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ภาคผนวก

ภาคผนวก ก1. การวิเคราะหปริมาณฟอสเฟต (AOAC, 1999)
อุปกรณ

1. หลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร
2. โฮโมจิไนเซอร
3. อางนํ้ าใหความรอน 100 องศาเซลเซียส
4. เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร

สารเคมี
1. กรดไตรคลอโรอะซิติก (TCA) เขมขนรอยละ 10
2. โซเดียมไฮดรอกไซด เขมขน 1 นอรมอล
3. 1.5 % ammonium molybdate  เขมขนรอยละ 1.5
4. ไฮดราซีนซัลเฟต เขมขนรอยละ 1
5. สารละลายมาตรฐานโพแทสเซี่ยมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต เขมขน 1000 µg P/ml

(Stock std. Solution)
Intermediate std. Solution 10 µg P/ml
Working std. Solution 10,20,30,40 แล ะ 50  µg P/ml

การสกัด
1. ชั่งตัวอยาที่บดผสมแลว 10 กรัม
2. เติม 10% TCA 20 มลิลลิิตร ปนนาน 5 นาที
3. กรองดวยกระดาษกรอง Whatman No.1 ชะตะกอนดวย 10% TCA 10 มิลลิลิตร
4. ปรบัพีเอชสารละลายที่กรอไดดวย โซเดียมไฮดรอกไซด 1 นอรมอล จนไดพีเอช

4.5-5 ปรบัปริมาตรดวยนํ้ ากลั่นจนไดปริมาตร 50 มิลลิลิตร
5. ปเปตสารละลายในขอ 4 ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ใสในขวดวัดปริมาตร ขนาด 25

มลิลิลิตร ปรับปริมาตรใหไดดวยนํ้ ากลั่น
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วิธีการ
1. ปเปตสารที่สกัด 1 มล. ใสในหลอดทดลอง เติมนํ้ ากลั่นอีก 9 มล.
2. เติม 1.5 % ammonium molybdate 1 มล. ผสมใหเขากัน
3. จุมในนํ้ าเดือดนาน 10 นาที เติม 1% Stanous chloride และผสมใหเขากัน
4. ทํ าใหเย็นดวยนํ้ าเย็นนาน 20 นาที
5. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 830 nm
6. หาการดูดกลืนแสงของ working solution เชนเดียวกับตัวอยางตั้งแตขอ 1-6 เพื่อ

หากราฟมาตรฐาน
การคํ านวณ
ปริมาณฟอสเฟต (ppm as P) = C x 25 x50

   W x 1 x 1
หรือ ปริมาณฟอสเฟต (ppm as phosphorus pentoxide; P2O5) = C x 25 x50 x71

     W x 1 x1 x31
C = ปริมาณฟอสเฟตจากกราฟมาตรฐาน
W = นํ้ าหนักตัวอยาง
25/1 = dilution factor
71/31 =  factor changing P to P2O5

ก2. การวิเคราะหปริมาณโซเดียมคลอไรด (AOAC, 1999)
อุปกรณ

1. hot plate
2. ตูดูดควัน
3. บวิเรต ขนาด 50 และ 20 มล.
4. ปเปต ขนาด 5 และ 10 มล.
5. กระดาษกรอง Whateman No.1

สารเคมี
1. สารละลายซิลเวอรไนเตรท 0.1 นอรมอล
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2. สารละลายโพแทสเซียมไธโอไซยาเนท 0.1 นอรมอล
3. กรดไนตริกเขมขน
4. 5 % Ferric alum indicator

วิธีการ
1. ชั่งตัวอยางนํ้ าหนักแนนอนในชวง 1-2 กรัม ใสในขวดรูปชมพู
2. เตมิสารละลายซิลเวอรไนเตรท 0.1 นอรมอล 10-20 มิลลิลิตร เทลงไป เขยาให

เขากัน
3. ตมสารผสมในตูดูดควันประมาณ 10 นาที แลวทิ้งใหเย็น
4. กรองสารละลายที่ไดลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มล. ปรับปริมาตรใหได 100

มล. ดวยนํ้ ากลั่น
5. เติมสารละลาย Ferric alum ลงไป 5 มล. แลวไตเตรทดวย 0.1 N KSCN จน

กระทั่งสารละลายเปลี่ยนจากสีเหลืองเปนสีชมพูออน ๆ
การคํ านวณ
เกลือ (%) = 5.8 x {( มล. x N) AgNO3 – (มล. x N) KSCN}

