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บทคดัย่อ 

      งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อจ าแนกคุณลกัษณะขององคป์ระกอบโปรตีนและเพื่อเตรียมโปรตีนไอ

โซเลตจากเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่จากไก่สายพนัธ์ุ Arbor acres (ILG) รวมทั้งมีการวิเคราะห์คุณสมบติั

เชิงหนา้ท่ีบางประการของโปรตีนไอโซเลตจาก ILG การวิเคราะห์องคป์ระกอบโดยประมาณแสดงให้

เห็นวา่ ILG มีโปรตีนเป็นองคป์ระกอบหลกั (61.37% โดยน ้ าหนกัฐานแหง้) โปรตีนท่ีเป็นองคป์ระกอบ

ใน ILG ถูกแยกส่วน และน าไปตรวจสอบการละลาย ผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นว่า ILG ประกอบดว้ย

ส่วนท่ีไม่ละลายดว้ยด่าง (alkali-insoluble fraction : โปรตีนสโตรมา) เป็นองคป์ระกอบหลกั และมีส่วน

ท่ีละลายไดด้ว้ยด่าง (alkali-soluble fraction) และส่วนท่ีละลายไดใ้นสารละลายเกลือ (salt-soluble 

fraction : โปรตีนไมโอไฟบริล)  เป็นองคป์ระกอบรองลงมา SDS-PAGE เผยใหเ้ห็นว่าโปรตีนหลกัท่ี

พบในส่วนท่ีละลายและไม่ละลายดว้ยด่าง มีน ้ าหนกัโมเลกุล (MW) สูง โดยแสดงแถบโปรตีนท่ีมีความ

เขม้สูงท่ีมากกวา่ 250 กิโลดาลตลั นอกจากน้ียงัพบวา่ส่วนของโปรตีนท่ีละลายไดด้ว้ยน ้ า (water-soluble 

protein) ประกอบไปดว้ยองคป์ระกอบโปรตีนหลายชนิดท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลในช่วงระหว่างต ่ากว่า 20 

กิโลดาลตลั ไปถึงสูงกว่า 250 กิโลดาลตลั ส่วนท่ีไม่ละลายดว้ยด่างพบปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนต ่า 
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(1.75 มก./100 กรัม ตวัอยา่ง) โดยเปรียบเทียบกบัปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนท่ีพบในเจลาตินเกรดอาหาร 

(134 มก./100 กรัม ตวัอย่าง) ซ่ึงแสดงให้เห็นว่า ILG มีปริมาณคอลลาเจนต ่า เม่ือน า ILG มาศึกษา

ความสามารถในการละลายดว้ยตวัท าละลายท่ีแตกต่างกนั 5 ชนิด (S1- S5) พบวา่ ILG มีปริมาณโปรตีน

ท่ีละลายใน S1 และ S2 ต ่า ซ่ึงแสดงถึงการพบโปรตีนไมโอไฟบริลในบริมาณต ่า โปรตีนใน ILG 

สามารถละลายไดใ้น S3, S4 และ S5 ไดใ้นปริมาณสูง แสดงให้เห็นถึงการมีพนัธะไฮโดรเจน อนัตร

กิริยาไฮโดรโฟบิก และพนัธะไดซลัไฟดท่ี์แขง็แรงในโครงสร้าง สภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดัโปรตีน

ไอโซเลตจาก ILG คือการใช ้0.5 M NaOH สกดัท่ีอุณหภูมิ 45°C ร่วมกบัการเขยา่อยา่งต่อเน่ืองเป็นเวลา 

12 ชัว่โมง จากการวิเคราะห์รูปแบบของโปรตีนโดยเทคนิค SDS-PAGE พบว่าโปรตีนไอโซเลตท่ีไดมี้

แถบโปรตีนท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกลุสูงกว่า 250 กิโลดาลตลั โปรตีนไอโซเลตจาก ILG มีค่าความไม่ชอบน ้ า

บริเวณพื้นผวิสูง (SoANS = 8888.67±255.15) ในขณะท่ีปริมาณซลัไฮดริลรวมและปริมาณซลัไฮดริลบ

ริเวณพื้นผิวเล็กน้อย การวิเคราะห์ค่าศกัยซี์ตา้พบว่าโปรตีนไอโซเลตมี pI เท่ากบั 4.75 สมบติัการเป็น

อิมลัซิไฟเออร์ของโปรตีนไอโซเลตมีค่าสูงในสภาวะพีเอชเป็นด่างโดยพบค่าดชันีกิจกรรมการเป็นอิมลั

ซิไฟเออร์ (EAI) และค่าดชันีความคงตวัของอิมลัชนั (ESI) สูงสุดท่ี pH9 (95.34±.3.25 m2/s) และ pH7 

(1152.38±117.59 นาที) ตามล าดบั (p<0.05) ท่ีสภาวะพีเอชเป็นกรด โปรตีนไอโซเลตจาก ILG มีค่าการ

ขยายตวัของโฟม (FE) สูง (81-118%) แต่มีค่าความคงตวัของโฟม (FS) ต ่า (2.5-13.3%) ดงันั้น ILG ซ่ึง

เป็นวสัดุเศษเหลือจากอุตสาหกรรมการแปรรูปไก่สามารถใชเ้ป็นแหล่งวตัถุดิบทางเลือกส าหรับการ

ผลิตโปรตีนไอโซเลตเพื่อการประยกุตใ์ชใ้นอาหาร 
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ABSTRACT 

      The aims of this research were to characterize the protein composition and to prepare protein 

isolate from the inner lining tissue from the gizzard of Arbor acres chicken (ILG). Proximate analysis 

showed that protein (61.37% dry weight basis) was the major component in the ILG. The protein 

components in ILG were fractioned and its solubility was determined. The results showed that an 

alkaline-insoluble fraction (stroma) was the major protein component in ILG, while alkaline-soluble 

and salt-soluble (myofibrillar protein) fractions were the minor constituents. SDS-PAGE revealed that 

the major proteins in both alkaline-soluble and alkaline-insoluble fractions had high molecular weight 

(MW), showing high intensity of protein bands over 250 kDa. It was also found that water-soluble 

protein (sarcoplasmic proteins) fraction consisted of several protein components with MW ranging 

from lower 20 kDa to over 250 kDa. Alkaline-insoluble fraction contained relatively low content of 

hydroxyproline (1.75 mg/100 g sample), compared to food grade gelatin (134 mg/100 g sample). This 
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suggested that ILG had very low content of collagen. Based on solubility of ILG in five different 

solvents (S1-S5), ILG had low content of protein solubilized in S1 and S2, which were attributed to 

low content of myofibrillar proteins. High content of proteins solubilized in S3, S4 and S5 in ILG 

suggested contributions from hydrogen bonds, hydrophobic interactions and strong disulfide bonds to 

the structure. The extraction of protein isolate from ILG could be optimized by using 0.5 M NaOH at 

45 ºC with continuous shaking for 12 h. According to protein patterns on SDS-PAGE, the resultant 

protein isolate exhibited a distinctive band over 250 kDa. The protein isolate from ILG had high 

surface hydrophobicity (SoANS = 8888.67±255.15). Whereas total sulfhydryl content and surface-

reactive sulfhydryl content was negligible. Base on zeta potential, pI of the protein isolate was 

estimated to be 4.75. Emulsifying properties of protein isolate form ILG was found to be greater in 

alkaline pH region. The highest emulsifying activity index (EAI) and emulsion stability index (ESI) 

were found at pH 9 (95.34±.3.25 m2/s) and pH 7 (1152.38±117.59 min), respectively (p<0.05). At 

acidic pH, protein isolate form ILG exhibited greater foam expansion (FE) (81-118%) but low foam 

stability (FS) (2.5-13.3%) was noticeable. Therefore, ILG, a by-product from chicken processing 

industry, could be an alternative source of protein from the production of protein isolate used in food 

applications. 

Keywords: Chicken, Gizzard, Inner lining tissue, Protein, Characterization, Functional properties 
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บทที ่1 

บทน ำ 

 

1.1  ควำมเป็นมำและควำมส ำคญัของปัญหำ 

       เน่ืองจากปัจจุบนั แนวโนม้การบริโภคสัตวปี์กมีการเพิ่มมากข้ึน ดงัจะเห็นไดจ้ากอุตสาหกรรมไก่
ในประเทศไทยมีการขยายตวัอย่างต่อเน่ือง มีปริมาณการส่งออกท่ีเพิ่มมากข้ึน และมีแนวโน้มการ
เติบโตในอตัรา 4.50% ต่อปี (ส านกัวิจยัเศรษฐกิจการเกษตร, 2559) โดยตลาดส่งออกไก่แปรรูปท่ีส าคญั
ของประเทศไทยคือ ญ่ีปุ่น และ สหราชอาณาจกัร คิดเป็นมูลการส่งออกรวมในปี พ.ศ. 2558 เท่ากบั 
982.42 และ 547.09 ลา้นเหรียญสหรัฐฯ (กระทรวงพาณิชย ,์ 2559) ไม่เพียงแต่ในประเทศไทยเท่านั้น 
การบริโภคสัตวปี์กมีอตัราการขยายตวัเพิ่มข้ึนทัว่โลกเช่นกนั (Lasekan et al., 2013)  โดยประเทศ จีน 
สหรัฐอเมริกาและ สหภาพยโุรปเป็นประเทศท่ีมีการบริโภคผลิตภณัฑจ์ากสัตว์ปีกปริมาณสูงท่ีสุด โดย
ในปี 2016 มีอตัราการบริโภคสูงถึง 18,403,010, 17,868,460 และ 13,381,350 ตนั ตามล าดบั (OECD, 
2016) ในระหวา่งการแปรรูปไก่จะก่อใหเ้กิดวสัดุเศษเหลือท่ีส าคญัอยา่งหน่ึงคือเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่
เป็นจ านวนมาก  คิดเป็นปริมาณประมาณ 3,360 ตนัต่อปี หรือประมาณ 0.24% ของน ้าหนกัไก่เป็นทั้งตวั 
(บริษทั บีอาร์เอฟ (ไทยแลนด์) จ  ากดั, 2559) ซ่ึงส่วนใหญ่โรงงานมกัขายเน้ือเยื่อผนังกระเพาะไก่
ดงักล่าวใหก้บัเกษตรกรเพื่อน าไปผลิตเป็นอาหารสัตวใ์นราคาถูก โดยมีราคาประมาณ 0.20-0.25 บาท/
กิโลกรัม (บริษทั บีอาร์เอฟ (ไทยแลนด)์ จ ากดั, 2559) แต่เน่ืองจากเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่เป็นเน้ือเยือ่
เก่ียวพนัท่ีมีโปรตีนสูง ดงันั้นเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่จึงเป็นวสัดุเศษเหลือท่ีมีศกัยภาพ สามารถน าไปใช้
ประโยชน์ดา้นต่างๆ เช่น การผลิตเป็นโปรตีนไอโซเลตโปรตีนไฮโดรไลเสต และ คอลลาเจน 

       โปรตีนไอโซเลต (Protein isolate) เป็นส่วนของโปรตีนท่ีเตรียมไดจ้ากการก าจดัองคป์ระกอบท่ี
ไม่ใช่โปรตีนออก โดยสกดัดว้ย น ้ า กรด หรือด่าง ข้ึนอยูก่บั pH ท่ีโปรตีนนั้นละลายได ้แลว้แยกส่วนท่ี
ไม่ละลายออก ปัจจุบนั โปรตีนไอโซเลตสามารถเตรียมไดจ้ากวตัถุดิบหรือวสัดุเศษเหลือจากการแปร
รูปท่ีมีโปรตีนเป็นองคป์ระกอบหลกัท่ีส าคญั เช่น เวย ์ (Martinez-Alvarenga et al., 2014) ถัว่ชนิดต่างๆ 
(Liang และ Tang, 2013; Liu et al., 2014) และเน้ือปลาชนิดต่างๆ (Undeland et al., 2002;  Romero et 
al., 2009; Tongnuanchan et al., 2011) เป็นตน้ โปรตีนไอโซเลตสามารถน าไปใชป้ระโยชน์ไดอ้ยา่ง
กวา้งขวาง เช่น เป็นผลิตภณัฑเ์สริมอาหารในผูรั้กสุขภาพ (Tahergorabi et al., 2015) หรือ นกักีฬาท่ี
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ตอ้งการโปรตีนในปริมาณสูง เป็นสารตา้นออกซิเดชนั (Ji et al., 2014)  เป็นอิมลัซิไฟเออร์ (Joshi et al., 
2012)  นอกจากใชใ้นอุตสาหกรรมอาหารแลว้ โปรตีนไอโซเลตยงัสามารถน าไปในอุตสาหกรรมอ่ืนๆ 
ได ้เช่น ผลิตเป็นวสัดุยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพไดอี้กดว้ย เช่น เรซินท่ีสามารถยอ่ยสลายไดจ้ากโปรตีนไอ
โซเลตจากถัว่เหลือง (Lodha และ Netravali, 2005) หรือพอลิเมอร์ชีวภาพซ่ึงพบว่าสามารถเพิ่มความ
หนาและคุณสมบติัในการกนัน ้ าของ paperboard ท่ีเคลือบดว้ยโปรตีนไอโซเลตจากถัว่ (Rhim et al., 
2006)  จากการศึกษาของ Joshi et al. (2012) พบว่าโปรตีนไอโซเลตจากเวยแ์ละถัว่ lentil มีค่าดชันี
กิจกรรมการเป็นอิมลัซิไฟเออร์และความคงตวัของอิมลัชันใกลเ้คียงกับโซเดียมเคซีเนต (Sodium 
caseinate) แต่อย่างไรก็ตามคุณสมบติัในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ของโปรตีนไอโซเลตจากถัว่น้ีสามารถ
เพิ่มข้ึนไดโ้ดยการก าจดัพนัธะไดซลัไฟดใ์นโมเลกลุ ดงันั้น การใชเ้น้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่ซ่ึงเป็นแหล่ง
โปรตีนราคาถูกและมีปริมาณมากเป็นวตัถุดิบในการผลิตโปรตีนไอโซเลต จึงเป็นแนวทางหน่ึงในการ
เพิ่มมูลค่าของเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่ซ่ึงเป็นวสัดุเศษเหลือจากโรงงานแปรรูปไก่ นอกจากน้ีโปรตีนไอ
โซเลตท่ีไดย้งัเป็นโปรตีนไอโซเลตท่ีผลิตจากวตัถุดิบธรรมชาติท่ีมีความปลอดภยั รวมทั้งสามารถใช้
เป็นแหล่งโปรตีนท่ีส าคญัอีกประการหน่ึง 

1.2  วตัถุประสงค์ของงำนวจิยั 

       1.2.1  จ าแนกคุณลกัษณะเบ้ืองตน้ของโปรตีนเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่ 

       1.2.2  ศึกษาการเตรียมโปรตีนไอโซเลตจากเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่โดยวิธีการใชด่้าง 

       1.2.3  ตรวจสอบสมบติัเชิงหนา้ท่ีของโปรตีนไอโซเลตท่ีเตรียมไดจ้ากเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่ 

1.3  ขอบเขตงำนวจิยั 
      งานวิจยัน้ีท าการจ าแนกคุณลกัษณะของโปรตีนท่ีเป็นองคป์ระกอบในเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่โดย

ท าการตรวจสอบองคป์ระกอบทางเคมี (proximate analysis) ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีน (hydroxyproline 

content) วิเคราะห์องคป์ระกอบของโปรตีน (protein composition) การละลายของโปรตีน (protein 

solubility) ของเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่ จากนั้นท าการศึกษาการเตรียมโปรตีนไอโซเลตดว้ยวิธีการสกดั

ดว้ยด่างท่ีระยะเวลาและความเขม้ขน้ต่างๆและท าการวิเคราะห์ความไม่ชอบน ้ าบริเวณพื้นผิว (surface 

hydrophobicity) ปริมาณซลัไฮดริลรวม (total sulfhydryl content) ปริมาณซลัไฮดริลบริเวณพื้นผิว 

(surface-reactive sulfhydryl content) และรูปแบบของโปรตีน รวมทั้งตรวจสอบคุณสมบติัเชิงหนา้ท่ี 

(functional properties) ของโปรตีนไอโซเลตท่ีเตรียมได ้
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บทที ่2 

ทฤษฎแีละงำนวจิัยที่เกีย่วข้อง 

 

2.1  ทำงเดนิอำหำรของสัตว์ปีก 

       สัตวปี์ก (aves) เป็นสัตวมี์กระดูกสันหลงัจดัอยูใ่นไฟลมัคอร์ดาตา (Phylum Chordata) ไดแ้ก่ นก 
เป็ด ไก่ ฯลฯ ทางเดินอาหารประกอบดว้ย ปาก ซ่ึงไม่มีฟัน ต่อมน ้ าลายเจริญไม่ดี แต่ก็สามารถสร้าง
เมือกส าหรับคลุกเคลา้อาหารและหล่อล่ืนได ้มีคอหอยสั้น หลอดอาหารยาว มีถุงพกัอาหาร (crop) ซ่ึงท า
หนา้ท่ีเก็บอาหารส ารองอาหารไวย้อ่ยภายหลงั กระเพาะอาหารหรือกระเพาะแท ้(proventriculus) ท า
หนา้ท่ี สร้างน ้ ายอ่ย และกระเพาะบดหรือก๋ึน (gizzard) (ภาพท่ี 2.1) มีกลา้มเน้ือหนาแขง็แรงใชใ้นการ
บดและตดัอาหาร ต่อจากกระเพาะบดเป็นล าไส้เลก็ ล าไส้ใหญ่ ส่วนทา้ยเป็นโคลเอกา (cloaca) ท่ีมีท่อ
ไตและท่อของระบบสืบพนัธ์ุมาเปิดเขา้ดว้ยกนั และทวารหนกัซ่ึงเป็นส่วนทา้ยสุดทางเดินอาหารของ
สัตวปี์กเรียงตามล าดบัดงัน้ีคือ ปาก−หลอดอาหาร−กระเพาะพกัอาหาร−ก๋ึน−ล าไส้เลก็−ล าไส้ใหญ่−

ทวารหนกั (Jacob et al., 2011) 
 

 

 
ภำพที ่2.1 : Digestive tract of chicken. 
ที่มำ : Latour และ Williams (2014) 
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2.2  กระเพำะอำหำรตอนท้ำยหรือกระเพำะบดหรือกึน๋ (gizzard) 
       ก๋ึน (องักฤษ: Gizzard หรือ Gastrolith) หรือ ventriculus คืออวยัวะในระบบทางเดินอาหารอยา่ง
หน่ึงในสัตวปี์ก มีหนา้ท่ีในการยอ่ยเชิงกล (mechanical process) ประกอบข้ึนดว้ยกลา้มเน้ือท่ีแขง็แรง 2 
ชุด ท าหนา้ท่ีคลา้ยฟันโดยบดยอ่ยอาหารใหแ้ตกละเอียดโดยภายในมีกรวดท่ีไก่กินเขา้ไปสะสมอยูเ่พื่อ
ช่วยบดยอ่ยอาหาร (Jacob et al., 2011) 

 

  
 

  
 

 
 

ภำพที ่2.2  : a) The front of proventriculus and gizzard. 
          b) The back of proventriculus and gizzard. 

