตุ้นเอนไซม์ proteinases (calpains) โดยเฉพาะ μ-calpain ส่วน
ใหญ่จะท่าหน้าที่ในการย่อยสลายโปรตีนเส้นใยกล้ามเนื้อในช่วงการบ่ม การย่อยสลายของโปรตีนเส้น
ใยกล้ามเนื้อจะน่าไปสู่การท่าให้ myofibrils คลายตัวลง ดังนั้นจึงท่าให้เนื้อมีความนุ่มเพ่ิมมากขึ้น 
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บทท่ี 3 
วิธีการด าเนินการวจิัย 

 
3.1 อุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 
 
  3.1.1 อุปกรณ์และสารเคมีในการสกัดโปรตีนเส้นใยกล้ามเนื้อ 
  3.1.1.1 อุปกรณ์ 
   - เครื่องชั่งน้้าหนักแบบดิจิตอล 
   - เครื่องบดละเอียด (รุ่น minipimer MR 430 HC, Moulinex, France) 
   - เครื่อง homogenizer (Ultra tarrax, Germany) 
   - เครื่องปั่นเหวี่ยง (รุ่น Centurion K2R Series) 
   - หลอด Centrifuge tube ขนาด 50 มิลลิลิตร 
   - Micro Pipette ขนาด 1000, 500 ไมโครลิตร (Gilson, France), ขนาด 20  
     ไมโครลิตร (Brand, Germany) 
   - Pipette Tip 
   - แท่งแก้วคนสาร 
   - บีกเกอร์ ขนาด 250, 100, 80 มิลลิลิตร 
   - มีด 
   - กรรไกร 
   - เขียง 
   - ตู้แช่แข็งควบคุมอุณหภูมิที่ – 20 องศาเซลเซียส 
  3.1.1.2 สารเคมี 
   - Sucrose (Ajax Finechempty Ltd) 
   - Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt (EDTA) (Bio Basic,  
     Canada) 
   - Tris (Bio-Rad, U.S.A) 
   - Imidazole (Bio Basic, Canada) 
   - Sodium dodecyl sulfate (SDS) (Bio Basic, Canada) 
   - 2-mercaptoethanol (MCE ) (Acros, U.S.A) 
   - Hydrochloric acid (HCl) (Merck, Germany) 
   - Potassium chloride (KCl) (Merck, Germany) 
   - น้้ากลั่นผ่านการฆ่าเชื้อ 
 

  3.1.2 อุปกรณ์ในการวัดความเข้มข้นโปรตีน 
  3.1.2.1 อุปกรณ์ 
   - หลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
   - เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (รุ่น SmartSpec™ Plus, Bio-Rad, U.S.A) 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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   3.1.2.2 สารเคมี 
   - น้้ายาวัดโปรตีน (ชุด Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad, U.S.A) 
   - Bovine serum albumin (BSA) (Bio-Rad, U.S.A) 
   - น้้ากลั่นผ่านการฆ่าเชื้อ 
 

  3.1.3 อุปกรณ์ในการเตรียมเจลพอลิอะคริลาไมด์ 
  3.1.3.1 อุปกรณ์ 
   - เตรียมชุดการเตรียมเจลพอลิอะคริลาไมด์ (Bio Rad, U.S.A) 
  3.1.3.2 สารเคมี 
   - 30% acrylamide/bis solution (29:1) (Bio Rad, U.S.A) 
   - Sodium dodecyl sulfate (SDS) (Bio Basic, Canada) 
   - Tris (Bio Rad, U.S.A) 
   - 2-mercaptoethanol (MCE) (Acros, U.S.A) 
   - Tetramethylethylenediamine (TEMED) (Bio Rad, U.S.A) 
   - Ammoniumpersulfate (APS) (Bio Rad, U.S.A) 
   - Isopropanol (Bio Basic, Canada) 
   - น้้ากลั่นผ่านการฆ่าเชื้อ 
 

  3.1.4อุปกรณ์ในการแยกแถบโปรตีนเส้นใยกล้ามเนื้อ 
  3.1.4.1 อุปกรณ์  
   - เครื่องแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้า (รุ่น mini-PROTEAN® Tetra Cell, 4-Gel 
     System, Bio Rad, U.S.A) 
   - เครื่องถ่ายรูปเจล (รุ่น Gel Doc™ EZ Imager, Bio Rad, U.S.A) 
  3.1.4.2 สารเคมี 
   - โปรตีนมาตรฐาน (PageRuler Precision Plus Protein Dual Color  
     standards marker, Bio Rad, U.S.A) 
   - Bromophenol blue (Bio Basic, Canada) 
   - Glycerol (Amresco) 
   - 2-Mercaptoethanol (MCE) (Acros, U.S.A) 
   - Glycine (Bio Rad, U.S.A) 
   - Tris (Bio Rad, U.S.A) 
   - Sodium dodecyl sulfate (SDS) (Bio Basic, Canada) 
   - น้้ากลั่นผ่านการฆ่าเชื้อ 
 

  3.1.5อุปกรณ์ในการย้อมเจล Staining Solotion 
  3.1.5.1 อุปกรณ์ 
   - กล่องพลาสติกสี่เหลี่ยมขนาด 10 x 10 เซนติเมตร ใส่เจล 
   - เครื่องเขย่า (Mini Rocker, Bio Rad, U.S.A) 
  3.1.5.2 สารเคมี 
   - Methanol (Merck, Germany) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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   - Acetic acid (Merck, Germany) 
   - Coomassie blue R-250 (Bio Rad, U.S.A) 
   - น้้ากลั่นผ่านการฆ่าเชื้อ 
 

  3.1.6 อุปกรณ์ในการล้างเจล Destaining Solotion 
  3.1.6.1 อุปกรณ์ 
   - กล่องพลาสติกสี่เหลี่ยมขนาด 10 x 10 เซนติเมตร ใส่เจล 
   - เครื่องเขย่า (รุ่น Mini Rocker, Bio Rad, U.S.A) 
  3.1.6.2 สารเคมี 
   - Methanol (Merck, Germany) 
   - Acetic acid (Merck, Germany) 
   - น้้ากลั่นผ่านการฆ่าเชื้อ 
 

  3.1.7อุปกรณ์ในการวิเคราะห์โปรตีน Troponin-T ด้วยเทคนิค Western blotting 
  3.1.7.1 อุปกรณ์ 
   - เครื่องย้ายโปรตีน (รุ่น Mini Trans-Bio® Electrophoretic Transfer Cell, Bio 
     Rad, U.S.A) 
   - แผ่นเมมเบรน polyvinylidenedifluoride (PVDF membrane) (Amersham,
     bioscience, U.K) 
   - Filter paper ขนาด 7.5 x 10 เซนติเมตร (Bio Rad, U.S.A) 
   - กล่องพลาสติกสี่เหลี่ยมขนาด 10 x 10 เซนติเมตร ใส่แผ่นเมมเบรน 
   - คีมคีบ Forcep 
   - แท่งแก้วตัวแอล Spreader 
  3.1.7.2 สารเคมี 
   - Sodium chloride (NaCl) (Fisher Chemical) 
   - Potassium chloride (KCl) (Merck, Germany) 
   - Di–sodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) (Ajax Finechempty 
     Ltd) 
   - Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) (Ajax Finechempty Ltd) 
   - หางนมผง 
   - Tween 20 % (Research Organics) 
   - Tris (Bio Rad, U.S.A) 
   - Giycine (Bio Rad, U.S.A) 
   - Methol (Merck, Germany) 
   - TMB substrate (3,3’,5,5’-tetramethyl-benzidine) (Sigma, U.S.A) 
   - Anti-troponin T (Clone JLT-12) (Sigma, U.S.A) 
   - Anti-mouse IgG conjugated with horseradish peroxidase (Sigma,  
     U.S.A) 
   - น้้ากลั่นผ่านการฆ่าเชื้อ 
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  3.1.8อุปกรณ์ในการวัดค่าแรงตัดผ่านของเนื้อ 
  ได้แก่ 
   - เครื่องบรรจุสุญญากาศ 
   - ถุงสุญญากาศชนิด polyvinyl chloride 
   - อ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ (Memmert, Germany) 
   - เครื่องวัดค่าแรงตัดผ่านเนื้อ (รุ่น Hounsfield S-Series) 
   - มีด 
   - เขียง 
 