            นํ้ าหนักตัวอยาง

ก3. ตรวจสอบรูปแบบโปรตีนที่ถูกสกัดในสารละลายที่แชกุงโดยใช SDS-PAGE
(Laemmli, 1970)
การวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธีไบยูเรท
อุปกรณ
1.หลอดทดลอง
2.นาฬิกาจับเวลา
3.Vextex  mixer
4.เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร
สารเคมี
1.สารละลายโปรตีนมาตรฐาน  BSA  10มลิลกิรัมตอมิลลิลิตร
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2.สารไบยูเรท: ชั่ง CuSO4.5H2O 1.5 กรัม โซเดียมโพแตสเซียมทาเตรท 6.0 กรัม  เติมนํ้ า
จนมีปริมาตร 500 มลิลิลิตรกวนจนเปนเนื้อเดียวกัน
3. เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด รอยละ10 จํ านวน 300 มลิลิลิตรในขณะกวนปรับ
ปริมาตรดวยนํ้ ากลั่นใหได 1000 มลิลิลิตร
วิธีการ
1.ดดูสารละลายโปรตีน 500ไมโครลิตร ใสหลอดทดลอง
2.เติมสารละลายไบยูเรท 2 มลิลิลิตรผสมใหเขากันดวย Vertex  mixer วางทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา30นาที
3.วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตรเปรียบเทียมกับกราฟมาตรฐาน
BSA
 - การเตรียมโปรตีนมาตรฐาน Bovine  Serum Albumin (BSA)
1. ดดูสารละลาย BSA เขมขน10มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรจํ านวน 100, 200, 300, 400 และ
500 ไมโครลิตรปรับปริมาตรดวยนํ้ ากลั่นใหได 500 ไมโครลิตรเติมสารละลายไบยูเรท2
มลิลิลิตร ผสมใหเขากันดวย Vertex  mixerวางทิ้งไวที่อุณภูมิหองเปนเวลา 30 นาทีวัดคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร

การทํ าเจลอิเล็กโตรโฟรีซีสตามวิธีของ  Laemmli(1970)
อุปกรณ
1.ชดุอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบมินิเจล
สารเคมี
1.Acrylamide/bisacrylamide เตรียมโดยละลาย Acrylamide  29.2กรัม และ
bisacrylamide  0.8ก รมัในนํ้ ากลั่นใหไดปริมาตร100มิลลิลิตรเก็บในขวดสีชาที่ อุณหภูม
4 องศาเซลเซียส ใชไดประมาณ 1 เดีอนหลังจากการเตรียม
2.สารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอรเขมขน1.5โมลาร  พีเอช8.8
3.สารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอรเขมขน0.5โมลาร  พีเอช6.8
4.โซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขนรอยละ10 (เก็บที่อุณหภูมิหอง)
5.Sample  buffer (SDS reducing  buffer)
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- นํ ้ากลั่น3.8มิลลิลิตร
- 0.5M Tris-HCL, pH  6.8     1.0 มลิลิลิตร
- กลีเซอลรอล 0.8 มลิลิลิตร
- 10% SDS 1.6 มลิลิลิตร
-เบตา-เมอแคปโตเอธานอล 0.4 มลิลิลิตร
- 1% โบรโมฟนอลบูล 0.4 มลิลิลิตร

6.  5x electrode (running) buffer, pH 8.3
- Tris  base 9 กรัม
-ไกลซีน 43.2 กรัม
- SDS 3 กรัม
ละลายในนํ้ ากลั่นใหไดปริมาตร 500 มลิลิลิตร

7. Catalyst  ประกอบดวย
- 2%Ammonium persulfate เตรียมกอนที่จะใช
- TEMED (N,N,N,N-tetramethyl ethylenedismine)

8.โปรตีนมาตรฐานที่ทราบนํ้ าหนักโมเลกุล High  Molecular  Weight  (Sigma)ประกอบ
ดวย myosin.B-Galactosidade, phosphorylase  b, fructose-6-phophate  kinase, albumin,
glutamic  dehydrogenase, ovalbumin, glyceraldehydes-3-phosphate  dehydrogenase  มี
นํ้ าหนักโมเลกุล 250,000  116,000  67,000  84,000  66,000  55,000  45,000  36,000
ดาลตัน  ตามลํ าดับ
9. สยีอมโปรตีน Coomassie  Billiant  Blue  R-250
10. Staining  Solution:ละลาย Coomassie  Billiant  Blue R-250 0.04 กรัมในเมทานอล
100  มลิลิลิตร, คนจนละลายหมด  (20นาที)  แลวเติม Glaial Acetic acid 15 มลิลิลิตร
และนํ้ ากลั่น 85 มลิลิลิตร