ที่มำ : Jacob et al. (2011) 
 
       เม่ือไก่กลืนอาหารลงไป จะตกถึงกระเพาะท่ีหน่ึงซ่ึงมนุษยไ์ม่มี เรียกว่า "กระเพาะพกั" (Crop) อยูท่ี่
ตน้คอ อาหารจะพกัอยูท่ี่น่ีชัว่คราวก่อนท่ีจะลงสู่กระเพาะแท ้(Proventriculus) (ภาพท่ี 2.2) เพื่อท าการ
ยอ่ยให้เป็นประโยชน์แก่ร่างกาย ถดัไปเป็นกระเพาะท่ีสามหลงักระเพาะแทเ้รียกกนัว่า“ก๋ึน” (Gizzard 
หรือ Ventriculus)  ก๋ึนน้ีมีชั้นกลา้มเน้ือ (Tunica muscularis) และมีเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะท่ีหนาและแขง็แรง
มาก (Jacob et al., 2011) (ภาพท่ี 2.3 ) ธรรมชาติสร้างก๋ึนไวใ้ห้เพื่อจะไดช่้วยบดอาหารซ่ึงเป็นเมลด็ขา้ว 
เมล็ดขา้วโพด เหล่าน้ีมีเปลือกแข็งและย่อยอย่างปกติดว้ยน ้ าย่อยในกระเพาะจริงไม่ได ้ก๋ึนน้ีจะท าหน้าท่ี
แทนการบดเค้ียวในปากเพราะไก่ไม่มีฟัน และกอ้นกรวดเม็ดทรายซ่ึงอยู่ภายในก๋ึนก็เป็นเคร่ืองช่วยบดให้
ไดผ้ลดว้ย เม่ือบดละเอียดแลว้จะส่งไปยงั Proventriculus  (กระเพาะแท)้  เขา้สู่ขบวนการยอ่ยและดูดซึม
อาหารต่อไป (Jacob et al., 2011) ดงันั้นจะเห็นว่าสัตวปี์กท่ีกินเมลด็ขา้วกินอาหารค่อนขา้งหยาบมากจะมี
ก๋ึนท่ีแขง็แรง และมีขนาดค่อนขา้งโต ถา้ไก่เล้ียงท่ีกินเฉพาะอาหารอ่อน อาหารป่นหรือสัตวปี์กท่ีกินอาหาร
เน้ือเป็นประจ าขนาดก๋ึนจะค่อนขา้งเลก็เพราะไม่จ าเป็นตอ้งใชง้านมาก (โครงการสารานุกรมไทยส าหรับ
เยาวชน, 2523) 

b a 
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ภำพที ่2.3  : Inside of proventriculus and gizzard. 
a) not remove inner lining gizzard tissue. b) removed inner lining gizzard tissue. 

     
ที่มำ : Jacob et al. (2011) 
 

2.3  โปรตีนและโครงสร้ำงของโปรตีน 

       โมเลกลุโปรตีนเกิดจากกรดอะมิโนมาเรียงต่อกนัดว้ยพนัธะเพปไทด ์โดยท่ีหมู่อะมิโนของกรดอะมิ
โนชนิดหน่ึงจะเช่ือมต่อกับหมู่คาร์บอกซิลของกรดอะมิโนอีกชนิดหน่ึง และมีน ้ า 1 โมเลกุลหลุด
ออกไป 
       เน่ืองจากโปรตีนทุกชนิดเป็นพอลิเมอร์ของกรดอะมิโน น ้ าหนกัโมเลกุลของโปรตีนแต่ละชนิดจะ
ผนัแปรตามจ านวนและชนิดของกรดอะมิโนท่ีเป็นองคป์ระกอบในโมเลกุล การท่ีโปรตีนแต่ละชนิด
แตกต่างกนัเน่ืองจากมีชนิด จ านวน และการเรียงตวัของกรดอะมิโนในสายพอลิเพปไทด์แตกต่างกนั 
โปรตีนท่ีในโมเลกุลประกอบดว้ยกรดอะมิโนชนิดโพลาร์เป็นจ านวนมากจะละลายน ้ าไดดี้ ในทาง
ตรงกนัขา้มโปรตีนท่ีประกอบดว้ยกรดอะมิโนชนิดอะโพลาร์จะละลายน ้ าไดน้อ้ยหรือไม่ละลายน ้ า และ
เน่ืองจากโปรตีนมีขนาดของโมเลกุลใหญ่กว่าน ้ าตาลและไขมนัมาก ดงันั้นเม่ือโปรตีนละลายน ้ าจึงได้
เป็นสารละลายคอลลอยด ์และไม่สามารถซึมผา่นผนงัเซลลไ์ด ้(นิธิยา รัตนาปนนท,์ 2553) 
       เน่ืองจากโปรตีนเป็นสารประกอบอินทรียเ์ชิงซอ้นท่ีมีขนาดของโมเลกลุผนัแปรจากขนาดเลก็จนถึง
ขนาดใหญ่มาก (complex macromolecules) ท าให้โปรตีนแต่ละชนิดมีลกัษณะโครงสร้างโมเลกุล
แตกต่างกนัและมีไดห้ลายแบบ (ภาพท่ี 2.4) ไดแ้ก่  

1. โครงสร้างปฐมภูมิ (Primary structure) 
2. โครงสร้างทุติยภูมิ (Secondary structure)  

Proventriculus 

Gizzard 

Inner-lining  tissue 
Gizzard 

Proventriculus 

a b 
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3. โครงสร้างตติยภูมิ (Tertiary structure) 
4. โครงสร้างจตุรภูมิ (Quaternary structure) 
 

 

ภำพที ่2.4 (a-d) The structure of proteins.  
(a) : Primary structure, (b) : Secondary structure ( α-Helix, or β-Plated sheet),  
(c) : Tertiary structure, (d) : Quaternary structure 
ที่มำ : Russell (2009) 
 

2.4  กำรจ ำแนกโปรตีนกล้ำมเน้ือสัตว์โดยอำศัยกำรละลำย (สุทธวฒัน์ เบญจกลุ, 2554) 

       2.4.1  โปรตีนไมโอไฟบริล (Myofribrillar protein) 

โปรตีนชนิดน้ีสามารถสกดัไดโ้ดยสารละลายเกลือท่ีมีค่า ionic strength มากกว่า 0.15 
(โดยทัว่ไปอยูใ่นช่วง 0.3-1.0) สาระลายโปรตีนดงักล่าวสามารถตกตะกอนโดยการเจือจางดว้ยน ้ ากลัน่
ประมาณ 10 เท่า โดยทัว่ไปเน้ือสัตวป์ระกอบดว้ยโปรตีนไมโอไฟบริล 40-60% โปรตีนชนิดน้ีมี
ความส าคญัต่อการเคล่ือนท่ี โดยมีบทบาทส าคญัต่อการยดืหดของกลา้มเน้ือ นอกจากน้ียงัมีความส าคญั
ต่อการอุม้น ้ าของเน้ือ และความสามารถในการเกิดเจล 
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              2.4.1.1  ไมโอซิน และพำรำไมโอซิน 

ไมโอซิน 

       ไมโอซินเป็นองคป์ระกอบท่ีส าคญัของฟิลาเมนทเ์ส้นหนา (thick filament) โดยมีปริมาณ 45% ของ
โปรตีนไมโอไฟบริล ไมโอซินเป็นโปรตีนเส้นยาว มีความยาว 160 นาโนเมตร ประมาณ 480,000 ดลั
ตนั ประกอบดว้ยโพลีเปปไทด ์6 เส้น โดยมีเลน้หนกั (Heavy chain) 2 เส้น และมีเส้นเบา (light chain) 4 
เส้น ประกอบดว้ยส่วนหัว (head) และส่วนหาง (tail) ซ่ึงมีลกัษณะเป็นทรงกลม (globular) และแป็
นท่อน (rod)  

พาราไมโอซิน 

       พาราไมโอซินมีองคป์ระกอบของกรดอะมิโนทีมีลกัษณะจ าเพาะ โดยประกอบดว้ยกรดอะมิโนท่ี
เป็นเบส และเอไมด ์(amide) สูง แต่มีโพรลีนปริมาณต ่า โมเลกุลของพาราไมโอซินมีลกัษณะเป็นท่อน 
(coiled-coil rod) ซ่ึงเกิดจาดสายโซ่ ชนิดแอลฟาเฮลิกซ์ท่ีแตกต่างกนั 2 สาย โมเลกุลประกอบดว้ยซิสเต
อีน 2 คู่  ซ่ึงสามารถเกิดพนัธะไดซลัไฟด ์โดยพบ 1 คู่ท่ี N-Terminus และอีก 1 คู่ ท่ีความยาว 1 ใน 3 
ของความยาวนบัจาก N-Terminus พาราไมโอซินประกอบดว้ย 2 ซบัยนิูต ท่ีมีความยาวประมาณ 120 นา
โนเมตร โดยมีโมเลกุลของซบัยนิูตประมาณ 95-125 กิโลดลัตนั 

              2.4.1.2  แอกติน (actin) 

       แอกติน เป็นองคป์ระกอบท่ีส าคญัของฟิลาเมนทเ์ส้นบาง (thin filament) โดยมีประมาณ 20% ของ
ไมโอไฟบริล แอกตินมีรูปร่างคลา้ยเมลด็ถัว่ 2 เมลด็ ท่ีมีขนาดเท่ากนัเรียงต่อกนั โมโนเมอร์ของแอกติน
เรียกว่า globular actin หรือ G-actin โมโนเมอร์ดงักล่าวจะเรียงตวักนัแบบโครงสร้างแบบ double-
helical structure เรียก fibrous actin หรือ F-actin ซ่ึงเป็นองคป์ระกอบหลกัของฟิลาเมนทเ์ส้นบาง G-
actin ประกอบดว้ยกรดอะมิโนจ านวน 374-375 ตวั และมีน ้ าหนกัโมเลกุล 42,000-48,000 ดลัตนัฟิลา
เมนท ์ของ F-actin สามารถมีอนัตรกิริยากบัส่วนหวัของไมโอซิน 
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              2.4.1.3  โทรโปไมโอซิน (tropomyosin) และโทรโปนิน (troponin) 

โทรโปไมโอซิน (tropomyosin) 

       โทรโปไมโอซินมีประมาณ 5% ของโปรตีนไมโอไฟบริล ประกอบดว้ยสายโพลิเปปไทด์ ชนิด
แอลฟา-เฮลิกซ์ พนักนัในลกัษณะ two-standard , coiled-coil super secondary structure มีลกัษณะคลา้ย
ส่วนหางของไมโอซิน  

โทรโปนิน (troponin) 

       โทรโปนินส่วนใหญ่มกัอยู่รวมกบัโทรโปไมโอซิน ประกอบดว้ย 3 ซับยูนิต คือ โทรโปนิน C 
(17,000-18,000 ดลัตนั) โทรโปนิน I (20,000-24,000 ดลัตนั) และ โทรโปนิน T (37,000-40,000 ดลัตนั)  

               2.4.2  โปรตีนซำร์โคลำสมิก (Sacoplasmic proteins) 

       เป็นโปรตีนท่ีไม่ใช่องคป์ระกอบของเส้นใยไมโอไฟบริล แต่จะแขวนลอยอยูใ่นส่วนของซาร์โคพ
ลาสซึม มีประมาณ 30% ของปริมาณโปรตีนทั้งหมด ละลายไดใ้นน ้ า และสารละลายเกลืออ่อนๆ (ionic 
strength 0.06) โปรตีนเหล่าน้ีมีสารย่อยคาเทปซิน ซ่ึงสามารถย่อยโปรตีนชนิดอ่ืนได ้นอกจากน้ียงั
สามารถท าหนา้ท่ีเป็นอิมลัซิไฟเออร์กบัไขมนัในการท าไส้กรอกประเภทอิมลัชนั แต่อิมลัชนัท่ีไดม้กัไม่
คงทนเท่าไมโอไฟบริลลาร์ โปรตีน โปรตีนประเภทน้ีไดแ้ก่ เอนไซม์ชนิดต่าง ๆ เช่น phosphorylase 
และเมด็สีในเน้ือ เช่น ไมโอโกลบิน และเฮโมโกลบิน เป็นตน้ 

              2.4.2.1  เอนไซม์ 

       เอนไซม์ส าคญัท่ีพบในกลา้มเน้ือสัตวมี์ 6 กลุ่ม คือ ไฮโดรเลส (hydrolase) ออกซิโดริดกัเตส 
(oxidoreductase) พอลิฟีนอลออกซิเดส (polyphenol oxidase) ทรานกลูทามิเนส (protein-glutamine 
gamma-glutamyltransferase; EC 2.3.2.13) และเอน็ไซมอ่ื์นๆ กลุ่มท่ีส าคญัและมีบทบาทโดยตรงต่อ
คุณภาพ คือ ไฮโดรเลส (hydrolase)  ออกซิโดริดักเตส (oxidoreductase)  และทรานส์เฟอเรส 
(transferase) 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



9 
 

              2.4.2.2  โปรตีนเม็ดสี 

       โปรตีนฮีม (heme proteins) เป็นแหล่งของเม็ดสีท่ีส าคญั เม็ดสีชนิดน้ีมีผลต่อลกัษณะสีแดงของ
กลา้มเน้ือ เม็ดสีท่ีส าคญัในกลุ่มน้ี ประกอบด้วย ออกซีไมโอโกลบิน (oxymyoglobin)  และออกซิ
ฮีโมโกลบิน (oxyhemoglobin)  

              2.4.2.3  พำร์วำลบูมิน (parvalbumin) 

       พาร์วาลบูมิน เป็นโปรตีนท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลต ่า (~12 กิโลดลัตนั) เป็นโปรตีนท่ีละลายน ้ าและทน
ร้อน และมีความสามารถในการจบักบัแคลเซียมไอออน โดยมากมกัพบพาร์วาลบูมินและคาลโมดูลิน 
(calmodulin) ในกลา้มเน้ือของสัตวมี์กระดูกสันหลงัชั้นต ่า โปรตีนกลุ่มน้ีท าหนา้ท่ีเช่นเดียวกบัโทรโป
นิน และโทรโปไมโอซินในสตัวมี์กระดูกสันหลงัชั้นสูง 

              2.4.2.4  โปรตีนที่ไม่แข็งตัว 

       สตัวน์ ้ าจากมหาสมุทรอาร์กติก และแอนตาร์กติก มีโปรตีนในเลือด ซ่ึงสามารถลดจุดเยอืกแขง็ โดย
ไม่มีผลต่อแรงดนัออสโมติก โปรตีนดงักล่าวเป็นไกลโคโปรตีน (antifreeze glycoproteins ; AFGP) ซ่ึง
เป็นโพลีเมอร์ของ H2N [Ala-Ala (beta-galactosyl (1-3)-alpha-N-acetylgalactosamine)Thr]n Ala-Ala-
COOH  AFGP  1-8 ประกอบดว้ย  n เท่ากบั 50,45,35,28,17,12 และ 6-4 ตามล าดบั โดย AFGP 1-8 มี
ประมาณ 80% ของโปรตีนทั้งหมด โปรตีนท่ีไม่แขง็ตวับางชนิดไม่มีคาร์โบไฮเดรต โดยองคป์ระกอบ 2 
ใน 3 เป็นอะลานีน และมีกรดอะมิโนชนิดอ่ืนแทนท่ีคาร์โบไฮเดรต 

       2.4.3  สโตรมำ (Stroma) 

       สโตรม่าเป็นส่วนท่ีเหลือจากการสกดัโปรตีนซาร์โคพลาสมิกและโปรตีนไมโอไฟบริล สโตรมา 
ประกอบดว้ยเน้ือเยื่อเก่ียวพนั เช่น คอลลาเจน (collagen)  อิลาสติน (elastin) และเรติคิวลิน สโตรมามี
คุณสมบติัคือ ไม่ละลายในสารละลายใด ๆ แต่อาจละลายไดบ้า้งในสารละลายเขม้ขน้ของกรดและเบส 
(ไม่ละลายในสารละลายไฮโดรคลอริก หรือโซเดียมไฮดรอกไซดเ์จือจาง) 
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2.5  โปรตีนไอโซเลต (Protein isolate) 
       2.5.1  กำรเตรียมโปรตีนไอโซเลต 
       โปรตีนไอโซเลต (Protein isolate) เป็นส่วนของโปรตีนท่ีเตรียมไดจ้ากการก าจดัองคป์ระกอบท่ี
ไม่ใช่โปรตีนออก WSDA (2003) ไดใ้หค้  านิยามของ meat protein isolate ไวว้่าเป็นผลิตภณัฑท่ี์แยก
โปรตีนจากกระดูกซ่ึงสด สะอาดและไม่เส่ือมสภาพจากกระบวนการแปรรูปท่ีใชค้วามร้อน หลงัจากนั้น
ท าใหแ้ห้งดว้ยกระบวนการท าแห้งโดยใชค้วามเยน็เพื่อรักษาคุณสมบติัเชิงหนา้ท่ีและคุณค่าทางอาหาร 
มีปริมาณโปรตีนอย่างน้อย 90% ปริมาณไขมนัไม่เกิน 1% และปริมาณเถา้ไม่เกิน 2% ส่วน AAFCO 
(1990) ได้ให้นิยามของโปรตีนไอโซเลตจากถัว่เหลืองไวว้่าเป็นส่วนของถัว่เหลืองท่ีมีโปรตีนเป็น
องคป์ระกอบหลกั เตรียมไดจ้ากถัว่เหลืองลอกเปลือกโดยก าจดัองคป์ระกอบท่ีไม่ใช่โปรตีนออก และ
ตอ้งมีปริมาณโปรตีนไม่นอ้ยกวา่ 90% ของน ้าหนกัแหง้ อยา่งไรกต็ามยงัไม่มีการก าหนดมาตรฐานอยา่ง
เป็นทางการของค านิยามและขอ้ก าหนดของโปรตีนไอโซเลตท่ีผลิตจากวตัถุดิบหลากหลายชนิด (FAO, 
2014) โปรตีนไอโซเลตสามารถสกดัไดจ้ากหลายแหล่ง แหล่งท่ีเป็นท่ีนิยมคือจาก เวย ์(whey) ถัว่ชนิด
ต่างๆ เช่น ถัว่เหลือง ซ่ึงปัจจุบนัมีการผลิตในเชิงการคา้อยา่งแพร่หลาย หรือสกดัจากพืชชนิดอ่ืนๆ เช่น 
คาโนล่า canola meal (Wang et al., 2014) flaxseed (Silva et al., 2013) นอกจากน้ี ยงัสามารถสกดัได้
จากสัตวน์ ้ า เช่น ส่วนกลา้มเน้ือของปลาทบัทิม (red tilapia) (Tongnuanchan et al., 2011) เน้ือปลาขา้ง
เหลือง  (yellow stripe trevally) (Arfat et al., 2014) 

       การเตรียมโปรตีนไอโซเลตโดยทัว่ไปมีขั้นตอนตามภาพท่ี 2.5 โดยจะเร่ิมตน้จากการสกดัโดยใช ้
น ้ า กรด หรือ ด่าง ข้ึนอยู่กบั pH ท่ีโปรตีนนั้นสามารถละลายได ้สารละลายโปรตีนจะถูกน ามาแยก
โปรตีนออกโดยการแยกส่วนท่ีไม่ละลายออก จากนั้นจึงท าใหแ้หง้ 
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ภำพที ่2.5 : Process diagram for the production of protein isolate. 
ที่มำ : ดดัแปลงจาก Lasekan et al. (2013) 

 

       การสกดัโปรตีนไอโซเลตจากพืชมกัจะใช้สภาวะท่ีเป็นด่าง เช่น การสกดัโปรตีนไอโซเลตจาก 
defatted peanut flour โดยสกดัท่ี pH 9 โดยใชอุ้ณหภูมิ 40°C เขยา่ท่ี 100 rpm เป็นเวลา 1 ชัว่โมง (Ji และ 
คณะ, 2014) การสกดัจาก flaxseed ดว้ย pH 9 ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 1 ชัว่โมง (Silva et al., 2013) 