3.2 วิธีการด าเนินการวิจัย 
 
  3.2.1 ขั้นตอนเตรียมตัวอย่างและการเก็บตัวอย่าง 
  เก็บตัวอย่างกล้ามเนื้อสันสะเอว (M. longissimusdorsi) และกล้ามเนื้อสะโพก  
(M. semimembranosus) จากแกะลูกผสมดอร์เปอร์กับพ้ืนเมืองไทย จ้านวน 5 ตัว ที่มีน้้าหนัก
เริ่มต้นประมาณ 25 กิโลกรัม เลี้ยงด้วยอาหารผสมรวม Total Mixed Ration (TMR) และหญ้าขนสด 
วันละ 5 กิโลกรัมต่อตัวในสภาพแวดล้อมเดียวกันนาน 84 วัน จนมีน้้าหนักเข้าฆ่าประมาณ 40 
กิโลกรัม ภายหลังการฆ่าและช้าแหละเป็น 2 ซีก เก็บตัวอย่างกล้ามเนื้อแกะทั้ง 2 ชนิด จากซากซีก
ซ้าย มาตัดแบ่งเป็น 3 ส่วน เท่า ๆ กัน บรรจุในถุงสุญญากาศ จากนั้น น้าไปเก็บในตู้เย็นอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส นาน 1, 7 และ 14 วัน เมื่อครบก้าหนด น้ามาศึกษารูปแบบการเปลี่ยนแปลงของ
โปรตีนไมโอไฟบริล โดยใช้เทคนิค SDS – PAGE และศึกษาปัจจัยชนิดของกล้ามเนื้อและระยะเวลา
บ่มที่มีต่อค่าแรงตัดผ่านเนื้อ ต่อไป 
 

  3.2.2 การวิเคราะห์โปรตีนเส้นใยกล้ามเนื้อ 
  3.2.2.1 ขั้นตอนการสกัดโปรตีนเส้นใยกล้ามเนื้อ 
   (1) ท้าการสกัดโปรตีนเส้นใยกล้ามเนื้อ โดยท้าการบด ตัวอย่างเนื้อแกะที่ผ่านการบ่ม
ที่ระยะเวลา 1, 7 และ 14 วันหลังฆ่า ด้วยเครื่องบดละเอียด แล้วชั่งตัวอย่างละ 2.5 กรัม   
   (2) น้ามาบดในสารละลาย STE buffer ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ด้วยเครื่อง 
homogenizer ที่ความเร็ว 13,500 รอบต่อนาที  
   (3) ท้าการปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง ความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที นาน 10 
นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
   (4) เก็บตะกอนแล้วเติมสารละลาย TE buffer ปริมาตร 25 มิลลิลิตร คนให้เข้ากัน
แล้วน้าไปปั่นเหวี่ยง ที่ความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
   (5) น้าส่วนของตะกอนที่ได้ มาเติมสารละลาย 0.15 M KCl ปริมาตร 25 มิลลิลิตร
คนให้เข้ากันแล้วน้าไปปั่นเหวี่ยง ที่ความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส อีกครั้งหนึ่ง  
   (6) น้าส่วนของตะกอนที่ได้มาเติมสารละลาย buffer solution ปริมาตร 30
มิลลิลิตรคนให้เข้ากัน ทิ้งไว้ข้ามคืนแล้วน้าไปปั่นเหวี่ยง ที่ความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที นาน 10 นาที 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



20 

   (7) เก็บสารละลายส่วนใสซึ่งเป็นส่วนของโปรตีนเส้นใยกล้ามเนื้อไปวิเคราะห์ความ
เข้มข้นของโปรตีน ตามวิธีการของ Claeys et. al. (1995: 177-193) 
  3.2.2.2 ขั้นตอนการวัดความเข้มข้นโปรตีน 
   (1) เจือจางน้้ายาวัดโปรตีน Bio-Rad Protein Assay ในสัดส่วนน้้ายาวัดโปรตีน 1 
ส่วนต่อน้้ากลั่น 4 ส่วน จากนั้นท้ากราฟมาตรฐาน (standard curve) โดยเจือจาง Bovine Serum 
Albumin (BSA) ให้มีความเข้มข้น 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.00 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามล้าดับ 
   (2) น้าสารละลาย BSA ที่ความเข้มข้นต่างๆ ตัวอย่างละ 10 ไมโครกรัม ผสมกับ
น้้ายา วัดโปรตีนที่เจือจางแล้ว 500 ไมโครกรัม ส้าหรับการวัดตัวอย่างโปรตีน ให้น้าตัวอย่างโปรตีนที่
สกัดได้ ตัวอย่างละ 10 ไมโครกรัมผสมกับน้้ายาวัดโปรตีนที่เจือจางแล้ว 500 ไมโครกรัม 
   (3) ผสมสารละลายให้เข้ากัน ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 5 นาที แล้วน้าไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสง ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตรโดยใช้น้้ากลั่น เป็น 
blank  
   (4) น้าค่าการดูดกลืนแสงของ BSA ที่ได้ไปสร้างกราฟมาตรฐานและค้านวณ สมการ
ถดถอยเชิงเส้น y = ax ± b โดยค่า y เป็นค่าการดูดกลืนแสง และค่า x เป็นค่าความเข้มข้นของ
สารละลาย BSA และท้าการค้านวณความเข้มข้นของโปรตีนตัวอย่างได้จากสมการถดถอย เชิงเส้น
ของกราฟมาตรฐาน ตามล้าดับ 
  3.2.2.3 ขั้นตอนการเตรียมเจลพอลิอะคริลาไมด์ 
   (1) เตรียมชุดการเตรียมเจลพอลิอะคริลาไมด์ส้าหรับเครื่องแยกโปรตีนด้วย
กระแสไฟฟ้า ตามคู่มือของบริษัท จากนั้นท้าการเตรียมเจลพอลิอะคริลาไมด์ ดังสารในตารางที่ 3.1 
 
ตารางท่ี 3.1 การเตรียมเจลพอลิอะคริลาไมด์ส้าหรับการแยกโปรตีนเส้นใยกล้ามเนื้อด้วยเทคนิค  
        SDS-PAGE 

สารเคมี 12 % 
separating gel (ml) 

5 % 
stacking gel (ml) 