- Destaning  Solution  1: ผสมเมธานอล 200 มลิลิลิตร กรดอะซิติก 30 มลิลิลิตร
และนํ้ ากลั่น 170 มลิลิลิตร

- Destaing  Solution  2: ผสมเมธานอล 50 มลิลิลิตร กรดอะซิติก 75 มลิลลิิตร
และนํ้ ากลั่น 875 มลิลิลิตร
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วิธีการ
1. การเตรียมตัวอยาง
นํ าตัวอยาง 3 กรัมผสมกับ 5% SDS 27 มลิลลิิตรโฮโมจิไนส 1 นาทีบมที่ 85 องศา
เซลเซียส เปนวเลา 1 ชั่วโมง นํ าสารละลายมาเหวี่ยงแยก  10,000 x g เปนเวลา 30
นาทีนํ าสวนใสที่ไดมาผสมกับ Sample  buffer  (อัตราสวน1:1)ใหมีปริมาณโปรตีน
เทากับ 15 ไมโครกรัมตอ 10 ไมโครลิตร ตมสารผสมเปนเวลา 4 นาที
2. การเตรียม running gel

สารเคมี 10 % gel
30 % Acrylamide/bis 1.167 ml
1.5 M Tris-HCl buffer pH 8.8 0.875 ml
1% SDS 0.35 ml
TEMED 5 µl

3. การเตรียม stacking gel
30 % Acrylamide/bis 0.4 ml
0.5 M Tris-HCl buffer pH 6.8 1.0 ml
1% SDS 0.3 ml
นํ้ ากลั่น 1.1 ml
0.1 M EDTA 0.8 ml
2% Ammonium persulfate 0.4 ml
TEMED 6 µl

4. การแยกโปรตีนโดยเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส
ประกอบชุดเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส จากนั้นเติมอิเล็กโทรดบัฟเฟอร ใหเต็ม

chamber จากนั้น Load ตัวอยางที่เตรียมจากขอ 1 จํ านวน 10 ไมโครลิตร ตอชุดอิเล็ก
โตรโฟรีซีสเขากับ  power supply เปดกระแสไฟฟา 50 โวลท จนสีของโบรโมฟนอ
ลบลูเคลื่อนถึง running gel (ประมาณ 30 นาที) เปลี่ยนกระแสไฟฟาเปน 150 โวลท
จนสีของโบรโมฟนอลบลูเคลื่อนจนเกือบสุดปลายกระจก จึงหยุดการใหกระแสไฟ
ฟา
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5. การยอมสีโปรตีนในเจล โดยยอมใน staining solution 2 ชัว่โมง จากนั้นนํ ามาแช
ดวย Destaining solution 1 เปนเวลา 30 นาที แลวแชใน Destaining solution 2

ภาคผนวก ข. การวิเคราะหองคประกอบทางเคมี
ข1. การวิเคราะหปริมาณโปรตีน (AOAC, 1999)
อุปกรณ

1.  ขวดยอยโปรตีน (Kjeldahl flask) ขนาด 250-300 มิลลิลิตร
2. ชดุกลั่นโปรตีน
3.  ขวดปรับปริมาตร (Volumetric flask) ขนาด100 มิลลิลิตร
1.  ขวดรูปชมพู (Erlenmeyer flask) ขนาด 50 มิลลิลิตร
2. ปเปตขนาด 5 และ 10 มิลลิลิตร
3. บวิเรต ขนาด 25 มิลลิลิตร
4. ลูกแกว
5. กระดาษกรอง

สารเคมี
1.  กรดซัลฟุริกเขมขน
2. สารเรงปฏิกิริยา ใชคอปเปอรซัลเฟต (Cu2SO4) 1 สวนตอโปแตสเซียมซัลเฟต

(N2SO4) 9 สวน
3. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) เขมขนรอยละ 40 (ชั่งสารโซเดียม

ไฮดรอกไซด 40 กรัม ละลายในนํ้ ากลั่นปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร
4. สารละลายกรดบอริก (H3BO3) เขมขนรอยละ 4 (ละลายกรดบอริก 40 กรัม