       ในสัตวมี์การทดลองสกดัทั้งในสภาวะท่ีเป็นกรดและด่าง Wang et al., (2013) ไดท้ดลองสกดั
โปรตีนไอโซเลตจากโครงไก่ spent hen โดยใชก้รดไฮโดรคลอริค (HCl) และ โซเดียมไฮดรอกไซด ์
(NaOH) ท่ี pH 2.0, 2.5 และ 11.5, 12.0 โดยโฮโมจีไนซ์ spent hen  บดกบัน ้ ากลัน่/น ้ าแขง็ ปรับ pH ให้
ไดต้ามสภาวะท่ีตอ้งการจากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงแลว้น าชั้นกลางซ่ึงเป็นส่วนของ soluble protein มา
ตกตะกอนกลบัโดยปรับ pH เป็น 5.2 เก็บส่วนของโปรตีนโดยน าไปป่ันเหวี่ยง จากนั้นน าตะกอนท่ี
ไดม้าละลายกลบัแลว้โฮโมจีไนซ์ ปรับ pH 6.2 แลว้ป่ันเหวี่ยงอีกคร้ัง เพื่อเก็บโปรตีนไอโซเลต การสกดั
โดยใชว้ิธีน้ี Omana et al. (2010) ไดใ้ชใ้นการสกดัโปรตีนจากเน้ือส่วนท่ีเป็นสีเขม้ (chicken dark meat) 
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เช่นกนัโดยใช ้pH 10.5, 11.0, 11.5 และ 12.0 ส่วน Song et al. (2014) สกดัโปรตีนจากขนไก่โดยป่ัน
ผสมขนไก่กบัน ้ าในอตัราส่วน 1:1 เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นเติม 1M NaOH 300 มิลลิลิตร น าไปโฮโม
จีไนซ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้ป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000xg 1 ชัว่โมง กรองดว้ยผา้ขาวบางแลว้ปรับให้เป็น
กลางดว้ย 1 N HCl น าไปไดอะไลซ์เป็นเวลา 72 ชัว่โมงแลว้เก็บโดยท าให้แหง้ดว้ยเคร่ืองท าแหง้แบบ
อบแหง้แช่เยอืกแขง็ (freeze dryer) 

       การสกดัโปรตีนไอโซเลตจากปลาจะสามารถสกดัโดยโฮโมจีไนซ์เน้ือปลาท่ีผ่านการลา้งแลว้ดว้ย
น ้ ากลัน่ท่ีเยน็ จากนั้นปรับ pH ดว้ย  NaOH แลว้น าไปป่ันเหวี่ยง น าส่วนใสมาปรับ pH 5.5 กรองส่วน
ตะกอน แลว้ปรับ pH 7.0 (Arfat et al., 2014) 

       การสกดัโปรตีนไอโซเลต นอกจาก pH แลว้ อีกปัจจยัหน่ึงท่ีผลต่อปริมาณโปรตีนท่ีสกดัไดคื้อเกลือ 
โดย Achouri et al. (2012) ไดส้กดัโปรตีนไอโซเลตจากงา โดยใช ้sodium chloride และ ammonium 
sulfate พบวา่ในสภาวะท่ีมีเกลือ 0.6–1 M NaCl ผลผลิตของโปรตีนไอโซเลตท่ีสกดัไดมี้การเพิ่มข้ึนจาก 
12.5% ในสภาวะท่ีไม่มีเกลือเป็น 54.6% ในสภาวะท่ีมีเกลือความเขม้ขน้ 1 M  

              2.5.2  คุณสมบัติเชิงหน้ำทีข่องโปรตีนไอโซเลต  
       คุณสมบติัเชิงหนา้ท่ี (Functional properties) ของโปรตีน หมายถึง สมบติัทางกายภาพและทางเคมีท่ี
มีผลต่อพฤติกรรมของโปรตีนในอาหารระหว่างการแปรรูป การเก็บรักษา การเตรียมอาหาร และการ
บริโภค สมบติัในการท าหนา้ท่ีต่างๆของโปรตีนในอาหาร (นิธิยา รัตนาปนนท,์ 2553) แสดงในตารางท่ี 
2.1 
 
ตำรำงที่ 2.1 Functional properties of proteins in food. 

สมบติั หนา้ท่ี 
ประสาทสมัผสั (organoleptic) สี กล่ิน และรสชาติ 
ความ รู้ สึก เ ม่ือปลายประสาทถูกกระตุ้น 
(kinaesthetic) 

ลกัษณะเน้ือสัมผสั ความรู้สึกม่ืออาหารอยู่ใน
ปาก (mouthfeeling) ความนุ่ม และความชุ่ม 

การจบักบัน ้า (hydration) การละลาย ความชุ่มช้ืน การดูดน ้ า การพองตวั 
ความขน้ ความหนืด และการเกิดเจล 

การเคลือบท่ีผวินอก (surface) การเกิดอิมลัชนั การเกิดโฟม และการเกิดฟิลม์ 
การเป็นตวัจบั (binding) จบักบัลิพิด (lipid-binding) และจบักบัสารให้

กล่ินและรสชาติ (flavor-binding) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตำรำงที่ 2.1 (ต่อ)สมบติัของโปรตีนในการท าหนา้ท่ีต่างๆในอาหาร 
สมบติั หนา้ท่ี 

ลกัษณะโครงสร้าง (structural) ของอาหาร Elasticity, cohesiveness, chewiness, adhesion 
network, cross-binding, aggregation, dough 
formation, texturizability, fiber formation 
และ extrudability 

ลกัษณะทางกายภาพของเน้ืออาหาร 
(rheological) 

ความหนืด และการเกิดเจล 

การท าหนา้ท่ีเป็นเอนไซม ์ ท าให้โปรตีนนมตกตะกอนดว้ยเอนไซม์เรน
เนต ท าให้เน้ือสัตว์ไม่เหนียวด้วยเอนไซม์
ปาเปน 

การเป็นส่วนผสม (blendability) ส่วนประกอบท่ีผสมเขา้กนั เช่น แป้งขา้วสาลี-
ถัว่เหลือง หรือโปรตีนกลูเตน-เคเซอีน) 

สารตา้นออกซิเดชนั ป้องกนัไม่ใหเ้กิดกล่ินผดิปกติ 
ท่ีมา : นิธิยา รัตนาปนนท ์(2553) 
 
       สมบัติด้านหน้าท่ีของโปรตีนเก่ียวขอ้งกับโครงสร้างของโปรตีน กล่าวคือเก่ียวขอ้งกับขนาด
โมเลกุล ปริมาณและการจดัเรียงตวัของกรดอะมิโนในสายโพลีเพปไทด์ การกระจายตวัของประจุบน
โมเลกุลของโปรตีน นอกจากน้ียงัเก่ียวขอ้งกบัการเกิดปฏิกิริยาร่วมกนัระหว่างโปรตีนกบัโปรตีน การ
เกิดปฏิกิริยาร่วมกนัของโปรตีนกบัองคป์ระกอบอาหารอ่ืนๆ เช่น ไขมนั น ้ า คาร์โบไฮเดรต สมบติัความ
ไม่ชอบน ้ าของโปรตีน (hydrophobicity of proteins) สมบติัดา้นหนา้ท่ีท่ีส าคญัของโปรตีนในอาหาร
แบ่งออกเป็นสามกลุ่มคือ 
       1. สมบติัท่ีเก่ียวกบัส่วนท่ีชอบน ้ า (hydrophilic)  ของโปรตีน เช่น ความสามารถในการละลายได้
ของโปรตีน (soloubility) ความสามารถในการอุม้น ้ า (water holding capacity) ความสามารถในการเกิด
ฟอง (foam formation) ความสามารถในการพองตวั (swelling) และความสามารถในการเกิดเจล 
(gelation) 
       2. สมบติัท่ีเก่ียวกบัส่วนท่ีชอบไขมนั (hydrophobic) ของโปรตีน เช่น ความสามารถในการดูดซบั
ไขมนั (fat binding capacity) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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       3. สมบติัท่ีเก่ียวกบัส่วนท่ีชอบน ้ าและไขมนั (hydrophilic-hydrophobic) ของโปรตีน เช่น 
ความสามารถในการเกิดอิมลัชนั (emulsifying properties) และความสามารถในการเกิดฟอง (foaming 
properties) (Zayas, 1997; ยพุร พืชกมุทร, 2557) 
       สมบติัในการเป็นอิมลัซิไฟอิงเอเจนต์และโฟมมิงเอเจนต์ของโปรตีน มีความสัมพนัธ์กบัการท่ี
โปรตีนจะถูกดูดซบัเขา้ไปแทรกตวัเป็นฟิลม์บางๆ อยู่ระหว่างผิวของอนุภาคคอลลอยด์ท าให้อิมลัชนั
และโฟมคงตวัดีข้ึน สมบติัของโปรตีนเหล่านีมีความส าคญัมากในการท าใหผ้ลิตภณัฑอ์าหารมีความคง
ตวัดี เช่น การท าไส้กรอกชนิดต่างๆ การท าน ้ าสลดัหรือมายองเนส การท าไอศกรีม และ whipped 
topping (นิธิยา รัตนาปนนท,์ 2553) 
       สมบติัการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ของโปรตีน คือความสามารถของโปรตีนท่ืท าให้เกิดการรวมตวั
เป็นอมลัชนัและท าใหอิ้มลัชนัท่ีเกิดข้ึนนั้นมีความคงตวัอยูไ่ด ้มีความสมัพนัธ์กบัหลายปัจจยั เช่น pH ค่า
ความไม่ชอบน ้าบริเวณพื้นผวิ ชนิดและองคป์ระกอบของโปรตีน รูปร่าง และประจุของโปรตีน (Zayas, 
1997) Taheri et al. (2014)  ไดศึ้กษาโปรตีนไอโซเลตท่ีสกดัไดจ้ากน ้ าเกลือท่ีใชห้มกัปลาเฮอร์ริง (salted 
herring brine) ซ่ึงเป็นวสัดุเศษเหลือจากการผลิตปลาเฮอร์ริงในน ้ าซอส (marinated herring ) พบว่าส่วน 
>50 kDa ซ่ึงเป็นส่วนท่ีมีขนาดโมเลกุลใหญ่ท่ีสุดมีค่าดชันีกิจกรรมการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ (emulsion 
activity index) ท่ีสูงเม่ือเปรียบเทียบกบัส่วนอ่ืนๆ และท่ี pH 2 มีค่าสูงท่ีสุด (100.8 ± 2.16 m2/g protein) 
และมีค่าต ่าท่ีสุดท่ี pH 6 (85.98 ± 0.9 m2/g protein) แต่ทุกส่วนมีค่าดชันีความคงตวัของอิมลัชนั 
(emulsion stability index) ต ่าโดยมีค่าลดลงอยา่งรวดเร็วเม่ือ pH มีการเพิ่มข้ึน Adebiyi และ Aluko 
(2011) ศึกษาโปรตีนไอโซเลตจากถัว่ พบว่าค่า emulsifying capacity และ emulsion stability ของ
โปรตีนไอโซเลตมีค่าสูงท่ีสุดท่ี pH 4.0 เม่ือเปรียบเทียบกบัท่ี pH 7.0 และ pH 9.0 Liang และ Tang 
(2013) ศึกษาคุณสมบติัการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ของโปรตีนไอโซเลตจากถัว่ Pisum sativum (L.) โดย
เปรียบเทียบกบั purified legumin และ purified vicilin (PL and PV) ท่ี pH ต่างๆ (3.0, 5.0, 7.0 และ 9.0)  
พบวา่โปรตีนไอโซเลตจากถัว่มีความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ต ่าท่ีสุดท่ี pH 5.0 ซ่ึงใกลเ้คียงกบั
จุด isoelectric point  และมีความคงตวันอ้ยท่ีสุดอีกดว้ย ความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ของ
โปรตีนไอโซเลตจากถัว่น้ีในสภาวะท่ีเป็นกรด (pH 3.0) จะมีค่าสูงกวา่ในสภาวะท่ีเป็นกลางหรือเป็นด่าง 
โดยเม่ือเปรียบเทียบโปรตีนทั้ง 3 ชนิดน้ี PL จะมีความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์สูงท่ีสุด ซ่ึง
สอดคลอ้งกบัผลการศึกษาของ Espino-Sevilla (2013) ท่ีพบว่าโปรตีนไอโซเลตท่ีสกดัจาก Ditaxis 

heterantha (DhPI) มีความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์และความคงตวัของอิมลัชนัต ่าท่ี pH 5.0 ซ่ึง
ใกลเ้คียงกบัจุด isoelectric point และมีค่าสูงข้ึนท่ี pH 3.0 แต่ต่างจากผลการศึกษาของ Achouri et al. 
(2012) ท่ีพบว่าคุณสมบติัการเป็นอิมลัซิไฟอิงเอเจนต ์(emulsifying activity, emulsion stability) 
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และโฟมมิงเอเจนต ์ (foam expansion, foam stability) ของโปรตีนไอโซเลตท่ีสกดัจากงา (Sesame 
protein isolate) ท่ี pH 5.0 มีค่าสูงกว่าท่ี pH 2.0 คุณสมบติัการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ของโปรตีนนอกจากจะ
ข้ึนอยูก่บัองคป์ระกอบของโปรตีนและค่าความไม่ชอบน ้ าแลว้ ยงัเก่ียวเน่ืองกบัการดูดซบัของโปรตีนท่ี
พื้นผิวและธรรมชาติของโปรตีนอีกดว้ย นอกจากนั้น ความเขม้ขน้ของโปรตีนก็มีผลต่อสมบติัการเป็น
อิมลัซิไฟเออร์เช่นกนั โดย Kuhn et al. (2014) ไดศึ้กษาการใช ้flaxseed protein isolate (FPI) และ 
flaxseed protein isolate (FPI) ร่วมกบั whey protein isolate (WPI) พบว่าเม่ือ flaxseed protein isolate มี
ความเขม้ขน้สูงข้ึน (0.7% w/v) จะท าใหค้วามคงตวัของครีม (creaming stability)  มีค่าสูงข้ึนดว้ย แต่ท่ี 
FPI มีความเขม้ขน้ 0.7% w/v ในอิมลัชนัผสม WPI–FPI ค่า droplet size และ creaming stability จะ
ลดลง 

       ส าหรับสภาวะท่ีใชใ้นการสกดั Omana et al. (2010) พบว่าความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์
ของโปรตีนจากเน้ือส่วนท่ีเป็นสีเขม้ (chicken dark meat) ของไก่มีค่าแตกต่างกนัเล็กนอ้ยอย่างไม่มี
นยัส าคญั (P < 0.0001) เม่ือสกดัดว้ย pH ท่ีต่างกนั แต่มีค่าสูงข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัท่ี pH 11.0 ส่วน 
Achouri et al. (2012) พบว่าคุณสมบติัเชิงหนา้ท่ีของโปรตีนไอโซเลตท่ีสกดัจากงาท่ีสกดัในสภาวะท่ีมี
เกลือ1 M (Ses-PI-1 M NaCl) เปรียบเทียบกบั soy protein isolate (Soy-PI) จะมีคุณสมบติัการละลาย 
(protein solubility), ความสามารถในการอุม้น ้ า (water holding) และความสามารถในการจบักบัไขมนั 
(fat binding) ต ่ากว่า soy protein isolate อยา่งมีนยัส าคญั แต่คุณสมบติัการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ 
(emulsifying) และคุณสมบติัการเกิดโฟม (foaming properties) สูงกว่าเม่ือเปรียบเทียบกบั Soy-PI โดย
เม่ือตรวจสอบรูปแบบโปรตีนของโปรตีนไอโซเลตท่ีสกดัดว้ยน ้ าเปรียบเทียบกบัโปรตีนไอโซเลตท่ี
สกดัดว้ยเกลือโดยใช ้Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) พบว่า 
ความเขม้ขน้ของเกลือไม่มีผลต่อรูปแบบโปรตีนท่ีสกดัได ้ 

       ความสามารถในการเกิดโฟมเป็นคุณสมบัติเชิงหน้าท่ีท่ีส าคัญอย่างหน่ึงของโปรตีนซ่ึงเป็น
ความสามารถของโปรตีนในการเกิดฟิลม์ท่ียืดหยุ่นไดแ้ละกกัเก็บอากาศไวภ้ายใน โปรตีนท่ีสามารถ
คลายตวัและดูดซับท่ีผิวสัมผสัระหว่างอากาศและของเหลวไดร้วดเร็วในระหว่างการเกิดโฟมจะมีค่า
ความสามารถในการเกิดโฟมสูง (Omana et al., 2010) สมบติัการเป็นโฟมม่ิงเอเจนทข์องโปรตีนมีผลมา
จากหลายปัจจยั เช่น แหล่งท่ีมาของโปรตีน อุณหภูมิ pH ความเขม้ขน้ของโปรตีน (Zayas, 1997) Taheri 
et al. (2014) ไดศึ้กษาโปรตีนไอโซเลตท่ีสกดัไดจ้ากน ้าเกลือท่ีใชห้มกัปลาเฮอร์ริง (salted herring brine) 
พบว่าส่วนของ pH precipitated fraction มีความสามารถในการเกิดโฟม (foaming capacity) และความ
คงตวัของโฟม (foaming stability) สูงท่ีสุดท่ี pH 10 (92.5 ± 3.5%) และต ่าท่ีสุดท่ี pH 6 (40.0 ± 7.0%) 
Omana et al. (2010) พบวา่คุณสมบติัการขยายตวัของโฟม (foam expansion property) ของ myofibrillar 
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protein จากเน้ือส่วนท่ีเป็นสีเขม้ (chicken dark meat) ของไก่ในสภาวะท่ีเป็นด่าง (pH 10.5, 11.0, 11.5 
และ 12.0) มีค่าเพิ่มข้ึนตาม pH โดยมีค่าสูงท่ีสุดท่ี pH 11.5 นอกจากน้ี RodrÍguez Patino et al. (2007) ยงั
ได้ศึกษาคุณสมบัติการเกิดโฟมของโปรตีนไอโซเลตท่ีสกัดจากทานตะวนับดท่ีผ่านการย่อยด้วย
เอนไซม ์โดยเปรียบเทียบ foaming power และความคงตวัของโฟมของ sunflower protein isolate (SPI) 
และโปรตีนไอโซเลตท่ีผา่นการยอ่ยท่ี degrees of hydrolysis (DH) ต่างๆกนั (5.62%, 23.5% และ 
46.3%) โดยใชเ้คซีเนต (Caseinate) เป็นโปรตีนอา้งอิง พบว่า foam capacity, การเก็บก๊าซและของเหลว
ภายในโฟม และความหนาแน่นของโฟมเพิ่มข้ึนตามความเขม้ขน้ของโปรตีนในสารละลาย โดย 
sunflower protein isolate (SPI) ไม่สามารถเกิดโฟมไดท่ี้ความเขม้ขน้ต ่ากว่า 1%  เน่ืองมาจาก
ความสามารถในการละลายท่ีต ่า (27.9% ท่ี pH 7.0) ซ่ึงความสามารถในการละลายมกัจะข้ึนอยูก่บัค่า pH 
ของโปรตีน Yuliana et al. (2014) ศึกษาการสกดัและคุณลกัษณะของโปรตีนไอโซเลตจากเปลือกเมลด็
มะม่วงหิมพานต ์(defatted cashew nut shell) พบว่าความสามารถในการละลายของโปรตีนไอโซเลตท่ี
สกดัไดจ้ะมีค่าต ่าลงเม่ือ pH ลดลง และมีค่าการละลายต ่าท่ีสุดท่ีจุด isoelectric point (pH 3) 
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บทที ่3 

วธีิด ำเนินกำรวจิัย 

 

3.1  วสัดุและอุปกรณ์ 

       3.1.1  วตัถุดิบ 
              3.1.1.2  เน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่ จากไก่สายพนัธ์ุ Arbor Acres 