1.5 M Tris/HCl, pH 8.8 
0.5 M Tris/HCl, pH 6.8 
30% acrylamide/bis solution (29:1) 
10% SDS 
10% APS 
TEMED 
น้้ากลั่น  

5.0 
- 

8.0 
0.2 
0.1 
0.02 
6.8 

- 
2.5 
1.7 
0.1 
0.06 
0.01 
5.7 

ปริมาตร (ml) 20 10 
 

    (2) ท้าการผสมสารทั้งหมดให้เข้ากันโดย APS และ TEMED ให้ใส่เป็นตัวสุดท้าย 
พยายามอย่าให้เกิดฟองอากาศ หลังจากเทชั้น separating gel ใช้ปิเปตดูด isopropanol ลงบนชั้น 
separating gel ทันที เพ่ือท้าให้ผิวหน้าด้านบนเรียบ ทิ้งไว้เป็นเวลา 45 นาที จากนั้นจึงเท stacking 
gel แล้วใส่หวี ปล่อยไว้อีกประมาณ 2 ชั่วโมง จึงสามารถน้าเจลมาใช้ได้ 
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   3.2.2.4 ขั้นตอนการแยกโปรตีนเส้นใยกล้ามเนื้อด้วยเทคนิค SDS-PAGE 
    (1) ท้าการแยกโปรตีนเส้นใยกล้ามเนื้อด้วยเทคนิค SDS-PAGE ด้วยเครื่องแยก
โปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้า ตามวิธีการที่ดัดแปลงจาก Ho et. al. (1997: 366-376) 
    (2) จากนั้นน้าตัวอย่างโปรตีนเส้นใยกล้ามเนื้อ ผสมกับ loading buffer ใน
อัตราส่วน 1 ต่อ 2 แล้วน้าไปต้มที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที  
    (3) ท้าการหยอดโปรตีนตัวอย่างหลุมละ 15 ไมโครกรัม โดยเปรียบเทียบกับ 
โปรตีนมาตรฐาน PageRuler Precision Plus Protein Dual Color standards marker หลังจาก
นั้นท้าการแยกโปรตีนโดยใช้ running buffer เป็นตัวพากระแสไฟฟ้า 80 โวลต์ เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
15 นาท ี
    (4) เมื่อครบตามเวลาที่ก้าหนดน้าเจลไปย้อมสีใน staining solution และเขย่าด้วย
เครื่องเขย่า ทิ้งไว้ค้างคืน  
    (5) จากนั้นน้าเจลไปล้างใน destaining solution และเขย่าด้วยเครื่องเขย่า เป็น
เวลา 1-2 ชั่วโมง หรือจนกว่าโปรตีนส่วนเกินจะถูกล้างออกจนหมด  
    (6) น้าเจล SDS-PAGE ไปถ่ายรูปด้วยเครื่องถ่ายรูปเจล เพ่ือดูการเปลี่ยนแปลงของ
โปรตีนต่อไป 
   3.2.2.5 ขั้นตอนการวิเคราะห์โปรตีน Troponin-T ด้วยเทคนิค Western blotting 
    (1) ท้าการแยกโปรตีนเส้นใยกล้ามเนื้อ ตามวิธีการในข้อ 3.2.2.4 แต่ไม่ต้องน้าเจลไป
ย้อม ให้น้ามาวิเคราะห์โปรตีน Troponin-T ด้วยเทคนิค Western blotting ตามวิธีการที่ดัดแปลง
จาก Ho et. al. (1997 : 366-376)  
    (2) ย้ายโปรตีนจากเจล SDS-PAGE ลงสู่แผ่นเมมเบรน PVDF membraneโดยก่อน
การย้ายโปรตีนให้ท้าการตัดแผ่นเมมเบรน ให้มีขนาด 7 x 10 เซนติเมตร โดยให้ครอบคลุมโปรตีนที่มี
ขนาดตั้งแต่ 17-55 kDa สังเกตจากโปรตีนมาตรฐานที่ใช้เปรียบเทียบน้้าหนักโมเลกุล  
    (3) หลังจากนั้นจึงท้าการย้ายโปรตีนจากเจล SDS-PAGE ลงสู่แผ่นเมมแบรน PVDF 
ด้วยเครื่องย้ายโปรตีนโดยใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ 350 มิลลิแอมแปร์ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง โดยใช้ 
transfer buffer เป็นตัวพากระแสไฟฟ้า     
    (4) จากนั้นน้าแผ่นเมมแบรนมาแช่ใน blocking solution เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  
    (5) น้าแผ่นเมมแบรนแช่ในแอนติบอดี ตัวที่ 1 คือ Anti-troponin T (Clone JLT-
12) ที่เจือจางด้วย blocking solution ในอัตราส่วน 1:7,500 ในการจับโปรตีน Tn-T ทิ้งไว้ค้างคืน ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
    (6) น้าเมมแบรนมาล้างด้วย washing solution 4 ครั้ง ๆ ละ 5 นาที  
    (7) น้าเมมแบรนมาแช่ในแอนติบอดีตัวที่ 2 คือ Anti-mouse IgG conjugated 
with horseradish peroxidase ที่เจือจางด้วย blocking solution ในอัตราส่วน 1:7,500 เป็นเวลา 
1 ชั่วโมง ซึ่งแอนติบอดีตัวที่ 2 นี้มีความจ้าเพาะกับแอนติบอดีตัวที่ 1  
    (8) จากนั้นล้างแผ่นเมมแบรนด้วย washing solution 4 ครั้ง ๆ ละ 5 นาที  
    (9) ตรวจสอบผลการท้าปฏิกิริยาโดยใส่ TMB substrate (3,3’ 5,5’-tetramethyl-
benzidine) เพ่ือให้เห็นแถบสีน้้าเงินของโปรตีน ทิ้งไว้นาน 5 นาที หยุดปฏิกิริยา ด้วยน้้ากลั่นผ่านการ
ฆ่าเชื้อ  
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    (10) จากนั้นน้าแผ่นเมมแบรนไปถ่ายรูปด้วยเครื่องถ่ายรูปเจล Gel Doc เพ่ือดูการ
เปลี่ยนแปลงของโปรตีนต่อไป 
 

   3.2.3 ขั้นตอนการวัดค่าแรงตัดผ่านของเนื้อ 
   1. ท้าการวัดค่าแรงตัดผ่านเนื้อโดยน้าตัวอย่างเนื้อแกะ ที่ครบระยะเวลาบ่มที่ 1, 7 และ 14 
วันหลังฆ่า มาตัดแต่งเอาพังผืดและไขมันออก  
   2. ตัดชิ้นเนื้อเป็นรูปสี่เหลี่ยมผืนผ้า กว้าง x ยาวเท่า ๆ กัน หนา 2.5 เซนติเมตร ใส่ในถุง
สุญญากาศชนิด polyvinyl chloride แล้วท้าการไล่อากาศออกด้วยเครื่องบรรจุสุญญากาศ  
   3. น้าไปต้มในอ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิที่ 80 องศาเซลเซียส วัดอุณหภูมิใจกลางเนื้อให้ได้  
70-75 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จึงน้าถุงที่ใส่ชิ้นเนื้อไปลดอุณหภูมิโดยการใช้น้้าไหลผ่าน ให้ใจ
กลางเนื้อ มีอุณหภูมิประมาณ 20 องศาเซลเซียส  
   4. ตัดชิ้นเนื้อตามแนวยาวของเส้นใยกล้ามเนื้อให้มีขนาด กว้าง x ยาว x หนา เท่ากับ 1 x 1 
x 1 ลูกบาศก์เซนติเมตร ตัวอย่างละ 3-6 ชิ้น (ทั้งนี้เนื่องจากกล้ามเนื้อตัวอย่างมีขนาดเล็กมาก จึงไม่
สามารถตัดชิ้นเนื้อออกได้เป็น 10 ชิ้น) แล้วน้าไปวัดค่าแรงตัดผ่านของเนื้อ ด้วยเครื่องวัดค่าแรงตัด
ผ่านเนื้อ Hounsfield S-Series โดยก้าหนดหน่วยเป็นกิโลกรัม ตามวิธีการของ Boccard  
et. al. (1981 : 385-397) 
 