ดวยนํ้ ากลั่น ปรับปริมาตรใหได 1,000  มิลลิลิตร)
5. สารละลายกรดเกลือ เขมขน 0.02 นอรมอล
6. อินดิเคเตอรเปนสารผสมระหวางเมทิลเรด เมทิลีนบลูและโบรโมครีซอล

กรีน
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วิธีการ
1.  ชั่งตัวอยางอาหารบนกระดาษกรองใหไดนํ้ าหนักแนนอนประมาณ 1-2 กรัม

หอใหมิดชิดใสลงในขวดยอยโปรตีน
2.  เตมิสารเรงปฏิกิริยา 5 กรัม และกรดซัลฟุริกเขมขน 20 มิลลิลิตร
3.  ใสลูกแกว 2 เม็ด นํ าไปยอยบนเตาไฟในตูดูดควันจนกระทั่งไดสารละลายใส

ปลอยทิ้งใหเย็น
4. เติมนํ้ ากลั่นรอนลงไปลางบริเวณคอขวดใหทั่ว แลวใหความรอนตอไปจน

เกิดควันของกรดซัลฟุริก ปลอยทิ้งใหเย็น
5. น ํามาถายลงในขวดปรับปริมาตร ขนาด 100 มิลลิลิตร ใชนํ้ ากลั่นลางขวดยอย

โปรตีนใหหมดสารละลายตัวอยาง แลวปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร
6. จัดอุปกรณกลั่น
7. น ําขวดชมพูขนาด 50 มิลลิลิตร เติมกรดบอริกเขมขนรอยละ 4 ลงไป 5

มลิลลิิตร ผสมนํ้ ากลั่น 5 มิลลิลิตร และเติมอินดิเคเตอรเรียบรอยแลวไปรองรับของเหลว
ที่จะกลั่น โดยใหสวนปลายของอุปกรณควบแนนจุมลงในสารละลายกรดนี้

8. ดูดสารละลายตัวอยางดวยปเปตขนาด 10 มิลลิลิตร ใสลงในชองใสตัวอยาง
แลวเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 20 มิลลิลิตร

9. กลั่นประมาณ 10 นาที ลางปลายอุปกรณควบแนนดวยนํ้ ากลั่นลงในขวดรอง
รบั ไตเตรทสารละลายที่กลั่นไดกับสารละลายกรดเกลือเขมขน 0.02 นอรมอล จะไดจุดยุติ
สีมวง

10. ทํ า blank ดวยวิธีการเดียวกันตั้งแตขอ 2 – 10
การคํ านวณ
ปริมาณโปรตีน (รอยละ) = (A-B) x N x 1.4007 x 6.25

W
โดยที่ A = ปรมิาตรกรดที่ใชไตเตรทกับตัวอยาง (มิลลิลิตร)

B = ปรมิาตรกรดที่ใชไตเตรทกับ blank (มลิลิลิตร)
N = ความเขมขนของกรด (นอรมอล)
W = นํ้ าหนักตัวอยางเริ่มตน (กรัม)
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14.007 = นํ้ าหนักสมมูลยของไนโตรเจน  6.25= แฟกเตอร

ข2. การวิเคราะหปริมาณความชื้น (AOAC,1999)

อุปกรณ
1. ตูอบไฟฟา
2. ภาชนะหาความชื้น (จานอลูมิเนียม พรอมฝา)
3. โถดูดความชื้น
4. เครื่องชั่งไฟฟา ทศนิยม 4 ตํ าแหนง

วิธีการ
1.  อบภาชนะสํ าหรับหาความชื้นในตูอบไฟฟา ที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส 

นาน 2-3 ชั่วโมง นํ าออกจากตูอบใสไวในโถดูดความชื้น หลังจากนั้นชั่งหานํ้ าหนัก
2. กระทํ าเชนขอ1 จนไดผลตางของนํ้ าหนักที่ชั่งทั้งสองครั้งติดตอกันไมเกิน 1-

3 มลิลิกรัม
3. ชั่งตัวอยางใหไดนํ้ าหนักที่แนนอนอยางละเอียด ประมาณ 1-2 กรัมใสลงใน

ภาชนะหาความชื้นซึ่งทราบนํ้ าหนักแลว
4. นํ าไปอบในตูอบไฟฟาที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 5-6 ชั่วโมง
5. นํ าออกจากตูอบใสในโถดูดความชื้น หลังจากนั้นชั่งหานํ้ าหนัก