       3.1.2  เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

              3.1.2.1  เคร่ืองชัง่ละเอียด 4 ต าแหน่ง (รุ่น New classic MF, Mettler Toledo, Germany) 
              3.1.2.2  เคร่ือง Homogeniser (รุ่น T25 B, IKA, Malaysia) 
              3.1.2.3  ชุดกลัน่โปรตีน (Distillation Unit) (รุ่น Vapopdest 30, Gerhardt, Germany) 
              3.1.2.4 เคร่ืองย่อยโปรตีน (Kjeldathem Digestion block) (รุ่น KB (KB-8S), Gerhardt, 
 Germany) 
              3.1.2.5  ชุดสกดัซอกซ์เลต็ (soxhlet apparatus) (รุ่น S306 AK, Gerhardt, Germany) 
              3.1.2.6  ตูอ้บลมร้อน (hot air oven) (รุ่น ED/FD, binder, Germany) 
              3.1.2.7  เตาเผาไฟฟ้า (muffle furnace) (รุ่น LT 40/11/B170, Nabortherm GmbH,    
 Germany) 
              3.1.2.8  เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (Spectophotometer) (รุ่น V-1200, MAPADA, Chinese) 
              3.1.2.9  Hot plate stirrer (รุ่น C-MAG HS7, IKA, Germany) 
              3.1.2.10  เคร่ืองป่ันเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated Centrifuge) (รุ่น Legend Mach  
 1.6R, Thermo Fisher scientific, Germany) 
              3.1.2.11  เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) (รุ่น FEP 20/FG20, metler Toledo,  
 Switzerland) 
              3.1.2.12  ชุดอุปกรณ์อิเลคโตรโฟริซิส ( รุ่น AE-6450, ATTO, Japan)  
              3.1.2.13  โถดูดความช้ืน (desiccator) 
              3.1.2.14  อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) (รุ่น WNB29, memmert, Germany) 
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              3.1.2.15  Thermometer  
              3.1.2.16  Vortex 
              3.1.2.17  ตูเ้ยน็ ใชท่ี้อุณหภูมิ-20 องศาเซลเซียส 
              3.1.2.18  กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 และ 4 
              3.1.2.19  ถว้ยอลูมิเนียม (aluminium can) 
              3.1.2.20  ถว้ยกระเบ้ือง (crucible) 
              3.1.2.21  เคร่ืองแกว้ 

3.2  สำรเคมี 

       3.2.1  Conc. Sulfuric acid (QRёC, Netherland) 
       3.2.2  Boric acid (Merck, Germany) 
       3.2.3  Hydrochloric acid (HCl) (Abantor performance materials, USA) 
       3.2.4  Sodium hydroxide (NaOH) (Ajax Finechem, Australia) 
       3.2.5  Copper (II) sulfate (CuSO4) (Ajax Finechem, Australia) 
       3.2.6  Potassium sulfate (K2SO4) (Carlo Erba, Italy) 
       3.2.7  Petroleum ether ท่ีมีจุดเดือด 40-60 องศาเซลเซียส (Carlo Erba, Italy) 
       3.2.8  Acetic acid (CH3COOH) (Carlo Erba, Italy) 
       3.2.9  Ethanol (RCI labscan, Thailand) 
       3.2.10  Metanol (Fisher Scientific, UK) 
       3.2.11  Perchloric acid (HClO4) (Ajax Finechem, Australia) 
       3.2.12  Isopropanol (RCI labscan, Thailand) 
       3.2.13  Sodium acetate (CH3COONa) (Merck, Germany) 
       3.2.14  Trisodium citrate (Na3C6H5O7) (Ajax Finechem, Australia) 
       3.2.15  Citric acid (C6H8O7) (Lobachemie, India) 
       3.2.16  Trichloroacetic acid (TCA) (Carlo Erba, Italy) 
       3.2.17  Sodium dodecyl sulfate (SDS) (Lobachemie, India) 
       3.2.18  Bovine serum albumin (BSA) (Sigma, USA) 
       3.2.19  Beta-Mercaptoethanol (β-ME) (Bio-rad, China) 
       3.2.20  Disodium phosphate (Na2HPO4) (Merck, Germany) 
       3.2.21  Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) (Carlo Erba, Italy) 
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       3.2.22  Potassium chloride (KCl) (Merck, Germany) 
       3.2.23  Tris (Fisher Scientific, UK) 
       3.2.24  Urea (Ajax Finechem, Australia) 
       3.2.25  Methylene blue 
       3.2.26  Methy red 
       3.2.27  Chloramine T 
       3.2.28  p- Dimethylamine- benzaldehyde (Fluka, Switzerland) 
       3.2.29  Anala R Isopropanol (RCI labscan, Thailand) 
       3.2.30  1- hydroxyproline 
       3.2.31  Coomassie Blue R-250 (Bio-rad, China) 
       3.2.32  Potassium Sodium Tartrate (KNaC4H4O6·4H2O) (Ajax Finechem, Australia) 
       3.2.33  Potassium iodide (KI) (J.T Baker, USA) 
       3.2.34  Glycerol (Carlo Erba, Italy) 
       3.2.35  Activated carbon 
       3.2.36  Acetate buffer 
       3.2.37  30% Acrylamide/Bis solution, 29:1 (Bio-rad, China) 
       3.2.38  Ammonium persulfate (APS) (Bio-rad, China) 
       3.2.39  TEMED (Bio-rad, China) 
       3.2.40  Glycine (Merck, Germany) 
       3.2.41  Vegetable oil 
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3.3  วธีิกำรทดลอง  

       3.3.1  วตัถุดิบและกำรเตรียมวตัถุดิบ 

       น าเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่ จากไก่สายพนัธ์ุ Arbor Acres ท่ีมีน ้ าหนกัประมาณ 2.1-2.4 กิโลกรัม/ตวั 
จากบริษทับีอาร์เอฟ (ไทยแลนด)์ จ ากดั จงัหวดัปทุมธานี บรรจุในถุงพลาสติก เก็บในกล่องโฟมบรรจุ
น ้ าแขง็ในอตัราส่วน 1:2 ขนส่งมาท่ีคณะอุตสาหกรรมเกษตร สถาบนัเทคโนโลยีพระจอมเกลา้เจา้คุณ
ทหารลาดกระบงั ภายในเวลา 1.5 ชม. เม่ือมาถึงน าเน้ือเยื่อผนงักระเพาะไก่มาลา้งท าความสะอาดดว้ย
น ้าประปา ท้ิงใหส้ะเดด็น ้า ตดัตวัอยา่งใหมี้ขนาดประมาณ 5x 5 มม2. โดยใชก้รรไกร จากนั้นบรรจุในถุง
พอลิเอทธิลีน แลว้น าไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ-20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะใชง้าน (ตวัอยา่งท่ีใช ้เก็บไม่
เกิน 2 เดือน) 
       น าเยื่อผนงักระเพาะไก่ท่ีเตรียมไวม้าวิเคราะห์หาปริมาณ โปรตีน ไขมนั เถา้ และความช้ืน ตามวิธี
ของ AOAC (1999) และตรวจสอบปริมาณไฮดรอกซีโพรลีน (Hydroxyproline content) ตามวิธีของ 
Bergman และ Loxley (1963) 

       3.3.2  กำรจ ำแนกคุณลกัษณะโปรตีนของเน้ือเย่ือผนังกระเพำะไก่ 

              3.3.2.1  กำรตรวจสอบองค์ประกอบของโปรตีน (Protein composition) 

       ท าการตรวจสอบองคป์ระกอบของโปรตีนภายในเน้ือเยื่อผนงักระเพาะไก่โดยดดัแปลงจากวิธีของ 
Hashimoto et al. (1979) และควบคุมอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตลอดทั้งกระบวนการ ดงัแสดงขั้นตอน
ในภาพท่ี 3.1 โดยน าตวัอยา่งเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่มาปริมาณ 50 กรัม มาท าการสกดัดว้ย สารละลาย 
A  (สารละลาย A  ประกอบดว้ย 15.6 mM Na2HPO4 และ 3.5 mM KH2PO4, pH 7.5) จากนั้นน าไปโฮโม
จีไนซ์ ดว้ยเคร่ือง Ultra-Turrax homogenizer ท่ีความเร็ว 11,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที แลว้น าไป
ป่ันเหวี่ยง (Centrifuge) ท่ี 8,000xg เป็นเวลา 15 นาที เก็บส่วนใสจากการป่ันเหวี่ยง (Supernatant) ท่ีได ้
และน าส่วนท่ีเป็นตะกอน (Pellet) ไปสกดัดว้ยสารละลาย A อีกคร้ัง น าส่วนใสท่ีไดจ้ากการสกดัทั้งสอง
รอบมารวมกนัแลว้ผสมกบั Trichloroacetic acid (TCA) เยน็ ความเขม้ขน้ 50% จนไดค้วามเขม้ขน้
สุดทา้ยท่ี 10% จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 8,000xg เป็นเวลา 15 นาที จะไดส่้วนใส (Supernatant) เป็น
ส่วนของ non-protein nitrogen (NPN) ส่วนท่ีตกตะกอนจากการป่ันเหวี่ยง (Pellet) จะเป็นส่วนของ 
water-soluble protein (Sarcoplasmic protein) น าส่วนตะกอนท่ีไดจ้ากการสกดัดว้ยสารละลาย A ใน
ขั้นตน้ทั้งสองรอบมารวมกนั แลว้ท าการสกดัดว้ย สารละลาย B (สารละลาย B  ประกอบดว้ย 0.45 M 
KCl, 15.6 mM Na2HPO4, 3.5 mM KH2PO4, pH 7.5) น าไปโฮโมจีไนซ์ดว้ยเคร่ือง Ultra-Turrax 
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homogenizer ท่ี 11,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที ก่อนน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 8,000xg เป็นเวลา 15 นาที 
ส่วน (Supernatant) ท่ีไดจ้ะเป็นส่วนของ salt-soluble fraction (Myofibrillar protein) ส่วนท่ีตกตะกอน
จากการป่ันเหวี่ยง น าไปสกดัดว้ย 0.1 M NaOH ปริมาณ 10 เท่าของตะกอน พร้อมกบัการ กวนต่อเน่ือง
เป็นเวลา 12 ชัว่โมง จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 8,000xg เป็นเวลา 15 นาที ส่วนใส (Supernatant) เป็น
ส่วนของ Alkali-soluble fraction ส่วนท่ีตกตะกอนคือ Alkali-insoluble fraction (Stroma) 

       ค านวนหา Nitrogen content ของตวัอยา่งโปรตีนทั้งหมด และ Non-protein fraction โดยใชว้ิธี 
Kjeldahl method (AOAC, 1999) และ ตรวจสอบรูปแบบของโปรตีนดว้ยเทคนิค Sodium 
dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) โดยใช ้4% stacking gel และ 10% 
separating gel ตามวิธีของ Laemmli (1970)  นอกจากน้ีน าส่วนสโตรมาไปวิเคราะห์หาปริมาณไฮดรอก
ซีโพรลีน (Hydroxyproline content) ตามวิธีของ Bergman และ Loxley (1963) 
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ภำพที ่3.1 : Fractionation procedure of Protein composition. 
ที่มำ    : Hashimoto et al. (1979) 
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              3.3.2.2  กำรศึกษำกำรละลำยของโปรตีน (Protein solubility) 

       ตรวจสอบการละลายของโปรตีนโดยดดัแปลงจากวิธีของ Roussel และ Cheftel (1990)  ซ่ึงแสดง
ในภาพท่ี 3.2 ท าการแบ่งตวัอยา่งเน้ือเยื่อผนงักระเพาะไก่ออกเป็น 5 กลุ่ม กลุ่มละ 4 กรัม น ามาเติม
สารละลาย  S1 (0.6M KCl), S2  (20 mM Tris, pH 8.0), S3 (20 mM Tris, pH 8.0 containing 1% (w/v ) 
SDS), S4 (20 mM Tris, pH 8.0 containing 1% (w/v ) SDS 8M and urea) และ S5 (20 mM Tris, pH 8.0 
containing 1% (w/v) SDS, 8M urea and 2% (v/v) β-mercaptoethanol) ปริมาตร 20 มล. จากนั้นน าไป
กวน ดว้ย เคร่ือง magnetic stirrer อยา่งต่อเน่ือง เป็นเวลา 4 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิหอ้ง (หมายเหตุ : น า S5 
ไปแช่ใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 100º C เป็นเวลา 2 นาทีก่อนการน าไปกวนสกดั) จากนั้นน าตวัอยา่งมา
ป่ันเหวี่ยงท่ี 12,000xg เป็นเวลา 30 นาที เก็บส่วนใส 4 มล. มาเติม 50% (w/v) TCA เยน็ จนได ้TCA 
ความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 10% แลว้น าไปเก็บไวท่ี้ 4º ซ เป็นเวลา 18 ชม. ก่อนน ามาป่ันเหวี่ยงท่ี 2,500xg  
เป็นเวลา 20 นาที เกบ็ตะกอน (ท้ิงส่วนใส) ท่ีไดไ้ปละลายดว้ย 0.5 M NaOH วิเคราะห์หาปริมาณโปรตีน
ดว้ยวิธี Biuret method โดยใช ้Bovine serum albumin (BSA) เป็นโปรตีนมาตรฐานโดยเปอร์เซ็นตก์าร
ละลายของโปรตีนค านวนเปรียบเทียบจากปริมาณโปรตีนทั้งหมดของตวัอยา่งชุดควบคุม (C) ท่ีละลาย
ดว้ย 0.5 M NaOH เป็นเวลา 24 ชม. 
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ภำพที ่3.2 : Determination procedure of Protein solubility. 
 ที่มำ    : ดดัแปลงจาก Roussel และ Cheftel (1990)  
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       3.3.3  กำรเตรียมโปรตีนไอโซเลตจำกเน้ือเย่ือผนังกระเพำะไก่ 

              3.3.3.1  ผลของความเขม้ขน้ของ NaOH ต่อการละลายของโปรตีน 

       การสกดัโปรตีนจากเน้ือเยื่อผนงักระเพาะไก่ดว้ยวิธีใชด่้าง แสดงดงัภาพท่ี 3.3 น าตวัอยา่งเน้ือเยื่อ
ผนงักระเพาะไก่มา 10 กรัม (บนัทึกค่าน ้ าหนกัแน่นอน) ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ ขนาด 250 มล. เติม
สารละลาย NaOH ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ (0.1, 0.25, 0.5, 1.0 และ 2.0 โมลาร์ ) ปริมาตร 100 มล. 
จากนั้นน าไปบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ี 35ºC  เขย่าอย่างต่อเน่ืองเป็นเวลา 24 ชม. ก่อนน าไปป่ัน
เหวี่ยง (Centrifuge) ท่ี 6,500xg เป็นเวลา 15 นาที เก็บส่วนใสพร้อมบนัทึกปริมาตรส่วนใสทั้งหมด แลว้
ท าการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนดว้ยวิธี Biuret  เลือกสภาวะท่ีเหมาะสมซ่ึงไดป้ริมาณโปรตีนสูงท่ีสุดโดย
ใชค้วามเขม้ขน้ของ NaOH ต  ่าท่ีสุด ค านวณหาค่า Relative solubility โดยใชส้มการ 
 

Relative solubility (%) = (A/B)x100 
 
เม่ือ  A คือ ปริมาณโปรตีนท่ีละลายได ้
 B คือ ปริมาณโปรตีนท่ีความเขม้ขน้ท่ีละลายไดสู้งท่ีสุด 
 
และตรวจสอบรูปแบบของโปรตีนดว้ยเทคนิค SDS-PAGE โดยใช ้4% stacking gel และ 10% 
separating gel ตามวิธีของ Laemmli (1970) 
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ภำพที ่3.3 : Extraction procedure of protein of inner linning tissue from chicken gizzard using  

  NaOH at different conditions. 
 

              3.3.3.2  ผลของอุณหภูมิต่อการละลายของโปรตีน 

       น าตวัอย่างเน้ือเยื่อผนงักระเพาะไก่มา 10 กรัม (บนัทึกค่าน ้ าหนกัแน่นอน) ใส่ลงในขวดรูปชมพู ่
ขนาด 250 มล. เติมสารละลาย NaOH ท่ีระดบัความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมจากขอ้ 3.3.3.1 ปริมาตร 100 มล. 
จากนั้นน าไปบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิ โดยควบคุมอุณหภูมิท่ี 25, 35, 45, 60 และ 75ºC  เขยา่อยา่ง
ต่อเน่ืองเป็นเวลา 24 ชม. ก่อนน าไปป่ันเหวี่ยง (Centrifuge) ท่ี 6,500xg เป็นเวลา 15 นาที เก็บส่วนใส
พร้อมบนัทึกปริมาตรส่วนใสทั้งหมด แลว้ท าการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนดว้ยวิธี Biuret  
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 3.3.3.3  ผลของระยะเวลาต่อการละลายของโปรตีน 

       น าตวัอย่างเน้ือเยื่อผนงักระเพาะไก่มา 10 กรัม (บนัทึกค่าน ้ าหนกัแน่นอน) ใส่ลงในขวดรูปชมพู ่
ขนาด 250 มล. เติมสารละลาย NaOH ท่ีระดบัความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมจากขอ้ 3.3.3.1 ปริมาตร 100 มล. 
จากนั้นน าไปบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิ โดยควบคุมอุณหภูมิท่ีเหมาะสมจากขอ้ 3.3.3.2 เขย่าอย่าง
ต่อเน่ืองเป็นเวลา 3, 6, 12, 24 และ 48 ชม. ก่อนน าไปป่ันเหวี่ยง (Centrifuge) ท่ี 6,500xg เป็นเวลา 15 
นาที เก็บส่วนใสพร้อมบนัทึกปริมาตรส่วนใสทั้งหมด แลว้ท าการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี 
Biuret  

              3.3.3.4  การผลิตโปรตีนไอโซเลตจากเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่ 

       น าตวัอยา่งเน้ือเยื่อผนงักระเพาะไก่มา 100 กรัม (บนัทึกค่าน ้ าหนกัแน่นอน) ใส่ลงในขวดรูปชมพู ่
เติมสารละลาย NaOH ท่ีระดบัความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมจากขอ้ 3.3.3.1 ปริมาตร 1000 มล. จากนั้นน าไป
บ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิ โดยควบคุมอุณหภูมิและเขยา่อยา่งต่อเน่ืองในสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากขอ้ 
3.3.3.2 และ 3.3.3.3 ตามล าดบั  ก่อนน าไปป่ันเหวี่ยง (Centrifuge) ท่ี 6,500xg เป็นเวลา 15 นาที เกบ็ส่วน
ใสมาปรับ pH ใหเ้ท่ากบั 7.0 ดว้ย 6M HCl จากนั้น น าไปท าใหแ้หง้ดว้ยดว้ยเคร่ืองท าแหง้แบบอบแหง้
แช่เยอืกแขง็ (freeze dryer) ส่วนท่ีผลิตไดเ้รียกวา่ โปรตีนไอโซเลต 

 
       3.3.4  กำรตรวจสอบควำมไม่ชอบน ำ้บริเวณพืน้ผวิ (surface hydrophobicity) 

       ตรวจสอบ surface hydrophobicity ของตวัอยา่งโปรตีนไอโซเลตตามวิธีของ Benjakul et al. (1997) 
โดยใช ้1-anilino-naphthalene-8-sulphonic acid (ANS) เป็น probe โดยละลายตวัอยา่งโปรตีนไอโซเลต
ใน 10 mM phosphate buffer (pH 6.0) ท่ีมี 0.6M NaCl ให้มีความเขม้ขน้ 0.125, 0.25, 0.5 และ 1 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จากนั้นน าสารละลายเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่ปริมาตร 2 มิลลิลิตรมาท าปฏิกิริยากบั
สารละลาย 8 mM ANS (ใน 0.1M phosphate buffer, pH 7.0) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ท าการวดัค่า 
fluorescence intensity ของ ANS-protein conjugate โดยใช ้excitation wavelength ท่ีความยาวคล่ืน 374 
นาโนเมตร และ emission wavelength ท่ี 485 นาโนเมตรโดยใชเ้คร่ือง spectrofluorometer ค่าความชนั
เร่ิมตน้ของกราฟความสัมพนัธ์ระหว่างค่า fluorescence intensity และ ความเขม้ขน้ของสารละลาย
ตวัอยา่งจะรายงานเป็นค่าความไม่ชอบน ้าบริเวณพื้นผวิ (SoANS)  
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       3.3.5  วิเครำะห์ปริมำณซัลไฮดริลรวม (total sulfhydryl content) และปริมำณซัลไฮดริลบริเวณ
พืน้ผวิ (surface-reactive sulfhydryl content) 