3.3 สถิติที่ใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูล 
 
 การเปลี่ยนแปลงของโปรตีน จะพิจารณาจากความเข้มข้นและการคงอยู่ของแถบโปรตีนใน
เจลที่ปรากฏด้วยโปรแกรม Image Lab จากเครื่องถ่ายรูปเจล Gel Doc ส่วนการวิเคราะห์ข้อมูลด้วย
โปรแกรมส้าเร็จรูปทางสถิติ โดยการใช้วิธี F-test แบบ Two–ways ANOVA without interaction 
โดยมีตัวแปรต้น คือ ชนิดของกล้ามเนื้อ 2 ชนิด (กล้ามเนื้อสันสะเอวและกล้ามเนื้อสะโพก) และ
ระยะเวลาในการบ่ม 3 ระดับ (1, 7 และ 14) ส่วนตัวแปรตาม คือ ค่าแรงตัดผ่าน และเปรียบเทียบ
ค่าเฉลี่ยโดยใช้ Duncan's new multiple range test  
 
3.4 สถานที่ท าการทดลอง 
 
  ห้องปฏิบัติการชีวโมเลกุลทางสัตว์ ห้องปฏิบัติการวิเคราะห์เนื้อสัตว์ และห้องปฏิบัติการ
วิเคราะห์อาหารสัตว์ แขนงวิชาเทคโนโลยีการเกษตร-การผลิตสัตว์ สาขาวิชาครุศาสตร์เกษตร คณะ
ครุศาสตร์อุตสาหกรรม สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง กรุงเทพมหานคร 
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บทท่ี 4 
ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 

 
4.1 ผลการวิจัย 
 
 4.1.1 การเปลี่ยนแปลงของโปรตีนในกล้ามเนื้อสันสะเอวและกล้ามเนื้อสะโพกในแต่ละ
ระยะเวลาบ่มต่างๆ 
 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงรูปแบบของโปรตีนในกล้ามเนื้อสันสะเอว (M. longissimus dorsi, LD) 
และกล้ามเนื้อสะโพก (M. semimembranosus, SM) ของแกะลูกผสมดอร์เปอร์ในแต่ละระยะการบ่มที่ 
1, 7 และ 14 วันหลังฆ่า พบว่า ภายหลังการแยกโปรตีนเส้นใยกล้ามเนื้อด้วยเทคนิค SDS-PAGE ปรากฏ 
แถบของโปรตีนทั้งหมด 16 แถบ ปรากฏในกล้ามเนื้อ LD และ SM โดยมีขนาดประมาณ 250, 236, 210, 
142, 102, 54, 42, 36, 33, 30, 28, 22, 19, 18, 16 และ 14 kDa ตามล าดับ ดังภาพที่ 4.1  
 

 
 

 ภาพที่ 4.1 รูปแบบการสลายตัวของโปรตีนเส้นใยกล้ามเนื้อ ในกล้ามเนื้อสันสะเอว (LD) และ 
       กล้ามเนื้อสะโพก (SM) ของแกะลูกผสมดอร์เปอร์ที่ระยะเวลาการบ่ม 1, 7 และ 14    
       วันหลังฆ่า วิเคราะห์ด้วยเทคนิค SDS-PAGE  
       Lane M คือ โปรตีนมาตรฐาน (Bio Rad, U.S.A) ลูกศรชี้ด้านขวามือแสดงขนาด   
               ของโปรตีนที่สัมพันธ์กับน้ าหนักโมเลกุลเมื่อเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 เมื่อตรวจยืนยันด้วยเทคนิค Western blotting  พบว่า แอนติบอดีสามารถจับกับแถบโปรตีนที่
มีขนาด 37 และ 39 kDa ได้ นอกจากนี้ยังปรากฏแถบโปรตีนที่มีขนาด 28 และ 30 kDa ดังนั้น จึงยืนยัน
ว่าโปรตีนดังกล่าว คือ โปรตีน Troponin-T และเป็นผลผลิตที่เกิดจากการย่อยสลายตัวของโปรตีน 
Troponin-T ตามล าดับ นอกจากนี้แล้ว แถบโปรตีนที่มีขนาด 28 และ 30 kDa ที่ปรากฏนั้น ในกล้ามเนื้อ 
SM จะปรากฏชัดกว่ากล้ามเนื้อ LD ทุกระยะการบ่ม ในวัน 14 ของการบ่มจะปรากฏแถบโปรตีนขนาด 
28 kDa ในกล้ามเนื้อ SM ชัดที่สุด ดังภาพที่ 4.2 
 

 
 

 ภาพที่ 4.2 รูปแบบการสลายตัวของโปรตีน Troponin-T  ในกล้ามเนื้อสันสะเอว (LD) และ 
       กล้ามเนื้อสะโพก (SM) ของแกะลูกผสมดอร์เปอร์ที่ระยะเวลาการบ่ม 1, 7 และ 14    
               วันหลังฆ่า วิเคราะห์ด้วยเทคนิค Western blot 
       Lane M คือ โปรตีนมาตรฐาน (Bio Rad, U.S.A) ลูกศรชี้ด้านขวามือแสดงขนาด   
       ของโปรตีนที่สัมพันธ์กับน้ าหนักโมเลกุลเมื่อเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน 
 
        4.1.2 ผลการศึกษาปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อค่าแรงตัดผ่านเนือ้ 
 ค่าเฉลี่ยของข้อมูลของค่าแรงตัดผ่านเนื้อในแต่ระยะเวลาการบ่มที่แตกต่างกัน (กิโลกรัม) ใน
กล้ามเนื้อสันสะเอว (LD) และกล้ามเนื้อสะโพก (SM) แสดงให้เห็นในตารางที่ 4.1 และผลการวิเคราะห์
ความแปรปรวนโดยใช้ Two-ways ANOVA without interaction ได้แสดงไว้ในตารางที่ 4.2 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 4.1 ค่าเฉลี่ย ค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน ค่าสูงสุด ค่าต่ าสุดของข้อมูลของค่าแรงตัดผ่านเนื้อในแต่   
      ระยะเวลาการบ่ม ที่แตกต่างกัน (กิโลกรัม) ในกล้ามเนื้อสันสะเอว (LD) และกล้ามเนื้อ   
      สะโพก (SM) 

 
กล้ามเนื้อ ระยะเวลาการบ่ม N ค่าเฉลี่ย SD 

 
ค่าสูงสุด 

 
ค่าต่ าสุด 

เนื้อสันสะเอว (LD) 1 5 7.33 1.38 10.34 4.05 
  7 5 6.84 1.61 11.94 3.28 
  14 5 5.81 1.70 8.87 3.13 
เนื้อสะโพก (SM) 1 5 6.24 1.32 12.72 3.58 
  7 5 5.37 0.85 9.12 3.60 
  14 5 4.58 1.02 7.65 2.63 

SD = ค่าส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน 
 
ตารางท่ี 4.2 ผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนโดยใช้ Two-ways ANOVA without interaction ของ   
      ค่าแรงตัดผ่านเนื้อจากปัจจัยต่าง ๆ 

Source Type III SS df Mean Square      F         Sig. 
Corrected Model 24.75(a) 3 8.25 4.90 .008 
Intercept 1089.62 1 1089.62 647.44 .000 
muscle 11.98 1 11.98 7.12 .013 
age 12.77 2 6.39 3.79 .036 
Error 43.75 26 1.68    
Total 1158.13 30      
Corrected Total 68.51 29       

 
 ผลจากการวิจัย พบว่า ปัจจัยด้านต าแหน่งของกล้ามเนื้อและระยะเวลาในการบ่มมีผลต่อค่าแรง
ตัดผ่านเนื้ออย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อท าการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของปัจจัยกล้ามเนื้อที่มีผล
ต่อค่าแรงตัดผ่าน พบว่า ค่าแรงตัดผ่านเนื้อของกล้ามเนื้อ SM จะน้อยกว่ากล้ามเนื้อ LD อย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (P<0.05) โดยมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 5.40±0.34  และ 6.66±0.34 กิโลกรัม ตามล าดับ (ตารางท่ี 4.3)  
 