       วิเคราะห์หาปริมาณ total sulfhydryl content ของตวัอยา่งโปรตีนไอโซเลตโดยใช ้5,5’-dithio-bis 
(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) ตามวิธีของ Benjakul et al. (1997) โดยน าสารละลายตวัอยา่งโปรตีนไอ
โซเลต (100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกบั 0.2M Tris-HCl buffer (containing 8M 
urea, 2% SDS and 10 mM EDTA; pH 6.8) ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั จากนั้นน าสารละลาย
ผสมท่ีเตรียมได ้4 มิลลิลิตรมาเติม 0.1% DTNB (in 0.2 M Tris-HCl buffer, pH 6.8) ปริมาตร 0.4 
มิลลิลิตร แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 25 นาที วดัค่าการดูดกลืนแสงโดยใช้
เคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 412 นาโนเมตร เตรียม blank โดยใช ้0.6M KCl, pH 7.0 
แทนตวัอย่าง การหาปริมาณ surface-reactive sulfhydryl content ท าวิธีเดียวกนั แต่ไม่เติมยูเรีย การ
วิเคราะห์ total sulfhydryl content และ surface-reactive sulfhydryl content ค  านวณโดยใช ้molar 
extinction coeffient เท่ากบั 13,600 M-1 cm-1 

       3.3.6  กำรตรวจสอบสมบัติเชิงหน้ำที ่(Functional properties) ของโปรตีนไอโซเลต 

              3.3.6.1 ค่าศกัยซี์ตา้ (Zeta (ζ )- potential) 

       ตรวจสอบค่าศกัยซี์ตา้โดยดดัแปลงจากวิธีของ Nalinanon et al. (2010) โดยน า Protein isolate ท่ีมี
ความเขม้ขน้ 0.5 กรัมต่อลิตรปริมาณ 20 มิลลิตรไปวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง zeta potential analyzer 
(ZetaPALS, Brookhaven Instruments Co., Holtsville, NY, USA) ปรับ pH ของตวัอยา่งโดยใชก้รดไน
ตริกความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์หรือสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด ์1.0 โมลาร์โดยใช ้autotitrator 
จุด isoelectric point (pI) จะประมาณไดจ้าก pH ท่ีแสดงค่า ζ- potential เป็นศูนย ์

              3.3.6.2  สมบติัการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ (Emulsifying properties) 

       ตรวจสอบคุณสมบติัการเกิดอิมลัชนัโดยท าตามวิธีของ Nalinanon et al. (2011b) โดยน าน ้ ามนัพืช 6 
มิลลิลิตร และสารละลาย Protein isolate 0.2% ในน ้ ากลัน่ท่ีมี pH 1, 3, 5, 7 และ 9 ปริมาตร 18 มิลลิลิตร 
ผสมให้เขา้กนัดว้ยเคร่ือง homogenizer ท่ีความเร็ว 20000 rpm เป็นเวลา 1 นาที เก็บส่วนผสมอิมลัชนั
จากส่วนกลางของภาชนะมา 50 ไมโครลิตรท่ีเวลา 0 และ 150 นาทีหลงัจากโฮโมจีไนซ์ จากนั้นน ามา
ผสมกบัสารละลาย Sodium dodecyl sulphate (SDS) 0.1% ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใช ้
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vortex 10 วินาที จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีช่วงความยาวคล่ืน 
500 นาโนเมตร โดยใชส้ารละลาย SDS 0.1% เป็น blank  

       ค านวณค่าดชันีกิจกรรมการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ (emulsifying activity index (EAI)) และ ดชันีความ
คงตวัของอิมลัชนั (emulsion stability index (ESI)) โดยใชส้มการ 

 

EAI (m2/g) = (2 x 2.303 x A500)/[0.25 x ปริมาณโปรตีน (กรัม)] 

โดย A500 คือค่าการดูดกลืนแสงท่ี 500 นาโนเมตร 

ESI (นาที) = A0 x Δt/ΔA 

เม่ือ ΔA = A0 – A150 และ Δt = 150 นาที 

 A150 และ A0 คือค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 500 นาโนเมตรท่ีเวลา 150 และ 0 นาที 
ตามล าดบั 

              3.3.6.3  สมบติัการเกิดโฟม (Foaming properties) 

       ตรวจสอบคุณสมบติัการเกิดโฟมโดยดดัแปลงจากวิธีของ Liu et al. (2010) และ  Nalinanon et al. 
(2011b) โดยน าสารละลายโปรตีน 0.5%.ในน ้ า ท่ีมี pH 1, 3, 5, 7 และ 9 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ใส่ลงใน
กระบอกตวงขนาด 100 มิลลิลิตร ท าการผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ือง homogenizer ท่ีความเร็ว 13400 rpm 
เป็นเวลา 1 นาที อ่านปริมาตรหลงัจากท้ิงไวเ้ป็นเวลา 0 และ 60 นาที ค  านวณหา foam expansion (PE) 
และ Foam stability (FS) จะค านวณโดยใชส้มการ 
 

Foaming expansion (%) = ((AT-B)/B) x 100 
Foam stability (%) = ((At-B)/B) x 100 

 
       เม่ือ  AT คือ ปริมาตรท่ีอ่านไดห้ลงัจากการตี 
 B คือ ปริมาตรของสารละลายก่อนการตี (มิลลิลิตร) และ  
 At คือ ปริมาตรท่ีอ่านไดห้ลงัจากท้ิงไวเ้ป็นเวลา 60 นาที 
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       3.3.7  กำรวำงแผนกำรทดลอง และกำรวิเครำะห์ทำงสถิติ 

       วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) แต่ละคร้ังทดลองท าการ
วิเคราะห์ 3 ซ ้ า วิเคราะห์ความแปรปรวนของขอ้มูล โดยใช ้Analysis of variance (ANOVA) และ
วิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยใช ้Duncan’s Multiple Range Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 ดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูป SPSS Version 16 
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บทที ่4 

ผลกำรทดลองและวจิำรณ์ผลกำรทดลอง 

 

4.1  องค์ประกอบทำงเคมีของเน้ือเย่ือผนังกระเพำะไก่ 

       4.1.1  องค์ประกอบทำงเคมี 

       ผลการวิเคราะห์องคป์ระกอบทางเคมีของเน้ือเยื่อผนังกระเพาะไก่แสดงในตารางท่ี 4.1 พบว่า
เน้ือเยื่อผนังกระเพาะไก่มีโปรตีนและความช้ืนเป็นองค์ประกอบหลกั คิดเป็นปริมาณ 61.37% และ 
38.68% ตามล าดบั ส่วนไขมนัและเถา้พบในปริมาณนอ้ย (0.5-1.2 %) สอดคลอ้งกบัผลการศึกษาของ 
Lee (2013) ซ่ึงตรวจสอบองคป์ระกอบทางเคมีของเน้ือเยื่อผนงักระเพาะไก่จาก silkie flow ไก่ด า
ไตห้วนั (Taiwan black-feather country chicken) ไก่แดง (red-feather country chicken) และ เน้ือเยือ่
ผนังกระเพาะไก่ท่ีผ่านการตม้ พบว่า ตวัอย่างมีโปรตีนเป็นองค์ประกอบหลกัโดยพบเป็นปริมาณ
ระหว่าง 42.32-48.97%  ส่วน Webb และ Colvin (1964) รายงานว่าตวัอยา่งเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่ของ 
domestic fowl (Gallus domesticus) พบไขมนัในปริมาณนอ้ยและไม่พบคาร์โบไฮเดรต  

       องคป์ระกอบทางเคมีของเน้ือเยือ่สตัวต่์างๆมีความแตกต่างกนัโดยมีหลายปัจจยั เช่น ชนิดของสัตว ์
ชนิดของเน้ือเยื่อ เช่น กลา้มเน้ือเรียบของก๋ึนไก่มีความช้ืน และโปรตีนสูง (76.91% และ 19.86% 
ตามล าดบั) แต่มีไขมนัในปริมาณต ่ากว่า และมีปริมาณเถา้ใกลเ้คียงกนัเม่ือเปรียบเทียบกบักลา้มเน้ือ
หวัใจของแพะ (Maiti และ Ahlawat, 2011) ในปลาล้ินหมามีความช้ืน (76.72-77.29%) โปรตีน (14.99-
15.28%) ไขมนั (3.62-4.03%) และเถา้ (3.65-3.78%) โดยไม่พบความแตกต่างขององคป์ระกอบทางเคมี
ของเน้ือปลาในแต่ละสูตรอาหารท่ีใชใ้นการเล้ียง (Zhang et al., 2013) 

       ปริมาณโปรตีนท่ีพบสูงน้ีแสดงให้เห็นว่าเน้ือเยื่อผนังกระเพาะไก่มีศักยภาพในการน ามาใช้
ประโยชน์จากโปรตีนในดา้นต่างๆ เช่น โปรตีนไอโซเลต และโปรตีนไฮโดรไลเซต เป็นตน้ 
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ตำรำงที่ 4.1 Chemical composition of inner lining tissue from chicken gizzard (ILG). 

Composition Content (% dry weight basis) 

Protein 61.37±0.43 

Moisture 38.68±0.13 

Lipid   1.20±0.93 

Ash   0.52±0.03 

 

       การวิเคราะห์ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนจากตวัอยา่ง 3 ชนิด ไดแ้ก่ เจลาตินทางการคา้ (Commercial 
Gelatin), เน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่ (Inner lining tissue from chicken gizzard) สโตรมา (Stroma) จาก
เน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่ ตามวิธีของ Bergman และ Loxley (1963) แสดงผลดงัตารางท่ี 4.2 พบว่าส่วน
ของสโตรมามีปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนเท่ากบั (1.75 mg/100 g sample) โดยพบในปริมาณสูงกว่าใน
เน้ือเยื่อผนังกระเพาะไก่ถึง 6 เท่า แต่อย่างไรก็ตาม ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนท่ีพบในส่วนสโตรมามี
ปริมาณนอ้ย  เม่ือเทียบกบัเจลาตินทางการคา้ (commercial food grade) (134 mg/100 g sample) ในขณะ
ท่ี Hrynets et al. (2010) ไดร้ายงานว่าตวัอยา่งจากเน้ือไก่งวง (mechanically separated turkey meat) 
พบว่าปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนเท่ากบั 1160 mg/100 g โดยน ้ าหนกัแหง้ ผลการทดลองจึงแสดงใหเ้ห็น
ว่าเน้ือเยื่อผนังกระเพาะไก่มีปริมาณคอลลาเจนน้อยมาก อาจเน่ืองจากองคป์ระกอบของเน้ือเยื่อผนัง
กระเพาะไก่เป็นโครงสร้าง polysaccharide-protein complex ท่ีเรียกว่าโคอิลิน (Koilin) ซ่ึงมีคุณลกัษณะ
คลา้ยกบัเคราตินท่ีพบในขนสัตวปี์ก (Akester, 1986; Cheeke และ Dierenfeld, 2010) การวิเคราะห์
ปริมาณของไฮดรอกซีโพรลีนน้ีเป็นตวัช้ีวดัปริมาณของคอลลาเจน เน่ืองจากกรดอะมิโนชนิดน้ีเป็น
องคป์ระกอบหลกัของคอลลาเจน (Marshall และ Bangert, 2008) ซ่ึงไฮดรอกซีโพรลีนน้ีจะไม่พบใน
โปรตีนชนิดอ่ืนนอกจากอิลาสตินซ่ึงมีไฮดรอกซีโพรลีนประมาณ 1.5-2.3% ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัแหล่งท่ีมา
ของตวัอยา่ง (Neuman และ Logan, 1950)  
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ตำรำงที่ 4.2 Hydroxyproline content of commercial food grade gelatin, inner lining tissue from 
chicken gizzard and its stroma counterpart. 

Sample Hydroxyproline  content 
(mg/100g sample on dry basis) 

Gelatin 134.01± 1.58 
Chicken Inner linning tissue         0.27± 6.9x10-4 

Stroma    1.75± 0.04 

 

       4.1.2  องค์ประกอบของโปรตีน (Protein composition)  

       ตารางท่ี 4.3 แสดงองคป์ระกอบของโปรตีน (Protein composition) ของเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่ใน
รูปเปอร์เซ็นต์ไนโตรเจน พบว่า Stroma เป็นส่วนท่ีมีปริมาณไนโตรเจนสูงท่ีสุดส่วน alkali-soluble 
proteins, myofibrillar proteins, non protein nitrogen (NPN) และ sarcoplasmic proteins มีปริมาณ
นอ้ยลงตามล าดบั จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นว่า ส่วนของ alkaline-insoluble fraction (stroma) เป็น
องคป์ระกอบหลกัของโปรตีนในเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่ ส่วน alkali-soluble proteins และ salt-soluble 
(myofibrillar protein) เป็นองคป์ระกอบยอ่ยรองลงมา 

       ในโปรตีนในกลา้มเน้ือลายของสัตว์ปีกโดยทัว่ไปจะมีส่วนของ Myofibrillar proteins เป็น
องคป์ระกอบหลกั (53.6%) ส่วน Sarcoplasmic proteins  (21.4%) และ Stroma (6.0%) เป็น
องคป์ระกอบย่อยรองลงมา (Guerrero-Legarreta, 2010) ในเน้ือสัตวช์นิดอ่ืน Kamal et al.(2000) 
รายงานว่าในกุง้กา้มกรามและกุง้กุลาด า พบ myofibrillar proteins เป็นองคป์ระกอบหลกั คิดเป็น
ปริมาณ 44.63% และ 46.29% ตามล าดบั ส่วน sarcoplasmic proteins พบ 36.51% และ 35.32% 
ตามล าดบั และพบ Stroma และ alkali-soluble proteins เป็นองคป์ระกอบย่อยรองลงมาตามล าดบั 
โปรตีนส่วนของ Stroma เป็นส่วนท่ีบ่งบอกถึงโปรตีนท่ีเป็นเน้ือเยือ่เก่ียวพนั ซ่ึงเป็นส่วนท่ีจบัยดึและค ้า
จุนโครงสร้างของกลา้มเน้ือ โดยทัว่ไปจะมีประมาณ 3-6% ของปริมาณโปรตีนในกลา้มเน้ือของสัตวปี์ก 
(Owens, 2010) 

       เม่ือพิจารณาจากองคป์ระกอบทางเคมีของเน้ือเยื่อผนังกระเพาะไก่ พบว่าส่วนของ Stroma มี
ปริมาณสูงถึง 38.44±1.07% ซ่ึงสูงกว่าในกลา้มเน้ือลายของสัตวปี์กมาก ท าใหเ้น้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่มี
ลกัษณะท่ีเหนียวและแขง็แรงมากกวา่เน้ือเยือ่อ่ืนๆของสตัวปี์ก ทั้งน้ีผลการทดลองเป็นท่ีน่าประหลาดใจ
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อย่างยิ่งเน่ืองจากตวัอย่างเน้ือเยื่อผนังกระเพาะไก่พบ stroma เป็นองค์ประกอบหลกัแต่กลบัพบ
ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีน (ตารางท่ี 4.2) ในปริมาณต ่ามาก ดงันั้นผลการทดลองช้ีให้เห็นว่า เน้ือเยื่อ
เก่ียวพนัจากผนงักระเพาะไก่เป็นเน้ือเยือ่เก่ียวพนัท่ีไม่มีคอลลาเจนเป็นองคป์ระกอบหลกั 

 

ตำรำงที่ 4.3 Protein composition from inner linning tissue from chicken gizzard. 

Composition Total nitrogen (% dry weight basis)* 

Alkali – insoluble (Stroma) 76.85±2.14 

Alkali soluble protein fraction 10.04±0.16 

Salt- Soluble protein (Myofibrillar proteins) 9.09±0.47 

Non- protein nitrogen (NPN) 3.86±0.64 

Water soluble (Sarcoplasmic proteins) 1.14±0.03 

* Total nitrogen was expressed as the percentage of total nitrogen from inner lining tissue from 
chicken gizzard.  

 

       การศึกษารูปแบบโปรตีนขององคป์ระกอบท่ีไดจ้ากเน้ือเยื่อผนงักระเพาะไก่แสดงในภาพท่ี 4.1 
พบว่าโปรตีนท่ีเป็นองคป์ระกอบหลกัทั้งสองส่วนท่ีพบใน alkaline-soluble fraction และ alkaline-
insoluble fractions มีขนาดโมเลกุลใหญ่ มีน ้ าหนกัโมเลกุลสูงซ่ึงแสดงให้เห็นจากความเขม้ของแถบสี
เขม้ของโปรตีนท่ีบริเวณสูงกว่า 250 กิโลดาลตนั (kDa) นอกจากน้ีในส่วนของ water-soluble protein 
fraction พบการกระจายตวัของโปรตีนท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลในช่วงต ่ากว่า 20 kDa จนถึงมากกว่า 250 
kDa สอดคลอ้งกบั Babji และ Kee (1994) ซ่ึงพบว่าส่วน sarcoplasmic proteins ของเน้ือไก่ spent hen 
พบการกระจายตวัของโปรตีนอยูร่ะหว่างน ้ าหนกัโมเลกุล 230 ถึง 27.5 kDa แถบโปรตีนคู่ท่ีน ้ าหนกั
โมเลกุล 41-39 kDa คาดว่าเป็น creatine kinase และ aldolase (Ladrat et al., 2003) แถบโปรตีนท่ีมี
น ้ าหนกัโมเลกุล 60, 58 และ 34 kDa พบว่าเป็นโปรตีน Pyruvate kinase, Phosphoglucose isomerase 
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และ Lactate dehydrogenase ตามล าดบั ส่วนโปรตีนท่ี 25 kDa พบว่าคือโปรตีน Phosphoglycerate 
mutase (Mudalal et al., 2014) 

 

 

ภำพที่ 4.1 SDS–PAGE pattern of protein fractions obtained from inner lining tissue of chicken 
gizzard. HM designates molecular weight protein standards. Myo, Alk, Stro, Sar and NPN indicate 
myofibrillar fraction, alkaline-soluble fraction, alkaline-insoluble (stroma) fraction, sarcoplasmic 
fraction and non-protein nitrogen fraction, respectively. 
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       4.1.3  ควำมสำมำรถในกำรละลำยของโปรตีน (Protein solubility) ในเน้ือเย่ือผนังกระเพำะไก่ 

       การละลายของเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่ในสารละลายต่างๆแสดงในภาพท่ี 4.2 ผลการทดลองพบว่า
เน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่มีโปรตีนท่ีละลายในสารละลาย S1 (0.6M KCl) และ S2 (20 mM Tris pH 8.0) 
ในปริมาณต ่า คิดเป็น 6.94% และ 4.63% แสดงใหเ้ห็นว่าในตวัอยา่งเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่ประกอบ
ไปดว้ยโปรตีนความคงตวัต่อการละลายในสารละลายเกลือและสภาวะ pH เป็นด่างเลก็นอ้ย ปริมาณ
โปรตีนท่ีละลายในสารละลาย S1 และ S2 ท่ีมีน้อยน้ีสัมพนัธ์กบัการพบ myofibrillar proteins เป็น
องคป์ระกอบในตวัอยา่งในปริมาณต ่าเช่นกนั โปรตีนท่ีละลายในสารละลาย S3 (20 mM Tris, pH 8.0 
containing 1% (w/v ) SDS) พบประมาณ 48%  สารละลาย S3 มี SDS เป็นส่วนประกอบซ่ึงสามารถ
ท าลายอนัตรกิริยาไฮโดรโฟบิคได ้ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นว่าเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่ประกอบไปดว้ยโปรตีนท่ี
มีอันตรกิริยาไฮโดรโฟบิคและพนัธะไอออนิกให้ความคงตัวของโครงสร้าง โปรตีนท่ีละลายใน
สารละลาย S4 (20 mM Tris, pH 8.0 containing 1% (w/v ) SDS and 8M urea ) พบประมาณ 48% ซ่ึงไม่
แตกต่างจากการละลายดว้ยสารละลาย S3 แมว้่าสารละลาย S4 มียูเรียเป็นองค์ประกอบซ่ึงสามารถ
ท าลายพนัธะไฮโดรเจนในโครงสร้างโปรตีนได ้(Prodpran et al., 2007) การใชส้ารละลาย S5 (20 mM 
Tris, pH 8.0 containing 1% (w/v ) SDS, 8M urea and 2% (v/v) β-mercaptoethanol) ท าใหต้วัอยา่งมี
ปริมาณโปรตีนละลายไดม้ากท่ีสุด คิดเป็น 81.76%  ซ่ึงสารละลาย S5 ประกอบดว้ย β-mercaptoethanol 
ท่ีสามารถท าลายพนัธะไดซลัไฟด ์(disulfide bond) ซ่ึงเป็นพนัธะโควาเลนต์ท่ีให้ความแขง็แรงของ
โครงสร้างโปรตีน (Li et al., 2008) ดงันั้นผลการทดลองน้ีช้ีให้เห็นว่าองคป์ระกอบโปรตีนในเน้ือเยื่อ
ผนังกระเพาะไก่มีอนัตรกิริยาไฮโดรโฟบิคและ พนัธะไดซัลไฟด์เป็นพนัธะหลกัท่ีท าให้โครงสร้างมี
ความคงตวั เช่นเดียวกบั Swamy et al. (1976) ซ่ึงรายงานว่าเน้ือเยื่อผนงักระเพาะของนกสายพนัธ์ุ 
Pelecanus phillippensis มีพนัธะไดซลัไฟดใ์หค้วามคงตวัของโครงสร้าง  
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.  

ภำพที่ 4.2 Bars indicate the % solubility of chicken lining inner gizzard in difference solvents (S1-
S5). S1 :0.6M KCl; S2 :20 mM Tris, pH 8.0; S3 :20 mM Tris, pH 8.0 containing 1% (w/v ) SDS; 
S4 :20 mM Tris, pH 8.0 containing 1% (w/v ) SDS and 8M urea; S5 :20 mM Tris, pH 8.0 containing 
1% (w/v ) SDS, 8M urea and 2% (v/v) β-mercaptoethanol. % Solubility was expressed as the 
percentage of total protein extracted by 0.5 M NaOH. 
 

4.2  กำรผลติโปรตนีไอโซเลตจำกเน้ือเย่ือผนังกระเพำะไก่ 

       4.2.1  ผลของควำมเข้มข้นของ NaOH ต่อกำรละลำยของโปรตนี 

       เน่ืองจากเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่ประกอบไปดว้ยโปรตีนท่ีมีความแขง็แรงเป็นโครงสร้างสูง ท าให้
การใช้ประโยชน์โปรตีนในตัวอย่างมีข้อจ ากัด การน าโปรตีนในเน้ือเยื่อผนังกระเพาะไก่ไปใช้
ประโยชน์จึงตอ้งมีการศึกษาหาวิธีการละลายเพื่อสกดัโปรตีนเพื่อน าไปใช้ประยุกต์ใช้ในขั้นต่อไป 
การศึกษาผลของการใชส้ารละลาย NaOH ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆต่อการละลายของโปรตีนจาก
เน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่แสดงในตารางท่ี 4.4 พบว่า การใชส้ารละลาย NaOH มีประสิทธิภาพสูงในการ
ละลายโปรตีนจากตวัอย่างและสามารถละลายไดม้ากข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ของสารละลาย NaOH เพิ่ม
สูงข้ึน โดยเม่ือความเขม้ขน้ของสารละลาย NaOH  เพิ่มจาก 0.1 M เป็น 0.25 M และ 0.5 M ค่า Relative 
solubility ซ่ึงเปรียบเทียบกบัปริมาณโปรตีนท่ีละลายในสารละลาย 2.0 M NaOH ของโปรตีนเพิ่มจาก 
20.24% เป็น 29.83% และ 97.94% ตามล าดบั แสดงใหเ้ห็นว่าความเขม้ขน้ของสารละลาย NaOH  ท่ีต  ่า
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กวา่ 0.5 M ไม่สามารถสกดัโปรตีนออกมาจากเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่ไดอ้ยา่งสมบูรณ์ แต่อยา่งไรกต็าม 
เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้จาก 0.5 M เป็น 1.0 M และ 2.0 M พบว่า การละลายของโปรตีนจากตวัอยา่งไม่มี
ความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัยะส าคญั (P>0.05) สอดคลอ้งกบัการรายงานของ Webb และ Colvin (1964) 
ท่ีแสดงให้เห็นว่าโปรตีนจากเน้ือเยื่อผนงักระเพาะไก่ทนต่อการละลายในสารละลายกรด แต่สามารถ
ละลายไดใ้นสารละลายด่างแก่โดยเฉพาะการใช ้NaOH ท่ีความเขม้ขน้สูง ความสัมพนัธ์เช่นน้ีมิได้
แสดงผลต่อเฉพาะโปรตีนท่ีมาจากสตัวเ์ท่านั้น (Lestari et al., 2010) ซ่ึงทดลองสกดัโปรตีนจากเมลด็สบู่
ด าก็พบว่าความเขม้ขน้ท่ีเพิ่มข้ึนของ NaOH ก็ท าใหโ้ปรตีนท่ีสกดัไดเ้พิ่มมากข้ึนเช่นกนั ดงันั้นจึงเลือก
ความเขม้ขน้ท่ี 0.5 M ในการเตรียมโปรตีนเพื่อใชใ้นการทดลองต่อไป 

 

ตำรำงที่ 4.4 Relative solubility (%) of inner lining tissue from chicken gizzard at different NaOH 
concentrations. 

NaOH (M) Relative solubility of protein (%) 

0.1 20.24±0.25a† 

0.25 29.83±0.59b 

0.5 97.94±1.47c 

1.0 97.66±2.48c 

2.0 100.00±1.47c 

* Values are given as mean ± SD (n=3). 
† Superscript letters indicate significant differences (P<0.05). 

 

       จากการศึกษารูปแบบของโปรตีนของ ILG  ท่ีสกดัดว้ยสารละลาย NaOH ท่ีระดบัความเขม้ขน้
ต่างๆ โดยเทคนิค SDS-PAGE แสดงในภาพท่ี 4.3 รูปแบบของโปรตีนท่ีสกดัในทุกสภาวะแสดงแถบสี
เขม้ท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลมากกว่า 250 kDa เป็นองคป์ระกอบหลกัแสดงใหเ้ห็นว่าโปรตีนจากเน้ือเยือ่ผนงั
กระเพาะไก่มีขนาดโมเลกลุสูง ท่ีความเขม้ขน้ 0.25 M NaOH โปรตีนมีการกระจายตวัอยูร่ะหว่างต ่ากว่า 
20 kDa จนถึงมากกว่า 250 kDa เม่ือความเขม้ขน้ของ NaOH  สูงข้ึน โปรตีนจะมีรวมกนัทั้งขนาดเลก็ 
(ต ่ากว่า 20 kDa) และใหญ่ (มากกว่า 250 kDa) โดยจะพบขนาดของโมเลกุลมีการกระจายตวัอยา่ง
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หลากหลายท่ีความเขม้ขน้ 0.25 M และ 0.5 M NaOH สามารถแบ่งเป็น 2 กลุ่มคือขนาดโมเลกุลต ่า (ต ่า
กวา่ 20 kDa) และขนาดโมเลกลุสูง (มากกวา่ 250 kDa)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figure 4.3  SDS-PAGE patterns of proteins extracted from inner lining tissue of chicken gizzard by 
using NaOH at different concentrations for 24 h. 

 

        4.2.2  ผลของอุณหภูมิต่อกำรละลำยของโปรตีน 

       ปริมาณโปรตีนจากเน้ือเยื่อผนงักระเพาะไก่ท่ีถูกสกดัและละลายไดใ้นสารละลาย NaOH ท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ 0.5 M ท่ีอุณหภูมิท่ีแตกต่างกนัแสดงในตารางท่ี 4.5 ผลการทดลองแสดงให้เห็นไดว้่า เม่ือ
อุณหภูมิการสกดัเพิ่มสูงข้ึน โปรตีนจะสามารถละลายออกจากตวัอยา่งไดม้ากข้ึน โดยเม่ือใชส้ภาวะการ
สกดัท่ีอุณหภูมิ 25°C จะท าให้ไดส้ารละลายโปรตีนท่ีมีโปรตีนถูกสกดัออกมาไดร้วมเท่ากบั 1270.29 
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มิลลิกรัม และเพิ่มข้ึนเป็น 4387.13 และ 5075.08 มิลลิกรัม เม่ือเพิ่มอุณหภูมิการสกดัเป็น 35 และ 45°C 
ตามล าดบั อย่างไรก็ตามเม่ือเพิ่มอุณหภูมิข้ึนเป็น 60 และ 75°C ปริมาณโปรตีนท่ีสกดัไดมี้ปริมาณลด
นอ้ยลง เป็น 4611.95 และ 4020.27 มิลลิกรัม ตามล าดบั เน่ืองจากโปรตีนจะสามารถละลายไดเ้พิ่มข้ึน
เม่ืออุณหภูมิอยูร่ะหว่าง 0 ถึง 40 -50°C แต่เม่ือให้อุณหภูมิสูงกว่าช่วงดงักล่าว โปรตีนจะเกิดการเสีย
สภาพเน่ืองจากความร้อนและจบัตวักนัเอง (aggregation) ท าใหเ้กิดการ ละลายไดน้อ้ยลง (Hall, 1996) 
ซ่ึงเห็นไดช้ดัเจนจากปริมาณโปรตีนท่ีลดลงอยา่งมีนยัยะส าคญั (P<0.05) การท่ีโปรตีนสามารถละลาย
ไดม้ากข้ึนเป็นผลเน่ืองมาจากเม่ือมีการเพิ่มอุณหภูมิ อตัราการสกดัโปรตีนจะมีการเพิ่มมากข้ึนเน่ืองจาก
โมเลกุลของโปรตีนจะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วมากข้ึน ท าให้อตัราการถ่ายเทมวลสาร (mass transfer) บริเวณ
ผวิหนา้ระหวา่งของแขง็และของเหลวเพิม่ข้ึนตาม ดงันั้น การเพิ่มอุณหภูมิจึงสามารถเพิ่มการละลายและ
อตัราการละลายของโปรตีนได ้(Zhang et al., 2009) นอกจากน้ี ท่ีอุณหภูมิสูงยงัส่งผลต่อสีของโปรตีนท่ี
สกดัไดอี้กดว้ยโดยสีจะมีความเขม้ข้ึนเม่ืออุณหภูมิท่ีใชส้กดัเพิ่มสูงข้ึน จึงเลือกใชอุ้ณหภูมิ 45°C ในการ
สกดัโปรตีนไอโซเลตต่อไป 

 

ตำรำงที่ 4.5 Total protein content (mg) solubilized from inner lining tissue of chicken gizzard (10g) 
by extracting with 0.5M NaOH at different temperatures. 

Temperature (°C) Total protein content (mg) * 
25 1270.29±272.69a† 
35 4387.13±68.34b 
45 5075.08±282.73c 
60 4611.95±71.73b 
75 4020.27±86.81d 

* Values are given as mean ± SD (n=3). 
† Superscript letters indicate significant differences (P<0.05). 
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       4.2.3  ผลของระยะเวลำต่อกำรละลำยของโปรตีน 

       ปริมาณโปรตีนจากเน้ือเยื่อผนงักระเพาะไก่ท่ีถูกสกดัและละลายไดใ้นสารละลาย NaOH ท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ 0.5 M ท่ีอุณหภูมิ 45°C ในระยะเวลาต่างๆกนั ตั้งแต่ 6 ถึง 72 ชัว่โมง แสดงในตารางท่ี 4.6 
พบว่า เม่ือใชร้ะยะเวลาในการสกดัเพิ่มข้ึนจาก 6 ถึง 12 ชัว่โมง ท าให้ปริมาณโปรตีนท่ีถูกสกดัเพิ่มข้ึน 
(P<0.05)ท่ีระยะเวลาการสกดั 12 ชัว่โมง ท าให้สามารถสกดัโปรตีนจากเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่ไดสู้ง
ท่ีสุดถึง 5179 mg จากตวัอยา่ง ILG 10g หรือคิดเป็น 51.8% และคงท่ีระหว่าง 12 ถึง 24 ชัว่โมง (P>0.05) 
แต่เม่ือเพิ่มระยะเวลามากกว่า 24 ชัว่โมง โปรตีนท่ีสกดัไดจ้ะมีปริมาณลดลงเลก็นอ้ย (P<0.05) และคงท่ี
ท่ีเวลาตั้งแต่ 48 ชัว่โมงเป็นตน้ไป (P>0.05) สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Zhang et al. (2009) ท่ีมีการ
รายงานว่าอตัราการสกดัโปรตีนจากเมลด็ฝ้ายจะเพิ่มสูงข้ึนตามเวลาท่ีเพิ่มข้ึน แต่เม่ือถึงระยะเวลาหน่ึง
อตัราการสกดัจะชา้ลงจนเกือบคงท่ีในท่ีสุด ทั้งน้ีอาจเป็นผลจากการเกิด aggregation ระหว่างโมเลกุล
ของโปรตีนท่ีสกดัออกมาไดแ้ละตกตะกอนไปบางส่วน ดงันั้นจึงเลือกใชเ้วลาการสกดัท่ี 12 ชัว่โมงใน
การสกดัโปรตีนไอโซเลตจากเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่เพื่อใชใ้นการทดลองต่อไป 

 

ตำรำงที่ 4.6 Total protein content (mg) solubilized from inner lining tissue of chicken gizzard (10g) 
by extracting with 0.5M NaOH at different time. 

Time (h) Total Protein content (mg)* 
6 2571.25±165.91a† 
12 5179.11±184.30b 
24 5104.22±151.11b 
48 4788.27±92.37c 
60 4692.19±140.13c 
72 4606.38±122.23c 

* Values are given as mean ± SD (n=3). 
† Superscript letters indicate significant differences (P<0.05). 
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4.3  สมบัติเชิงหน้ำที่ของโปรตีนไอโซเลต 

       4.3.1  กำรตรวจสอบควำมไม่ชอบน ำ้บริเวณพืน้ผวิ (Surface hydrophobicity : SoANS) 

      ค่าความไม่ชอบน ้ าบริเวณพื้นผวิ (SoANS) ของโปรตีนไอโซเลตท่ีสกดัไดจ้ากเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะ
ไก่มีค่าเท่ากบั 8888.67±255.15 ซ่ึงถือว่ามีค่าสูง เม่ือเทียบกบั bovine serum albumin ซ่ึงมีค่า SoANS 
ประมาณ 1600 และกลา้มเน้ืออกไก่ท่ีมีค่า SoANS เพียง 75  (Hall, 1996) การท่ีโปรตีนมีค่าความไม่ชอบ
น ้ าบริเวณพื้นผวิท่ีสูงน้ีส่งผลท าใหโ้ปรตีนละลายไดย้าก จึงตอ้งใชเ้บสความเขม้ขน้สูงในการท าละลาย 
Chan et al. (2011) รายงานวา่ค่า SoANS ในโปรตีนไมโอไฟบริล (Myofibrillar proteins) จากเน้ือไก่งวง
มีค่าเท่ากบั 331 ส่วนของโปรตีนซาร์โคพลาสมิก (sarcoplasmic proteins) มีค่าเท่ากบั 84.1 Joshi et al. 
(2012) ไดร้ายงานว่าค่าความไม่ชอบน ้ าบริเวณพื้นผิวของโปรตีนอลับลูมินจากลูกววั (Bovine serum 
albumin : BSA), โปรตีนไอโซเลต (protein isolate) จากถัว่ลนัเตา (LPI) และโปรตีนไอโซเลตจากเวย ์
(whey protein isolate : WPI) พบวา่มีค่า 1935.0, 392.1 และ 56.8 ตามล าดบั 

     Benjakul et al. (1997) รายงานว่า ANS fluorescence probe สามารถจบักบักรดอะมิโนท่ีไม่ชอบน ้ า
ซ่ึงมี aromatic ring เช่น ฟีนิลอลานีน ไทโรซีน และทริปโตแฟนได ้ค่าความไม่ชอบน ้ าบริเวณพื้นผิว
นอกจากจะมีความสมัพนัธ์กบัปริมาณของกรดอะมิโนท่ีไม่ชอบน ้ า (hydrophobic amino acid) ท่ีปรากฎ
บนพื้นผิวของโมเลกุลแลว้ ยงัมีผลจากการท่ีโปรตีนเกิดการคลายตวัระหว่างการเสียสภาพอีกดว้ย ค่า
ความไม่ชอบน ้ าบริเวณพื้นผิวของโปรตีนจึงเป็นปัจจยัส าคญัเน่ืองจากปฏิกิริยาความไม่ชอบน ้ าเป็น
ปัจจยัหลกัในการดูดซบัโปรตีนบนพื้นผวิของหยดไขมนั 

      ค่าความไม่ชอบน ้ าบริเวณพื้นผวิ เป็นหน่ึงในคุณสมบติัทางโครงสร้างส าคญัท่ีมีผลต่อคุณสมบติัเชิง
หนา้ท่ีของโปรตีน โดยมีผลต่อคุณสมบติัการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ คุณสมบติัการเกิดโฟม และคุณสมบติั
การเกิดเจล (Kato และ Nakai, 1980; Wang et al., 2014) โดยโปรตีนท่ีมีค่าความไม่ชอบน ้ าบริเวณ
พื้นผวิสูงจะถูกดูดซบัท่ีพื้นผวิระหว่างน ้ าและน ้ ามนั (interface) โปรตีนท่ีถูกดูดซบัไวน้ี้จะลดแรงตึงผิว
ซ่ึงเป็นการช่วยในการเกิดอิมลัชนั สารละลายโปรตีนจะมีแรงตึงผิวประมาณ 25 mN/m ซ่ึงต ่ากว่าน ้ า
บริสุทธ์ิ ความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีผวิและแรงตึงผวิท่ีลดลงน้ีมีผลมาจากค่าความไม่ชอบน ้ าของโปรตีน 
ค่าความไม่ชอบน ้าบริเวณพื้นผวิมีความสมัพนัธ์ต่อการเพิ่มข้ึนของคุณสมบติัการเป็นอิมลัซิไฟเออร์และ
การลดแรงตึงผวิ (Kato และ Nakai, 1980) แต่มีความสัมพนัธ์นอ้ยต่อคุณสมบติัการเกิดโฟม 
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ตารางท่ี 4.7 SoANS of  different Proteins. 