ตารางท่ี 4.3 ค่าเฉลี่ยและความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน ของค่าแรงตัดผ่านเนื้อ (กิโลกรัม) ที่กล้ามเนื้อ 
      สันสะเอว (LD) และกล้ามเนื้อสะโพก (SM) 

ชนิดของกล้ามเนื้อ ค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
                 กล้ามเนื้อสันสะเอว (LD) 
                 กล้ามเนื้อสะโพก (SM) 

6.66±1.60ก 

5.40±1.22ข 
ก ข อักษรที่แตกต่างกันในคอลัมน์เดียวกันแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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 ส่วนปัจจัยด้านระยะเวลาการบ่มต่อค่าแรงตัดผ่านเนื้อ พบว่า ค่าแรงตัดผ่านเนื้อของการบ่มเนื้อ
ที่ 14 วัน จะน้อยกว่าการบ่มเนื้อที่ 1 วัน เฉลี่ยเท่ากับ 5.19±0.41 และ 6.79±0.41 กิโลกรัม ตามล าดับ  
แต่ไม่แตกต่างจากการบ่มที่ 7 วัน (6.10±0.41 กิโลกรัม) (P<0.05) แสดงในตารางที่ 4.4  
 
ตารางท่ี 4.4 ค่าเฉลี่ยและความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน ของค่าแรงตัดผ่านเนื้อ (กิโลกรัม) ที่ระยะเวลาการ   
      บ่ม 1 7 และ 14 วัน 

อายุการบ่ม (วัน) ค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
1 
7 
14 

6.79±1.40ก 

 6.10±1.44กข 

5.19±1.47ข 

ก ข อักษรที่แตกต่างกันในคอลัมน์เดียวกันแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 
4.2 วิจารณ์ผล 
 
 ผลการศึกษาครั้งนี้ พบว่า การเปลี่ยนแปลงของโปรตีนในกล้ามเนื้อสันสะเอวและกล้ามเนื้อ
สะโพกในแต่ละระยะเวลาบ่มต่างๆ จะปรากฏ แถบของโปรตีนทั้งหมด 16 แถบ ปรากฏทั้งในกล้ามเนื้อ 
LD และ SM โดยแถบโปรตีนที่มีขนาดใหญ่จะโดยปรากฎแถบโปรตีนที่มีขนาด 210 และ 42 kDa และมี
การย่อยสลายของโปรตีนขนาด 37-39 kDa และ 28-30 kDa สอดคล้องกับงานวิจัยของ Sazili et. al. 
(2004 : 17–25) ซึ่งใช้เทคนิค Western blotting ปรากฏแถบโปรตีนที่ส าคัญ คือ โปรตีน myosin 
heavy chain ขนาด 250–205 kDa และ actin ขนาด 45–42 kDa ในกล้ามเนื้อ LD และ Schiaffino 
and Reggini (1996 : 371-423) รายงานว่า myosin (มีอยู่ประมาณ 45 % ของโปรตีนกล้ามเนื้อและ
เป็นโปรตีนที่มีโครงสร้างที่ส าคัญในกล้ามเนื้อ) มีการย่อยสลายน้อยมากเมื่อท าการบ่มที่อุณหภูมิ 0-5 
องศาเซลเซียส และกล่าวว่า myosin และ actin มีความคงทน ภายใต้การบ่มเนื้อหลังฆ่าในห้องเย็นปกติ 
ส่วน Hedrick et. al. (1993) รายงานว่า การศึกษาการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนจากการสลายของโปรตีน
เส้นใยกล้ามเนื้อ คือ โปรตีน titin, nubulin, desmin และ troponin-T ในขณะที่โปรตีน actin และ 
myosin ซึ่งเป็นโปรตีนที่ส าคัญในการยืดหดตัวของกล้ามเนื้อไม่ถูกย่อยสลายเหมือนกับโปรตีนชนิดอ่ืนๆ 
ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าแถบโปรตีนขนาด 210 และ 42 kDa ของการศึกษาครั้งนีเ้ป็น myosin และ actin  
 ส าหรับแถบโปรตีนที่มีขนาด 37-39 kDa และ 28-30 kDa นั้น เมื่อตรวจสอบยืนยันด้วยเทคนิค 
Western blotting พบว่า แอนติบอดีสามารถจับกับแถบโปรตีนที่มีขนาด 37-39 kDa และ  
28-30 kDa ได้ โดยแถบดังกล่าวปรากฏในกล้ามเนื้อ SM ชัดกว่ากล้ามเนื้อ LD ยืนยันว่าโปรตีนดังกล่าว 
คือ โปรตีน Troponin-T และเป็นผลผลิตที่เกิดจากการย่อยสลายตัวของโปรตีน Troponin-T จาก
รายงานของ อรพิน พิมพ์สมแดง (2553 : 42) ได้ท าการศึกษารูปแบบการย่อยสลายโปรตีนเส้นใย
กล้ามเนื้อในเนื้อกวางรูซ่า พบว่า แถบโปรตีนที่มีขนาด 37-39 kDa มีความเข้มลดลงขณะที่แถบโปรตีน
ขนาด 29-30 kDa ปรากฏความเข้มเพ่ิมข้ึน เมื่อบ่มนานขึ้นและเม่ือตรวจสอบยืนยันด้วยเทคนิค Western 
blotting พบว่าแถบโปรตีนที่มีขนาด 37-39 คือ troponin-T และภายหลังการบ่มที่เพ่ิมขึ้นแถบโปรตีน
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ขนาดดังกล่าวมีความเข้มลดลงและขณะเดียวกันปรากฏแถบโปรตีนขนาด 29-30 kDa มีความเข้มเพ่ิมขึ้น
อย่างชัดเจน ดังนั้น โปรตีนขนาด 29–30 kDa จึงเป็นผลผลิตจากการย่อยสลายของโปรตีน troponin-T 
จะเห็นได้ว่าการศึกษาครั้งนี้ ปรากฏแถบโปรตีนที่มีขนาด 28–30 kDa มีความเข้มลดลง และปรากฏเข้ม
มากขึ้นในกล้ามเนื้อ SM และ Huff-Lonergan et. al. (1996 : 993-1008) รายงานว่าการย่อยสลายของ 
troponin-T จะปรากฏในช่วง 30 kDa เกิดจากการย่อยสลายของ troponin-T ซึ่งมีในการลดลงของ
ความเหนียว และ เส้นใยกล้ามเนื้อ ซึ่ง Ho et. al. (1994 : 369-375) กล่าวว่า การสลายตัวของโปรตีน
เส้นใยกล้ามเนื้อและการปรากฏของ polypeptide ขนาด 30 kDa ในระยะเวลาการบ่มเนื้อที่ 1, 3, 7, 
14 และ 28 วัน จากภายหลังสัตว์ตาย สามารถยืนยันได้ว่าเป็นการสลายของโปรตีน troponin-T ด้วย
เทคนิค Western blot โดยพบ polypeptide ขนาด 30 kDa ในวันที่ 3 จนถึงวันที่ 28 ของการบ่มจาก
ภายหลังสัตว์ตาย และ Huff-Lonergan et. al. (1996 : 993-1008) รายงานว่า โปรตีนขนาด 32 kDa ที่
ปรากฏการเป็นผลผลิตการย่อยสลายของ troponin-T ที่ปรากฏในตัวอย่างมีส่วนเกี่ยวข้องกับค่าแรงตัด
ผ่านที่ลดลง Dransfield (1994 : 289-315) กล่าวว่าปริมาณการย่อยสลายโปรตีน troponin-T มี
ความสัมพันธ์กับความนุ่มของเนื้อ เช่นเดียวกับ Koohmaraie and Geesink (2006 : 34-43) ที่กล่าวว่า
เมื่อมีการย่อยสลายโปรตีนดังกล่าวมากขึ้นจะท าให้มีความนุ่มของเนื้อเพ่ิมข้ึน  
 จากการศึกษาปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อค่าแรงตัดผ่านเนื้อ พบว่า ชนิดของกล้ามเนื้อและระยะเวลา
ในการบ่มมีผลต่อค่าแรงตัดผ่าน ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ กันยา ตันติวิสุทธิกุล (2557 : 37) ได้ศึกษา
กล้ามเนื้อสันสะเอวและกล้ามเนื้อสะโพกของแกะลูกผสมดอร์เปอร์ และแกะลูกผสมซานต้าอิเนส รายงาน
ว่า ชนิดของกล้ามเนื้อและระยะเวลาในการบ่มมีผลต่อค่าแรงตัดผ่าน คือ ชนิดของกล้ามเนื้อมีอิทธิพลต่อ
คุณค่าทางการบริโภค ได้แก่ ค่าสี ความอุ้มน้ าของเนื้อ และการสูญเสียน้ าระหว่างการปรุง (P<0.05) 
กล่าวคือ เนื้อที่สามารถอุ้มน้ าได้น้อย เมื่อน ามาปรุงอาหารท าให้น้ าออกมาจากเนื้อในปริมาณมาก พบว่า 
กล้ามเนื้อสะโพกสามารถอุ้มน้ าได้ดีกว่ากล้ามเนื้อสันสะเอว มีค่าเท่ากับ 0.56±0.04 และ 0.43±0.04 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และมีค่าการสูญเสียน้ าระหว่างการปรุงในกล้ามเนื้อสะโพกเท่ากับ 38.15±0.88 
และ ในกล้ามเนื้อสันสะเอวเท่ากับ 40.60±0.88 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งปัจจัยเหล่านี้มีอิทธิพลต่อความนุ่มของเนื้อ 
และพบว่า ความยาวซาร์โคเมียร์ในกล้ามเนื้อสะโพกยาวกว่ากล้ามเนื้อสันสะเอว มีค่าเท่ากับ 1.76±0.03 
และ 1.72±0.03 ตามล าดับ ซึ่ง สไบพร มะเดื่อ (2557 : 16) ได้กล่าวว่า ความยาวซาร์โคเมียร์จะสั้นลง
เมื่อกล้ามเนื้อเกิดการหดเกร็งตัว โดยโปรตีนแอคติน และไมโอซินที่เป็นองค์ประกอบหลักของซาร์โคเมียร์
จับกันขณะที่เกิดการหดเกร็งตัวของกล้ามเนื้อภายหลังสัตว์ตาย ซาร์โคเมียร์หดสั้นลงจะส่งผลต่อความนุ่ม
ของเนื้อ ความยาวของซาร์โคเมียร์ได้รับอิทธิพลจากชนิดของกล้ามเนื้อในระหว่างการเกิดกระบวนการหด
เกร็งตัวของกล้ามเนื้อ (rigor mortis) แตผ่ลการศึกษาครั้งนี้แตกต่างจาก Sazili et. al. (2004 : 17-25) ที่
ได้รายงานว่าการวัดค่าแรงตัดผ่านเนื้อแกะ โดยกล้ามเนื้อ LD มีความนุ่มมากกว่ากล้ามเนื้อชนิดอ่ืน ๆ
อย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05) ซึ่งแตกต่างจากผลการศึกษาครั้งนี้ที่กล้ามเนื้อ SM จะมีความนุ่มมากกว่า 
กล้ามเนื้อ LD ทั้งนี้เนื่องจากแกะกลุ่มตัวอย่างมีการเลี้ยงขุนแบบขังคอกในพ้ืนที่จ ากัดจึงท าให้ร่างกายมี
การเคลื่อนไหวน้อย แกะที่เลี้ยงในงานวิจัยนี้ได้รับอาหารข้น TMR และหญ้าข้นสด ในขณะที่ Sazili et. 
al. (2004 : 17-25) ได้รับอาหาร เช่น ข้าวบาร์เลย์ ข้าวโอ๊ต หญ้าถั่ว ถั่วเหลือง น้ ามันพืช และวิตามิน 
ต่าง ๆ  
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 จากการวิจัยในครั้งนี้ ผลการศึกษาระยะเวลาการบ่มมีอิทธิพลต่อค่าแรงตัดผ่านเนื้อ พบว่า 
ค่าแรงตัดผ่านเนื้อของการบ่มเนื้อที่ 14 วัน จะน้อยกว่าการบ่มเนื้อที่ 1 วัน แต่ไม่แตกต่างจากการบ่มที่ 7 
วัน (P<0.05) ซึ่งสอดคล้องกับ Colin et. al. (2015 : 32-37) ที่ได้รายงานว่าอายุการบ่มเนื้อแกะมีผลต่อ
ค่าแรงตัดผ่านอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (p <0.001) ค่าแรงตัดผ่านเนื้อสูงสุด (เหนียว) ในวันที่ 1 (21.7-57.6 
กิโลกรัม) และต่ าสุด (นุ่มมาก) ในวันที่ 14 (16.3-37.4 กิโลกรัม) และการที่ค่าแรงตัดผ่านเนื้อในแต่ละ
ระยะเวลาการบ่มที่เพ่ิมขึ้น จะมีค่าลดลงนั้น เหตุผลเนื่องมาจากระหว่างการบ่มเนื้อเกิดกระบวนการย่อย
สลายโปรตีนเส้นใยกล้ามเนื้อโดยเอ็นไซม์ที่มีอยู่ในเนื้อสัตว์ โดยภายหลังสัตว์ตาย เอนไซม์เหล่านี้จะเข้า
ย่อยสลายโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบของกล้ามเนื้อ มีผลท าให้โครงสร้างเส้นใยกล้ามเนื้อถูกท าลายและแรง
ยึดระหว่างโครงสร้างต่างๆ ลดลงและเมื่อน าชิ้นเนื้อที่ผ่านการบ่มมาท าการวัดค่าแรงตัดผ่านเนื้อ จึงพบว่า 
มีค่าแรงตัดผ่านเนื้อลดลง (เนื้อมีความนุ่มเพ่ิมขึ้น) ทั้งนี้ Boleman et. al. (2004 : 185-190) พบว่า 
ค่าแรงตัดผ่านของกล้ามเนื้อ ST และ SM ของแกะขึ้นกับระยะเวลาการบ่ม ตั้งแต่ 5 วันถึง 15 วัน 
เช่นเดียวกับผลการวิจัยในครั้งนี้ ที่พบว่าการบ่มเนื้อที่ 7 วันก็เพียงพอ เนื่องจากมีความนุ่มไม่แตกต่างจาก
การบ่มท่ี 14 วัน  
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บทท่ี 5 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการวิจัย 
 