Proteins SoANS 
Protein isolate from ILG 8888.67±255.15 

Bovine serum albumin : BSA
1
 1935.0 

lentil protein isolate : LPI
1
 392.1  

whey protein isolate : WPI
1
 56.8  

Myofibrillar proteins from turkey meat
2
 331 

ท่ีมา : 1Joshi และคณะ (2012); 2Chan และคณะ (2011) 

 

       4.3.2  ปริมำณซัลไฮดริลรวม (total sulfhydryl content) และปริมำณซัลไฮดริลบริเวณพืน้ผวิ 
(surface-reactive sulfhydryl content) 

       ปริมาณซัลไฮดริลรวมของโปรตีนไอโซเลตท่ีสกัดได้จากเน้ือเยื่อผนังกระเพาะไก่มีค่าเท่ากับ 
1.78±0.02 mol/107g protein ส่วนค่าปริมาณซลัไฮดริลบริเวณพื้นผวิมีค่านอ้ยมากจนไม่สามารถวดัได ้
ผลการทดลองจึงช้ีใหเ้ห็นว่าโปรตีนไอโซเลตมีปริมาณหมู่ซลัไฮดริลเป็นองคป์ระกอบอยูน่อ้ย แมว้่าใน
เน้ือเยื่อผนังกระเพาะไก่มีพนัธะไดซัลไฟด์เป็นองคป์ระกอบหลกัของโครงสร้าง แต่การพบปริมาณ
ซลัไฮดริลในโปรตีนไอโซเลตนอ้ยอาจเกิดจากการสกดัท่ีใชภ้าวะท่ีมีความเป็นเบส ท าใหห้มู่ซลัไฮดริล
เกิดเป็นพนัธะไดซลัไฟด ์ (Sian และ Ishak, 1990) หมู่ซลัไฮดริลเป็นหมู่ฟังกช์ัน่ท่ีเกิดปฏิกิริยาไดง่้าย
ท่ีสุดหมู่หน่ึงของโปรตีน คุณสมบติัน้ีมีความส าคญัยิง่ข้ึนในสภาวะท่ีเป็นด่าง เน่ืองจากสภาวะน้ีสามารถ
ชกัน าใหห้มู่ซลัไฮดริลเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั ส่งผลใหเ้กิดการสร้างพนัธะไดซลัไฟดซ่ึ์งท าใหโ้ปรตีน
เกิดความเสถียรและเพิ่มคุณสมบติัทางกายภาพของโปรตีน (Lin และ Park, 1998; Omana et al., 2010) 
Valenzuela et al. (2013) ยงัไดร้ายงานว่า pH ท่ีสูงข้ึนจะท าให้พบพนัธะไดซลัไฟด์สูงข้ึนอีกดว้ย 
ปริมาณซลัไฮดริลท่ีพบในโปรตีนไอโซเลตมีค่านอ้ยมากเม่ือเทียบกบัโปรตีนในเน้ือสัตวช์นิดอ่ืนๆ เช่น 
ในเน้ือไก่งวง Chan et al. (2011) พบว่ามีปริมาณซลัไฮดริลรวม 802 mol//107g  protein และปริมาณ
ซลัไฮดริลบริเวณพื้นผวิ 386 mol//107g  protein ส่วนใน mechanically separated turkey meat ของเน้ือ
ไก่งวงท่ีสกดัดว้ยสารละลาย NaOH และ HCl ท่ี pH 2.5 - 11.5 พบว่ามีปริมาณซลัไฮดริลรวม 600 
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mol//107g  protein และมีค่าซลัไฮดริลบริเวณพื้นผวิ 450 mol//107g  protein (Hrynets et al., 2010) ส่วน
โปรตีนจากโครงไก่ spent hen ท่ีสกดัในสภาวะด่าง (pH 11.5 และ 12.0) มีปริมาณซลัไฮดริลรวม 280 
และ 260 mol//107g  protein ตามล าดบั ส่วนค่าซลัไฮดริลบริเวณพื้นผิวมีปริมาณ 200 และ 170 
mol//107g  protein ตามล าดบั (Wang et al., 2013) นอกจากน้ี Lin และ Park (1998) รายงานว่าพบ
ปริมาณซลัไฮดริลรวมในโปรตีนไมโอซินจากเน้ือปลาแซลมอนเท่ากบั 650 mol//107g  protein และ 
carp myosin มีปริมาณซลัไฮดริลรวม 600 mol//107g  protein โปรตีนไอโซเลต โดยหากโมเลกุลของ
โปรตีนมีปริมาณซลัไฮดริลสูง มกัมีแนวโนม้ท่ีจะมีโครงสร้างท่ีแข็งแรง เน่ืองจากมีการเกิดพนัธะได
ซลัไฟดไ์ดสู้ง (Hsu et al., 2007; Ko et al., 2007)  
 
ตารางท่ี 4.8 total sulfhydryl content and surface-reactive sulfhydryl content of  different Proteins. 

Proteins surface-reactivesulfhydryl content 
(mol/107g protein) 

total sulfhydryl content 
(mol/107g protein) 

Protein isolate from ILG ND 1.78±0.02 

Turkey meat
1
 386 802 

mechanically separated turkey meat
2
 450 600 

spent hen pH 11.5
3
  200 280 

spent hen pH 12.0
3 
 170 260 

ND is not detectable 
ท่ีมา : 1Chan และคณะ (2011); 2Hrynets และคณะ (2010); 3Wang และคณะ,(2013) 
 

       4.2.3  กำรวิเครำะห์ค่ำศักย์ซีต้ำ (Zeta (ζ )- potential) 

       ค่าศกัยซี์ตา้ของโปรตีนไอโซเลตจากเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่ท่ี pH ต่างๆแสดงในภาพท่ี 4.4 โปรตีน
ไอโซเลตท่ีสกดัไดมี้ค่าศกัยไ์ฟฟ้าเป็นศูนยท่ี์ pH ประมาณ 4.75 ซ่ึงแสดงถึงจุด isoelectric point ของ
โปรตีนไอโซเลต ทั้งน้ีท่ี pH ระหว่าง 6-11 เป็น pH ท่ีสูงกว่า pI โปรตีนจะมีประจุเป็นลบ และท่ี pH ต  ่า
กว่า pI (pH ~2-4) โปรตีนจะมีประจุเป็นบวก ซ่ึงสามารถพิจารณาไดจ้ากค่าศกัยซี์ตา้ท่ีแสดงค่าลบหรือ
บวก ตามล าดบั 
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       การหาค่าศกัยซี์ตา้ เป็นหน่ึงในวิธีท่ีสามารถท าความเขา้ใจเก่ียวกบัพฤติกรรมการตกตะกอนและ
สมบติัทางจลศาสตร์ไฟฟ้า (electro-kinetic characteristic) ของโปรตีนได ้ค่าศกัยซี์ตา้เป็นการแสดง
ประจุทางไฟฟ้าซ่ึงอยูบ่นพื้นผวิของอนุภาค เม่ือประจุสุทธิมีค่าเหมือนกนั แรงผลกัระหว่างโมเลกุลจะมี
ผลป้องกนัการจบัตวักนัของโมเลกลุ ท าใหส้ามารถคงรูปอยูเ่ป็นสารละลายได ้ในทางกลบักนั เม่ือประจุ
สุทธิเป็นศูนย ์ แรงผลกัระหว่างโมเลกุลจะมีนอ้ยซ่ึงจะท าให้โมเลกุลเกิดการจบัตวัและตกตะกอน ซ่ึง
รู้จกักนัในช่ือวา่ การตกตะกอนท่ีจุด isoelectric point (Gerzhova, 2016) 

      Hrynets et al. (2010) วิเคราะห์การละลายของโปรตีน mechanically separated turkey meat พบว่ามี
การละลายนอ้ยท่ีสุดท่ี pH 5.5 ซ่ึงอยูใ่นช่วง isoelectric point ของโปรตีนกลา้มเน้ือ ส่วน Omana et al. 
(2010) พบวา่เน้ือน่องไก่มีการละลายสูงท่ี pH ท่ีมีความเป็นกรดหรือด่างสูงซ่ึงเป็นผลมาจากการเพิ่มข้ึน
ของประจุบวกหรือลบของโปรตีนในเน้ือท าให้เกิดแรงผลกัของประจุระหว่างโมลุกุลของโปรตีน 
Gerzhova et al. (2016) ไดศึ้กษาค่าศกัยซี์ตา้ของคาโนล่าบดพบว่ามีค่าประจุท่ีต ่าท่ีสุดท่ี pH 4.3 ซ่ึง
สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้าน้ีท่ีบ่งช้ีว่าจุด isoelectric point อยู่ท่ี pH ระหว่าง 4-5 และมี
ความสามารถในการตกตะกอนสูงท่ีสุดท่ี pH ระหว่าง 4.5 และ 5.5 (Ghodsvali et al., 2005; Tan et al., 
2011) นอกจากน้ี Pedroche et al. (2004) พบว่าค่า pI ของโปรตีนแต่ละชนิดจะมีความแตกต่างกนั ซ่ึง
อาจข้ึนอยู่กับสายพันธ์ุของตัวอย่างของโปรตีนท่ีน ามาท าการทดลองและอาจเป็นผลมาจาก
องคป์ระกอบของกรดอะมิโนท่ีแตกต่างกนั 

 
ภำพที ่4.4 Zeta (ζ )- potential of protein isolate from solubilized of inner lining tissue from chicken 
gizzard at different pHs. Bars represent the standard deviation from triplicate determinations. 
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       4.3.4  สมบัติกำรเป็นอมิลัซิไฟเออร์ (Emulsifying properties) และสมบัติกำรเกดิโฟม (Foaming 
properties) ของโปรตีนไอโซเลตจำกเน้ือเย่ือผนังกระเพำะไก่ 

       ค่าดชันีกิจกรรมการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ (emulsifying activity index : EAI), ดชันีความคงตวัของ
อิมลัชัน่ (emulsion stability index : ESI), การขยายตวัของโฟม (foam expansion : FE) และ ความคงตวั
ของโฟม (foam stability : FS) ของโปรตีนไอโซเลตท่ีสกดัไดจ้ากเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่ท่ีสภาวะ pH 
ต่างๆแสดงในตารางท่ี 4.7 ค่า EAI มีค่าต ่าท่ีสุดท่ี pH 5 (2.86±0.78 m2/g) ซ่ึงเป็นค่า pH ท่ีใกลเ้คียงกบั pI 
ของโปรตีนไอโซเลต (pI = 4.75) และจะมีค่าเพิ่มสูงข้ึนเม่ือค่า pH ห่างจาก pI  มากข้ึน เน่ืองจากโปรตีน
สามารถละลายไดดี้ข้ึน อนัเป็นผลมาจากค่าประจุไฟฟ้าของโมเลกุลซ่ึงจะมีค่าต ่าท่ีสุดท่ีจุด isoelectric 
point ซ่ึงการละลายของโปรตีนเป็นปัจจยัส าคญัต่อคุณสมบติัการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ของโปรตีนโดยเม่ือ
โปรตีนสามารถละลายได้ดีข้ึนมกัจะมีคุณสมบติัทั้ งการเป็นอิมลัซิไฟเออร์และให้ความคงตวัของ
อิมลัชั่นท่ีดีข้ึนด้วย ค่าความไม่ชอบน ้ าของโมเลกุลยงัมีความสัมพนัธ์กับคุณสมบติัเชิงหน้าท่ีของ
โปรตีน โดยโปรตีนท่ีมีค่าความไม่ชอบน ้าสูงจะถูกดูดซบัท่ีพื้นผวิระหว่างน ้ าและน ้ ามนั ท าใหแ้รงตึงผวิ
ลดลงจึงท าให้เกิดเป็นอิมลัชนัไดง่้าย (Zayas, 1997; Ganesh et al., 2006) นอกจากน้ี Townsend และ 
Nakai (1983) พบว่าเม่ือโปรตีนมีค่าความไม่ชอบน ้ า (Hydrophobicity) มากกว่า 700 มกัจะส่งผลให้
โปรตีนนั้นมีคุณสมบติัการเกิดโฟมท่ีดีดว้ย 

      อิมลัชนัจะมีความคงตวัสูงข้ึนเม่ือ pH สูงข้ึนโดย ESI มีค่าสูงสุดท่ี pH 7 (1152.38±117.59) 
โดยทัว่ไป โปรตีนท่ีมีขนาดเล็กจะมีความคงตวัของอิมลัชนั (ESI ) ต  ่าเน่ืองจากฟิลม์รอบเม็ดอิมลัชนั 
(emulsion droplet) ไม่แขง็แรง (Galla et al., 2012) นอกจากน้ี ประจุท่ีผวิของโปรตีนยงัเป็นปัจจยัท่ีดีใน
การวดัแรงผลกัระหว่างอนุภาคของคอลลอยด ์ซ่ึงเป็นหน่ึงในปัจจยัท่ีบ่งบอกความคงตวัของอิมลัชนัท่ี
เกิดข้ึนได ้โดยโปรตีนท่ีมีค่าศกัยซี์ตา้มากข้ึนจะมีแรงผลกัทางประจุไฟฟ้าระหว่างอนุภาคสูงข้ึน ซ่ึงจะ
ท าใหอิ้มลัชนัท่ีเกิดข้ึนมีความคงตวัสูงมากยิง่ข้ึน (Joshi et al., 2012) 

      ค่าการขยายตวัของโฟม (foam expansion : FE) ของโปรตีนไอโซเลตจากเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่มี

ค่าสูงท่ีสุดท่ี pH 1 (118.33±2.89) และมีค่าต ่าลงเม่ือ pH เพิ่มข้ึน โดยมีค่าต ่าท่ีสุดท่ี pH 7 (39.17±1.44) 

(p<0.05) อาจเป็นผลมาจากประจุรวมท่ีเป็นบวกของโปรตีนมีผลต่อการดูดซับของโปรตีนบริเวณ

ระหวา่งเฟสของน ้าและอากาศโดยเม่ือประจุเป็นบวกมากข้ึน ความสามารถในการเกิดโฟมของโปรตีนก็

จะมากข้ึนตามไปดว้ย (Cherry และ McWatters, 1981 อา้งโดย Zayas, 1997; Siddique et al., 2016) 

นอกจากน้ีความสามารถในการเกิดโฟมจะสูงข้ึนตามความสามารถในการละลายของโปรตีน เน่ืองจาก
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การละลายของโปรตีนจะท าใหโ้ปรตีนเกิดการคลายตวัและเกิดเป็นแผน่ฟิลม์ท่ีผวิสัมผสัระหว่างน ้ าและ

อากาศซ่ึงก่อใหเ้กิดเป็น air bubbles (Adebiyi และ Aluko, 2011) Chavan et al. (2001) ไดร้ายงาน

เช่นกนัว่าความสามารถในการเกิดโฟมของโปรตีนไอโซเลตอาจเป็นผลมาจากโปรตีนสามารถละลาย

ได้เพิ่มข้ึน ส่งผลให้โปรตีนคลายตวับริเวณระหว่างเฟสของน ้ าและอากาศได้เร็วข้ึน โมเลกุลมีการ

จดัเรียงตวัประสานกนัอยา่งจ ากดัและมีความยดืหยุน่ของโปรตีนท่ีผวิหนา้ในการเป็นโมเลกุลท่ีสามารถ

ลดแรงตึงผิวได ้ นอกจากน้ี ส่วนความคงตวัของโฟม (Foam stability : FS) จะมีค่าต ่าสุดท่ี pH 1 

(2.50±2.50) และเพิ่มข้ึนเม่ือ pH เพิ่มสูงข้ึน ซ่ึงอาจเป็นผลจากโปรตีนมีประจุเพิ่มข้ึนซ่ึงสามารถป้องกนั

มิให้โฟมท่ีเกิดข้ึนกลบัมารวมตวักนัไดอ้ยา่งรวดเร็ว การเพิ่มข้ึนของประจุสามารถเพิ่มความคงตวัของ

โฟมไดโ้ดยการเพิ่มแรงผลกัทางไฟฟ้า (electrostatic repulsions) ซ่ึงท าใหอ้ตัราการรวมตวักนัของโฟมล

ดลง (Adebiyi และ Aluko, 2011) นอกจากน้ี Benelhadj et al. (2016) ยงัพบว่า ความคงตวัของโฟมของ

โปรตีนไอโซเลตท่ีไดจ้ากสาหร่ายสไปรูลิน่าเพิ่มสูงข้ึนเม่ือค่า pH เพิ่มมากข้ึนซ่ึงเป็นผลจากการละลาย

ของโปรตีนและความว่องไวทางปฏิกิริยาของพื้นผิว (surface activity) ของสารละลายโปรตีนสูงข้ึน 

ดงันั้น คุณสมบติัเชิงหนา้ท่ีของโปรตีนไอโซเลตจากเน้ือเยื่อผนงักระเพาะไก่จะเปล่ียนแปลงไปตามค่า 

pH ของสารละลาย 

 

ตำรำงที ่4.9 Emulsifying and foaming properties of protein isolate from solubilized of inner lining 
tissue from chicken gizzard at different pHs. 

pH of protein 
isolate 

EAI (m2/g) ESI (min) FE (%) FS (%)* 

1 10.04 ±0.25b 306.34±43.88a 118.33±2.89d 2.50±2.50a† 

3 15.28±1.64c 317.38±58.02a 110.00±10.00d 13.33±1.44b 

5 2.86±0.78a 573.38±142.08b 81.67±7.22c 13.33±1.44b 

7 77.25±1.38d 1152.38±117.59c 39.17±1.44a 24.17±8.04c 

9 95.34±.3.25e 777.51±126.07b 64.17±5.20b 45.83±7.22d 

* Values are given as mean ± SD (n=3). 
† Superscript letters indicate significant differences (P<0.05). 
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บทที ่5 

สรุปผลกำรทดลอง 

      เน้ือเยื่อผนงักระเพาะไก่มีองคป์ระกอบหลกัคือโปรตีน ซ่ึงประกอบดว้ย alkali-insoluble (stroma) 
เป็นองคป์ระกอบหลกัโดยส่วน alkali-insoluble (stroma) น้ีมีปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนต ่า โครงสร้าง
ของโปรตีนในเน้ือเยื่อผนังกระเพาะไก่ประกอบดว้ยพนัธะไฮโดรเจนอนัตรกิริยาไฮโดรโฟบิคและ 
พนัธะไดซลัไฟด์เป็นพนัธะท่ีส าคญัในการให้ความแขง็แรงของโครงสร้าง สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการ
สกดัโปรตีนไอโซเลตจากเน้ือเยือ่ผนงักระเพาะไก่คือ NaOH 0.5 M อุณหภูมิ 45°C เป็นเวลา 12 ชัว่โมง
ซ่ึงจะได้โปรตีนไอโซเลตสูง ถึง  51.8% โปรตีนไอโซเลต ท่ีสกัดได้มี ค่ าความไ ม่ชอบน ้ า 
(hydrophobicity) สูง ในขณะท่ีปริมาณซลัไฮดริลรวมมีค่าต ่าและปริมาณซลัไฮดริลบริเวณพื้นผวิมีค่าต ่า
จนไม่สามารถวดัได ้ การวิเคราะห์ค่าศกัยซี์ตา้ของโปรตีนไอโซเลตท าให้ทราบว่ามีค่า pI เท่ากบั pH  
4.75 คุณสมบติัเชิงหนา้ท่ีของโปรตีนไอโซเลตแตกต่างกนัตาม pH ท่ีเปล่ียนไป โดยความสามารถใน
การเป็นอิมลัซิไฟเออร์ต ่าท่ีสุดท่ี pH 5 ซ่ึงใกลเ้คียงกบัค่า pI ของโปรตีนไอโซเลตและมีค่าเพิ่มสูงข้ึนเม่ือ
ค่า pH ห่างจาก pI  มากข้ึน ความคงตวัของอิมลัชนัจะสูงข้ึนเม่ือ pH สูงข้ึนโดยมีค่าสูงสุดท่ี pH 7 ส่วน
ความสามารถในการเกิดโฟมของโปรตีนไอโซเลตมีค่าสูงท่ีสุดท่ี pH 1 และมีค่าต ่าลงเม่ือ pH เพิ่มข้ึน 
และความคงตวัของโฟมจะมีค่าต ่าสุดท่ี pH 1 และเพิ่มข้ึนเม่ือ pH เพิ่มสูงข้ึน ดงันั้น เน้ือเยื่อผนัง
กระเพาะไก่สามารถน าไปใชเ้ป็นแหล่งของโปรตีนและประยกุตใ์ชใ้นดา้นต่างๆในสภาวะเป็นกลางถึง
ด่างต่อไปได ้