 ผลการศึกษาครั้งนี้สรุปได้ว่า 
 1.การเปลี่ยนแปลงของโปรตีนในกล้ามเนื้อสันสะเอวและกล้ามเนื้อสันสะโพกในแต่ละ
ระยะเวลาบ่มต่าง ๆพบ แถบของโปรตีนทั้งหมด 16 แถบ โดยมีขนาดประมาณ 250, 236, 210, 142, 
102, 54, 42, 36, 33, 30, 28, 22, 19, 18, 16 และ 14 kDa ตามล าดับเมื่อตรวจยืนยันด้วยเทคนิค 
Western blotting พบว่ามีการย่อยสลายของโปรตีนtroponin-T มีขนาด 37 และ 39 kDa และ
troponin–T product มีขนาด 28และ 30 kDa เป็นนอกจากนี้แล้ว แถบโปรตีนที่มีขนาด 28 และ 
30 kDa ที่ปรากฏนั้น ในกล้ามเนื้อ SM จะปรากฏชัดกว่ากล้ามเนื้อ LD 
 2.ผลการศึกษาปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อค่าแรงตัดผ่านเนื้อพบว่า ปัจจัยด้านชนิดของกล้ามเนื้อ
และระยะเวลาในการบ่มมีผลต่อค่าแรงตัดผ่านเนื้อโดยค่าแรงตัดผ่านเนื้อของกล้ามเนื้อ SM จะน้อย
กว่ากล้ามเนื้อ LD ส่วนปัจจัยด้านระยะเวลาการบ่มต่อค่าแรงตัดผ่านเนื้อพบว่า ค่าแรงตัดผ่านเนื้อของ
การบ่มเนื้อที่ 14 วัน จะน้อยกว่าการบ่มเนื้อที่ 1 วัน แต่ไม่แตกต่างจากการบ่มที่ 7 วัน  
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 
 
 จากการวิจัยครั้งนี้ ผู้วิจัยมีข้อเสนอแนะดังนี้ 
 1. ในการวิจัยครั้งนี้ได้จ าแนกโปรตีนเพียงชนิดเดียว คือ troponin–T ดังนั้น 
ควรท าการจ าแนกแถบโปรตีนทุกแถบที่พบในการทดลอง 
 2. กล้ามเนื้อที่แตกต่างกันอาจจะมีปริมาณเอนไซม์ที่แตกต่างกัน ดังนั้น ในการศึกษาศึกษาที่
ต่อยอดจึงควรศึกษาการท างานของ calpainและ calpastatin เพ่ือให้เห็นความสัมพันธ์ระหว่างการ
สลายของโปรตีน troponin–T และศึกษาปริมาณคอลลาเจนในกล้ามเนื้อ  
 3. ผลจากการวิจัยกล้ามเนื้อสะโพกมีความนุ่มมากกว่ากล้ามเนื้อสันสะเอว ดังนั้น หาก
ผู้บริโภคต้องการเลือกที่มีความนุ่มจึงแนะน าให้เลือกกล้ามเนื้อสะโพก และเกษตรกรต้องการเพ่ิม
ความนุ่มของเนื้อดว้ยการบ่มจึงเสนอแนะให้บ่มในเบื้องต้นเพียง 7 วัน ก็เพียงพอและควรท าการศึกษา
การบ่มน้อยกว่า 7 วัน เช่น การบ่มวันที่ 3 และ 5 วัน เพ่ือให้ทราบว่ามีความนุ่มที่แตกต่างไปจากการ
บ่ม 7 วัน หรือไม่  
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การเตร ยมสารเคม ในการสกัดโปรต นเส้นใยกล้ามเนื้อ 
 (1) STE solution, pH 7.6  
  Sucrose     0.25 M  
  EDTA      1 mM  
  Tris base     0.05 M  
  น้้ากลั่นผ่านการฆ่าเชื้อ  
  เก็บในตู้เย็น 20 องศาเซลเซียส  
 (2) TE solution, pH 7.6  

  Tris      0.05 M  
  EDTA      1 mM 
  น้้ากลั่นผ่านการฆ่าเชื้อ  
  เก็บในตู้เย็น 20 องศาเซลเซียส  
 (3) KCl solution  

  KCl      0.15 M  
  น้้ากลั่นผ่านการฆ่าเชื้อ  
  เก็บในตู้เย็น 20 องศาเซลเซียส  
 (4) Buffer solution  

  Imidazole     0.01 M  
  SDS     2 % (w/v)  
  2 – Mercaptoethanol    2 % (v/v)  
  น้้ากลั่นผ่านการฆ่าเชื้อ  
  เก็บในตู้เย็น 20 องศาเซลเซียส 
 
การเตร ยมสารเคม ในการวัดความเข้มข้นโปรต น 
 (1)ีStandard BSA 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1 mg/ml  
  BSA 1 mg/ml = BSA 10 mg : Distilled water 10 ml -----(1)  
  BSA 0.8 mg/ml = ดูด (1) มา 800 µl : Distilled water 200 µl  
  BSA 0.6 mg/ml = ดูด (1) มา 600 µl : Distilled water 400 µl  
  BSA 0.4 mg/ml = ดูด (1) มา 400 µl : Distilled water 600 µl  
  BSA 0.2 mg/ml = ดูด (1) มา 200 µl : Distilled water 800 µl  
  BSA 0.1 mg/ml = ดูด (1) มา 100 µl : Distilled water 900 µl 
 
 (2) น้้ายาวัดโปรตีน Bio-Rad Protein Assay 100 ml  
   น้้ายาวัดโปรตีน Bio-Rad Protein Assay  25 ml  
   น้้ากลั่นผ่านการฆ่าเชื้อ    75 ml  
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การเตร ยมสารเคม ในการแยกแถบโปรต นเส้นใยกล้ามเนื้อ 
 (1)ีTris 3 M pH 8.8 (1L)  

  Tris      365 g  
  น้้ากลั่นผ่านการฆ่าเชื้อ    700 ml  
   ละลาย Tris ในน้้ากลั่นผ่านการฆ่าเชื้อจากนั้นปรับ pH ให้เป็น 8.8 ด้วย HCl และ
 ปรับปริมาตรให้ครบ 1,000 ml ด้วย Distilled water เก็บในตู้เย็น 20 องศาเซลเซียส  
 (2) Tris 1.5 M pH 8.8 (1L)  
  Tris 3 M pH 8.8    500 ml  
  น้้ากลั่นผ่านการฆ่าเชื้อ    500 ml 
 (3) Tris 0.5M pH 6.8 (1L)  
  Tris      60.6 g  
  น้้ากลั่นผ่านการฆ่าเชื้อ    700 ml  
   ละลาย Tris ในน้้ากลั่นผ่านการฆ่าเชื้อ จากนั้นปรับ pH ให้เป็น 6.8 ด้วย HCl และ
 ปรับปริมาตรด้วยน้้ากลั่นผ่านการฆ่าเชื้อให้ครบ 1,000 ml เก็บในตู้เย็น 20 องศาเซลเซียส  
 

 (4) 10 % SDS (10 ml)  
  SDS      1 g  
  น้้ากลั่นผ่านการฆ่าเชื้อ    10 ml 
 (5) 10 % Ammonium persulphate solution ; APS (1 ml) (เตรียมใหม่ทุกครั้งที่ใช้)  
  Ammonium persulphate  0.1 g  
  น้้ากลั่นผ่านการฆ่าเชื้อ    1 ml  
 (6) 1 % Bromophenol blue (10 ml)  

  Bromophenol blue    0.01 g  
  น้้ากลั่นผ่านการฆ่าเชื้อ    10 ml 
 (7) Loading buffer (15 ml )  
   น้้ากลั่นผ่านการฆ่าเชื้อ    5,500 µl  
  0.5M Tris – HCl pH 6.8   1,900 µl  
  10 % SDS     3,000 µl  
  100 % Glycerol    1,500 µl  
  0.1 % Bromophenol blue   3,000 µl  
  2 – Mercaptoethanol    75 µl  
 (8) 10X Running buffer (1L)  

  Glycine     144 g  
  Tris-base    30 g  
  SDS      10 g  
  ละลายสาร Tris-base, Glycine และ SDS และปรับปริมาตรด้วยน้้ากลั่นผ่านการ
 ฆ่าเชื้อ ให้ครบ 1,000 ml เก็บในตู้เย็น 20 องศาเซลเซียส  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