ข้อเสนอแนะ 

1. ควรมีการศึกษาคุณสมบติัของเน้ือเยื่อผนังกระเพาะไก่และโปรตีนไอโซเลตเพิ่มเติมเพื่อน าไป
ประยกุตใ์ชเ้ป็นแหล่งของโปรตีนต่อไป 

2.  หากจะน าไปประยกุตใ์ชใ้นอาหาร ควรมีการศึกษาดา้นความปลอดภยัอาหาร เช่น การตรวจดา้น
จุลินทรีย ์เพิ่มเติม 
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ภำคผนวก ก 
กำรวเิครำะห์องค์ประกอบทำงเคมี (Proximate analysis) 

 
1  กำรวเิครำะห์หำปริมำณควำมช้ืน (AOAC, 1999) 
วธีิกำร 
 1.1 น า aluminium can อบใน ตูอ้บร้อน ท่ีอุณหภูมิ 120± 3 องศาเซียลเซียส จนได ้       
น ้ าหนกัคงท่ี 
 1.2 ชัง่ตวัอยา่ง 3-5 กรัม ดว้ยเคร่ืองชัง่ละเอียด ใส่ใน aluminium can  
 1.3 น าไปอบใน ตูอ้บลมร้อน ท่ีอุณหภูมิ 120 ± 3 องศาเซียลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง 
 1.4 ชัง่น ้ าหนกัน าไปอบซ ้าจนไดน้ ้ าหนกัคงท่ีหรือ ± 0.01 กรัม 
 
กำรค ำนวณ 
 ปริมาณความช้ืน (%)  =          (W1 –W2)            × 100 
     น ้าหนกัตวัอยา่ง (กรัม) 

เม่ือ W1 คือ น ้ าหนกัของตวัอยา่งและภาชนะหาความช้ืนก่อนอบ (กรัม) 
 W2 คือ น ้ าหนกัของตวัอยา่งและภาชนะหาความช้ืนหลงัอบ (กรัม) 
 

2   กำรวเิครำะห์หำปริมำณไขมัน (AOAC, 1999) 
วธีิกำร  
 2.1 อบบีกเกอร์ส าหรับหาไขมนั ซ่ึงมีขนาดความจุ 150 มิลลิลิตร ในตูอ้บไฟฟ้า ท้ิงใหเ้ยน็      
ในโถดูดความช้ืน และชัง่น ้ าหนกัท่ีแน่นอน 
 2.2 ชัง่น ้ าหนกัตวัอยา่งบนกระดาษกรองท่ีทราบน ้าหนกั ประมาณ 1-2 กรัม ห่อใหมิ้ดชิด      
แลว้ใส่ลงในหลอดส าหรับใส่ตวัอยา่ง คลุมดว้ยส าลีใหส้ารละลายมีการกระจายอยา่ง              
สม ่าเสมอ 
 2.3 น าหลอดตวัอยา่งใส่ลงในซอคเลต 
 2.4 เติมปิโตรเลียมอีเทอร์ ลงในบีกเกอร์หาไขมนัปริมาณ 150 มิลลิลิตร แลว้วางลงบนเตา      
ใหค้วามร้อน 
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 2.5 ท าการสกดัไขมนัเป็นเวลา 45 นาที โดยปรับความร้อนใหห้ยดของสารละลายกลัน่ตวั      
จากอุปกรณ์ควบแน่นดว้ยอตัราส่วน 150 หยดต่อนาที 
 2.6 ระเหยจนเหลือสารละลายในบีกเกอร์เพียงเลก็นอ้ยดว้ยเคร่ืองระเหยตวัท าละลาย 
 2.7 น าบีกเกอร์ไปอบในตูท่ี้อุณหภูมิ 80-90 องศาเซลเซียส จนแหง้ ท้ิงไวใ้หเ้ยน็ในโถดูดความช้ืน 
 2.8 ชัง่น ้ าหนกั แลว้อบซ ้าคร้ังละ 30 นาที จนกระทัง่ผลต่างของน ้าหนกัทั้งสองคร้ัง 
        ติดต่อกนัไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม 
 
กำรค ำนวณ 
 ปริมาณไขมนั (%) =         น ้ าหนกัตวัอยา่งหลงัอบ (กรัม) × 100 
            น ้ าหนกัตวัอยา่งก่อนอบ (กรัม) 
 

3  กำรวเิครำะห์หำปริมำณโปรตีนใช้วธีิเจลห์ดำล (AOAC, 1999) 
วธีิกำร 
 3.1 ชัง่น ้ าหนกัตวัอยา่งบนกระดาษกรอง ใหไ้ดน้ ้ าหนกัท่ีแน่นอนประมาณ 1-2 กรัม ใส่ลง      
ไปในหลอดยอ่ยโปรตีน (ขวด Kjeldahl) 
 3.2 เติมสารเร่งปฏิกิริยา  1 กรัม และกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ 15 มิลลิลิตร 
 3.3 น าไปยอ่ยบนเตาไฟในตูดู้ดควนัจนกระทัง่ไดส้ารละลายใส ปล่อยท้ิงใหเ้ยน็ 
 3.4 น าไปกลัน่โดยเติมน ้ากลัน่  30 มิลลิลิตร โซเดียมไฮดรอกไซดเ์ขม้ขน้ 32%กรัม       
ปริมาตร 80 มิลลิลิตร 
 3.5 รองรับส่ิงท่ีกลัน่ไดด้ว้ยขวดรูปชมพู ่(Erlenmeyer flask) ท่ีบรรจุกรดบอริกเขม้ขน้ 2%  

3.6 เติมอินดิเคเตอร์  2-3  หยด 
 3.7 กลัน่จนไดส้ารละลายในรูปก๊าซประมาณ 250 มิลลิลิตร 
 3.8 กลัน่ประมาณ 10 นาที ลา้งปลายอุปกรณ์ควบแน่นดว้ยน ้ากลัน่ลงในขวดรองรับ 
 3.9 ไตเตรตสารละลายท่ีกลัน่ไดก้บัสารละลายกรดเกลือ ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.02 นอร์มลั จะได ้          
จุดยติุเป็นสีชมพอู่อน  
 3.10 ท า blank ดว้ยวิธีการเดียวกบัขอ้ 3.2-3.10 
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กำรค ำนวณ 
 ปริมาณโปรตีน (%) =        (a-b) × N × 14× factor 
      W 
 โดยท่ี   a = ปริมาณสารละลายกรดเกลือท่ีใชเ้ป็นมิลลิลิตร 
  b = ปริมาณสารละลายกรดเกลือท่ีใชเ้ป็นblank เป็นมิลลิลิตร 
  N = ความเขม้ขน้ของสารละลายกรดเกลือเป็นนอร์มลั 
  W = น ้ าหนกัตวัอยา่งเป็นกรัม 
  Factor = 6.25 
  (น ้ าหนกักรัมสมมูลยข์องไนโตรเจน = 14.007) 

 
4  กำรวเิครำะห์หำปริมำณเถ้ำ (AOAC, 1999) 
วธีิกำร 
 4.1 เผาถว้ยกระเบ้ืองเคลือบในเตาเผาท่ีอุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 3       
ชัว่โมง ปิดสวิตซ์เตาเผาแลว้รอประมาณ 30-45 นาที เพื่อใหอุ้ณหภูมิภายในเตาเผา 
      ลดลงก่อน แลว้น าออกจากเตาเผาใส่โถดูดความช้ืนปล่อยใหเ้ยน็จนถึงอุณหภูมิหอ้ง         
      แลว้ชัง่น ้ าหนกั 
 4.2 เผาซ ้าอีก คร้ังละประมาณ 30 นาที และกระท าเช่นเดียวกบัขอ้ 4.2 จนไดผ้ลต่างของ      
น ้ าหนกัทั้ง 2 คร้ัง ติดต่อกนัไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม 
 4.3 ชัง่น ้ าหนกัตวัอยา่งใหไ้ดน้ ้ าหนกัแน่นอนประมาณ 2 กรัม ใส่ในถว้ยกระเบ้ืองเคลือบท่ี        
ทราบน ้าหนกัแน่นอนแลว้ น าไปเผาในตูดู้ดควนั แลว้จึงเขา้เตาเผาอุณหภูมิ 600 องศา        เ ซ ล เ ซี ย ส 
และกระท าเช่นเดียวกบัขอ้ 4.1-4.2 
 
กำรค ำนวณ  
 ปริมาณเถา้ (%) =    น ้ าหนกัตวัอยา่งหลงัการเผา (กรัม) ×100 
             น ้ าหนกัตวัอยา่งเร่ิมตน้ (กรัม) 
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ภำคผนวก ข 
กำรวเิครำะห์หำปริมำณโปรตนีโดยวธีิไบยูเรต 

 

1  สำรเคมี 
1.1 สารละลายไบยเูรต  

      เตรียมโดยใชค้อปเปอร์ซลัเฟต (CuSO4•5H20) 1.50 กรัม โซเดียมโพแทสเซียมทาเทรต       
6.00 กรัม จากนั้นท าการละลายดว้ยน ้ ากลัน่ 500 มิลลิลิตร โดยท าการกวนผสมจนสารละลายเป็นเน้ือ
เดียวกนั จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเ์ขม้ขน้  10% โดยน ้ าหนักต่อปริมาตรแล้วปรับ
ปริมาตรใหไ้ด ้1000 มิลลิลิตรในขวดปรับปริมาตร 
 1.2 น ้ากลัน่ 
 1.3 สารละลายโปรตีนมาตรฐาน โดยใช ้BSA (Bovine serum albumin) ความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัม      
ต่อมิลลิลิตร 
 

2.  วธีิกำรวเิครำะห์ 
 2.1 ปิเปตอยา่งท่ีไดป้ริมาตร 500 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง 
 2.2 ปิเปตสารละลายไบยเูรตท่ีเตรียมไว ้2 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 
 2.3 ท าการผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ือง Vortex mixer 
 2.4 ท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นระยะเวลา 30-45 นาที 
 2.5 น าไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร 
 2.6 เตรียมสารละลายมาตรฐานของโปรตีนท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ โดยใช ้BSA (ความเขม้ขน้      
ท่ี 0 2 4 6 8 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) จดัท ากราฟมาตรฐาน  
 2.7 น าค่าท่ีไดจ้ากขอ้ 2.5 มาท าการค านวณหาปริมาณโปรตีน จากสมการของกราฟ 
      มาตรฐานท่ีไดจ้ากขอ้ 2.6  (ภาพ ข-1) 
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y = 0.0475x + 0.0599 
R² = 0.9978 
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ภำพ ข-1  กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสง (OD540) กบัปริมาณ      
BSA (mg/ml) 
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ภำคผนวก ค 
กำรวเิครำะห์หำปริมำณไฮดรอกซีโพรลนี 

 
1  สำรเคมี 
 1.1  สารละลายออกซิเดชนั (oxidant solution) 
         (a) สารละลายคอลลามีนทีความเขม้ขน้ 7% โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร (เตรียมก่อนใช)้ 
        (b) เตรียม acetate/ citrate buffer pH 6.0 โดยละลาย Sodium acetate•(3H2O)    
ปริมาณ 57 กรัม tri-sodiumcitrate•(2H2O) ปริมาณ 37.5 กรัม acetic acid ปริมาณ 5.5 กรัม และ iso-
propanol ปริมาตร 385 มิลลิลิตร ละลายให้เขา้กนัดว้ยน ้ าแลว้ปรับปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตร ผสม
สารละลายออกซิเดชนัโดยใช้สารละลาย a 1 ส่วน ต่อ สารละลาย b 4 ส่วน โดยเตรียมก่อนการ
วิเคราะห์ 
 1.2  สารละลายเออร์ริช (Ehrlich’s reagent)  
        (a) ละลาย p-Dimethylamine-benzoldehyde ดว้ย percholric acid ความเขม้ขน้   
60% โดยปริมาตร ในอตัราส่วน 2 ต่อ 3 โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร เกบ็สารละลายในขวดแกว้สีชา 
        (b) สารละลาย iso-propanol  
            เตรียมสารละลายเออร์ริช โดยใชส้ารละลาย a 3 ส่วน ต่อ สารละลาย b 13    
ส่วน โดยเตรียมก่อนการวิเคราะห์ 
 

2  กำรเตรียมตวัอย่ำง 
 2.1 ชัง่น ้ าหนกัตวัอยา่ง โดยตวัอยา่งสดชัง่น ้ าหนกัใหไ้ด ้0.5-1.0 กรัม  ตวัอยา่งเจลาตินผง      
ชัง่น ้ าหนกัใหไ้ด ้0.1 กรัม น าตวัอยา่งมาท าการยอ่ยดว้ยกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ 6 โมลาร์        ป ริ มาตร  10 
มิลลิลิตร 
 2.2 น าตวัอยา่งท่ีเติมกรดไฮโดรคอลริกแลว้มาท าการยอ่ยโดยการใหค้วามร้อนในอ่าง 
      น ้ ามนัเป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง 
 2.3 เม่ือครบระยะเวลา ท้ิงใหเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง แลว้ใส่ผงถ่านกมัมนั (activated carbon)       
น าไปผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ือง Vortex mixer 
 2.4 กรองดว้ยกระดาษกรอง What man No.4 ใส่ใน flask ขนาด 100 มิลลิลิตร ปรับให้      เ ป็ น
กลาง (พีเอช 6.0-6.5) ดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์ความเขม้ขน้ 6 โมลาร์ 
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 2.5 น ามาปรับปริมาตรใหเ้ป็น 50 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ากลัน่ ในขวดปรับปริมาตร 

3  กำรวเิครำะห์ 
 3.1 ปิเปตตวัอยา่งท่ีไดจ้ากการเตรียมมาตวัอยา่งละ 0.1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองฝาเกลียว       
เติมสารละลาย iso-propanol ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตรน ามาผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ือง 
      Vortex mixer 
 3.2 น าสารละลายท่ีไดจ้ากขอ้ 3.1 มาเติมสารละลายออกซิเดชนั 0.1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั       
จากนั้นตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 4 นาที 
 3.3 เม่ือครบระยะเวลา เติมสารละลาย Ehrlich ทนัที แลว้ผสมใหเ้ขา้กนั 
 3.4 น าไปใหค้วามร้อนในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 25 นาที         
จากนั้นท าใหเ้ยน็โดยใชน้ ้ าประปาไหลผา่นดา้นขา้งหลอดทดลองเป็นเวลา 2-3 นาที 
 3.5 น ามาเจือจางดว้ยสารละลาย iso-propanol ปริมาตร 3.3 มิลลิลิตร 
 3.6 น าสารละลายท่ีไดข้า้งตน้มาท าการวดัค่าดูดกลืนแสงทนัทีท่ีความยาวคล่ืน 558 นาโนเมตร  
 3.7 ท า blank ตามขอ้ 3.1-3.5 โดยเปล่ียนจากตวัอยา่งเป็นน ้ากลัน่แทน 
 3.8 น าค่าท่ีไดจ้ากการวดัค่าดูดกลืนแสงมาค านวณปริมาณไฮดรอกซีโพลีน จากสมการ       
กราฟมาตรฐาน 
 

 
 ภำพ ค-1 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสง (OD558) กบัปริมาณ  
  Hydroxyproline content (ppm) 

y = 0.0094x 
R² = 0.9991 
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ภำคผนวก  ง 

กำรตรวจสอบรูปแบบของโปรตนีด้วยวธีิ SDS-PAGE 
 ดดัแปลงจำกวธีิของ Laemmli (1970) 

1. กำรเตรียมตวัอย่ำง 

 กรณีท่ีตวัอยา่งเป็นของแขง็ หรือเจล  
น าตวัอยา่งมา 10 g ผสมกบั SSB (0.5 M NaOH, 8M urea และ 2% β-ME) 10 ml จากนั้นกวน

ขา้มคืน ท่ีอุณหภูมิหอ้ง แลว้น าตวัอยา่งไปท าการ Dialysis โดยการน าตวัอยา่งใส่ถุง Dialysis  มดัหวัและ
ทา้ย แลว้แช่ไวใ้น Dialysis buffer (1% SDS และ 0.2 M Disodium hydrogen phosphate แลว้ปรับ pH 
7.0 แลว้จึงปรับปริมาตร ) เปล่ียน Dialysis ทุกๆ 12 ชัว่โมง 4 คร้ัง 

 กรณีตวัอยา่งเป็นของเหลว 
น าตวัอย่างมาท าการ dialysis โดยดูดสารท่ีเป็นของเหลวมาใส่ในถุง dialysis แลว้แช่ใน 

Dialysis buffer (1% SDS และ 0.2 M Disodium hydrogen phosphate แลว้ปรับ pH 7.0 แลว้จึงปรับ
ปริมาตร ) เปล่ียน Dialysis ทุกๆ 12 ชัว่โมง 4 คร้ัง 

2. วธีิกำรวเิครำะห์ 
น าตวัอยา่งมาท าการ dialysis แลว้ น าส่วนท่ีเป็นของเหลวท่ีผา่นการ dialysis ซ่ึงอยูภ่ายในถุง 

มาวิเคราะห์ Protein content ตามวิธีของ biuret เพื่อหาความเขม้ขน้ และปรับความเขม้ขน้ของโปรตีน
ใหไ้ดเ้ท่ากบั 3 µg/µL และน าส่วนท่ีเป็นของเหลวท่ีได ้มาผสมกบั SDS-Page sample buffer ในสัดส่วน 
1:1 (v/v) และตม้เป็นเวลา 3 นาที และน ามา 20 µg โหลดใส่ gel ท่ีท าจาก 4 % stacking และ 10% 
Running gel จากนั้นป้อนกระแสท่ีมีค่าความต่างศกัยท่ี์สม ่าเสมอ 200 V เขา้สู่ electrophoresis จนกระทัง่
ตวัอย่างเคล่ือนมาจนถึงดา้นล่าง หลงัจากท่ี electrophoresis แลว้น าเจลออก แลว้ยอ้มให้ข้ึนแถบดว้ย 
0.125% Coomassie Brilliant Blue R-250 ใน 25% ethanol และ 10% acetic acid แลว้ลา้งออกดว้ย 25% 
ethanol และ 10% acetic acid 
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3. กำรเซทเจล (SDS- PAGE gel set up) 

เตรียมเจล 10% Running gel  โดยเติมส่วนผสมตามล าดบั โดยผสมให้เขา้กนัก่อนท่ีจะเติม 
Reagent ถดัไป จากนั้นเติมลงในชุดเซทเจล ท้ิงไวจ้นกระทัง่เจลเซทตวั (ประมาณ 45 นาที) แลว้ท าการ
ฉีดน ้ากลัน่บริเวณผวิหนา้เจล เพื่อใหผ้วิหนา้เจลเสมอกนั แลว้เอียงใหน้ ้ าไหลออก แลว้จึงท าการเติม 4% 
stacking gel และเสียบหวี เพื่อใหเ้กิดช่องในการโหลดตวัอยา่ง จากนั้นปล่อยใหเ้จลเซตตวั (ประมาณ 45 
นาที) เม่ือเจลเซทตวัแลว้สามารถดึงหวีออกได ้

Table 5 Reagents and mixing step of gel preparation for SDS- PAGE 

Step Reagent 10% Running gel 4% stacking gel 
1 DI – H2O   5.95 mL      4.5  mL 

2 
1.5 M Tris , pH 8.8   3.75 mL - 
0.5 M Tris , pH 6.8 -        1.875 mL 

3 30% Acrylamide           5     mL       1.00 mL 
4 10% SDS        150     µL           75      µL 
5 10% APS          75     µL      37.5   µL 
6 TEMED    7.5  µL      4.5   µL 

Total           15    mL       7.5   mL 
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ภำพ ง-1 Gel preparation for SDS- PAGE 

 

ภำพ ง-2 Equipment for SDS- PAGE 

 

4% stacking gel 

10% Running gel 
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ภำพ ง-3 Electrophoretic analysis procedure of protein  
Source :  Laemmli (1970) 
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