37 

การเตร ยมสารเคม ในการย้อมเจลีStaining solotion 
 Staining solution (2L) (40% Methanol, 10% Acetic acid, 0.1% Coomassie blue 
 R-250)   
  น้้ากลั่นผ่านการฆ่าเชื้อ    1,000 ml 
  Methanol     800 ml 
  Acetic acid     200 ml  
  Coomassie blue R-250   2 g  
  เก็บในตู้เย็น 20 องศาเซลเซียส 
 
การเตร ยมสารเคม ในการล้างเจล Destaining solotion 
 Destaining solution (40% Methanol, 10% Acetic acid ; 2L)  
  น้้ากลั่นผ่านการฆ่าเชื้อ    1,000 ml  
  Methanol     800 ml  
  Acetic acid     200 ml  
  เก็บในตู้เย็น 20 องศาเซลเซียส  
 
การเตร ยมสารเคม ในการวิเคราะห์โปรต นีTroponin-T ด้วยเทคนิคีWestern blotting 
 (1) Transfer buffer (1L) (25mM Tris pH 8.3, 192mM glycine, 20% (v/v)  
 methanol) 

 Tris-base     3.03 g 
 Glycine     14.4 g 
 Methanol     200 ml 
ละลายสาร Tris-base และ Glycine และปรับปริมาตรด้วยน้ากลั่นผ่านการฆ่าเชื้อให้ครบ 
1,000 ml เก็บในตู้เย็น 20 องศาเซลเซียส 
(2) 10x Phosphate buffer saline (PBS) (1L) (137 mM NaCl, 2.7 mM 10 mM 
Na2HPO4, 2 mM KH2PO4) 
 NaCl     80 g 
 KCL     20 g 
 Na2HPO4    14.4 g 
 KH2PO4     2.4 g 

 ละลายส่วนผสม ในน้้ากลั่นผ่านการฆ่าเชื้อ จากนั้นปรับ pH ให้เป็น 7.4 ด้วย HCl และปรับ
 ปริมาตรด้วยน้้ากลั่นผ่านการฆ่าเชื้อให้ครบ 1,000 ml เก็บในตู้เย็น 20 องศาเซลเซียส  
 (3) Blocking buffer (1x PBS, 3 % หางนมผง) (100 ml) 
  หางนมผง    3 g 
 ละลายหางนมผง ใน 1x PBS ปรับปริมาตรให้ครบ 100 ml เก็บในตู้เย็น 20 องศาเซลเซียส 
 (4) Washing buffer (1x PBS, 0.05 % Tween 20 %) (1L) 
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  Tween 20 %    500 ul 
 ละลาย Tween 20 % ใน 1x PBS ปรับปริมาตรให้ครบ 1,000 ml เก็บในตู้เย็น 20  
 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ข 
การวิเคราะห์ทางสถิติ 
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ตารางภาคผนวกท ่ ข 1 แสดงผลการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติด้านค่าแรงตัดผ่านเนื้อในแต่ระยะเวลา
การบ่มท่ีแตกต่างกัน 
 

Descriptive Statistics

Dependent Variable:  sf

6.2400 1.32299 5

5.3660 .84793 5

4.5780 1.02121 5

5.3947 1.22359 15

7.3320 1.37887 5

6.8360 1.61130 5

5.8080 1.69821 5

6.6587 1.59392 15

6.7860 1.39791 10

6.1010 1.44003 10

5.1930 1.47156 10

6.0267 1.53703 30

a

1.00

7.00

14.00

Total

1.00

7.00

14.00

Total

1.00

7.00

14.00

Total

m

1.00

2.00

Total

Mean Std.  Dev iat ion N

 
 

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: sf

24.754a 3 8.251 4.903 .008

1089.621 1 1089.621 647.437 .000

11.983 1 11.983 7.120 .013

12.771 2 6.386 3.794 .036

43.757 26 1.683

1158.133 30

68.511 29

Source

Corrected Model

Intercept

m

a

Error

Total

Corrected Total

Type I II Sum

of  Squares df Mean Square F Sig.

R Squared = .361 (Adjusted R Squared = .288)a. 
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1. m 
 

Estimates

Dependent  Variable: sf

5.395 .335 4.706 6.083

6.659 .335 5.970 7.347

m

1.00

2.00

Mean Std.  Error Lower Bound Upper Bound

95% Conf idence Interv al

 
 
 

Pairwise Comparisons

Dependent  Variable: sf

-1.264* .474 .013 -2.238 -.290

1.264* .474 .013 .290 2.238

(J) m

2.00

1.00

(I) m

1.00

2.00

Mean

Dif f erence

(I-J) Std.  Error Sig.
a

Lower Bound Upper Bound

95% Conf idence Interval for

Dif f erence
a

Based on estimated marginal means

The mean dif f erence is signif icant at the .05 lev el.*. 

Adjustment for multiple comparisons: Least Signif icant Dif ference (equivalent to

no adjustments).

a. 

 
 

Univariate Tests

Dependent Variable: sf

11.983 1 11.983 7.120 .013

43.757 26 1.683

Contrast

Error

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.

The F tests the ef f ect of  m. This test is based on the linearly  independent

pairwise comparisons among the estimated marginal means.
 

 
 
2. a 

Estimates

Dependent Variable:  sf

6.786 .410 5.943 7.629

6.101 .410 5.258 6.944

5.193 .410 4.350 6.036

a

1.00

7.00

14.00

Mean Std.  Error Lower Bound Upper Bound

95% Conf idence Interv al
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Pairwise Comparisons

Dependent Variable:  sf

.685 .580 .248 -.508 1.878

1.593* .580 .011 .400 2.786

-.685 .580 .248 -1.878 .508

.908 .580 .130 -.285 2.101

-1.593* .580 .011 -2.786 -.400

-.908 .580 .130 -2.101 .285

(J) a

7.00

14.00

1.00

14.00

1.00

7.00

(I) a

1.00

7.00

14.00

Mean

Dif f erence

(I-J) Std.  Error Sig.
a

Lower Bound Upper Bound

95% Conf idence Interv al for

Dif f erence
a

Based on estimated marginal means

The mean dif f erence is signif icant  at the .05 level.*. 

Adjustment f or multiple comparisons:  Least Signif icant Dif f erence (equiv alent  to

no adjustments).

a. 

 

Univariate Tests

Dependent Variable: sf

12.771 2 6.386 3.794 .036

43.757 26 1.683

Contrast

Error

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.

The F tests the ef f ect of  a. This test is based on the linearly  independent

pairwise comparisons among the estimated marginal means.
 

 
Post Hoc Tests 
a 

 

Multiple Comparisons

Dependent Variable:  sf

.6850 .58017 .248 -.5076 1.8776

1.5930* .58017 .011 .4004 2.7856

-.6850 .58017 .248 -1.8776 .5076

.9080 .58017 .130 -.2846 2.1006

-1.5930* .58017 .011 -2.7856 -.4004

-.9080 .58017 .130 -2.1006 .2846

(J) a

7.00

14.00

1.00

14.00

1.00

7.00

(I) a

1.00

7.00

14.00

LSD

Mean

Dif f erence

(I-J) Std.  Error Sig. Lower Bound Upper Bound

95% Conf idence Interv al

Based on observ ed means.

The mean dif f erence is signif icant  at the .05 level.*. 
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\Homogeneous Subsets 
 

sf

10 5.1930

10 6.1010 6.1010

10 6.7860

.130 .248

a

14.00

7.00

1.00

Sig.

Duncana,b

N 1 2

Subset

Means for groups in homogeneous subsets are display ed.

Based on Ty pe III Sum of  Squares

The error term is Mean Square(Error) = 1.683.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 10.000.a. 

Alpha = .05.b.  
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สถานท ่เกิด  จังหวัดกรุงเทพมหานคร 
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