6. อบซํ้ าอีกครั้งละประมาณ 30 นาที และกระทํ าเชนเดิมจนไดผลตางของนํ้ า
หนัก ที่ชั่งทั้งสองครั้งติดตอกันไมเกิน 1-3 มิลลิกรัม

การคํ านวณ

ปริมาณความชื้น(รอยละ) = 100 x ผลตางของนํ้ าหนักตัวอยางกอนอบและหลังอบ
นํ้ าหนักตัวอยางกอนอบ
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ข3. การวิเคราะหปริมาณเถา (AOAC,1999)
อุปกรณ

1. เตาเผา (muffle furnace)
2. ถวยกระเบื้องเคลือบ (porcelain crucible)
3. โถดูดความชื้น
4. เครื่องชั่งไฟฟา ทศนิยม 4 ตํ าแหนง

วิธีการ
6. เผาถวยกระเบื้องเคลือบในเตาเผาที่อุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส เปนเวลา

ประมาณ 3 ชั่วโมง ปดสวิตซเตาเผาแลวรอประมาณ 30-45 นาที เพื่อใหอุณหภูมิภายใน
เตาเผาลดลงกอน แลวนํ าออกจากเตาเผาใสในโถดูดความชื้น ปลอยใหเย็นจนถึงอุณหภูมิ
หองแลวชั่งนํ้ าหนัก

7. เผาซํ้ าอีกครั้งครั้งละประมาณ30 นาที และกระทํ าเชนขอ 1 จนไดผลตางของ
นํ ้าหนักทั้ง 2 ครั้ง ติดตอกันไมเกิน 1-3 มิลลิกรัม

8. ชั่งตัวอยางใหไดนํ้ าหนักแนนอนประมาณ 2 กรัม ใสในถวยกระเบื้องเคลือบ
ที่ทราบนํ้ าหนักแนนอนแลว นํ าไปเผาในตูควันจนหมดควัน แลวนํ าเขาเตาเผาอุณหภูมิ 
600 องศาเซลเซียส และกระทํ าซํ้ าเชนเดียวกับขอ 1-2
การคํ านวณ

ปริมาณเถา (รอยละ) = นํ้ าหนักตัวอยางหลังเผา x 100

ข4. การวิเคราะหปริมาณไขมัน
อุปกรณ

1. อุปกรณชุดสกัดไข
ตัวทํ าละลาย ซอคเลต (soxh
(heating mantle)

2. หลอดใสตัวอยาง (
3. สํ าลี
นํ้ าหนักตัวอยางเริ่มตน
 (AOAC,1999)

มัน (soxhlet apparatus) ประกอบดวยขวดกลม สํ าหรับใส
let) เครื่องควบแนน (condenser) และเตาใหความรอน 

extraction thimble)
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4. ตูอบไฟฟา
5. เครื่องชั่งไฟฟา ทศนิยม 4 ตํ าแหนง
6. โถดูดความชื้น

วิธีการ
1. อบขวดกลมสํ าหรับหาปริมาณไขมัน ซึ่งมีขนาดความจุ 250 มิลลิลิตร ในตู

อบไฟฟาทิ้งใหเย็นในโถดูดความชื้น และชั่งนํ้ าหนักที่แนนอน
2. ชั่งตัวอยางบนกระดาษกรองที่ทราบนํ้ าหนัก ประมาณ 1-2 กรัม หอใหมิดชิด

แลวใสลงในหลอดสํ าหรับใสตัวอยาง คลุมดวยสํ าลีเพื่อใหสารทํ าละลายมีการกระจาย
อยางสมํ่ าเสมอ

3. นํ าหลอดตัวอยางใสลงในซอคเลต
4. เติมสารตัวทํ าละลายปโตรเลียม อีเทอร ลงในขวดหาไขมันปริมาณ 150 

มลิลิลิตร แลววางบนเตา
5. ประกอบอุปกรณชุดสกัดไขมัน พรอมทั้งเปดนํ้ าหลออุปกรณควบแนนและ

เปดสวิทซ ใหความรอน
6. ทํ าการสกัดไขมันเปนเวลา 14 ชั่วโมง โดยปรับความรอนใหหยดของสารทํ า

ละลายกลั่นตัวจากอุปกรณควบแนน ดวยอัตรา 150 หยดตอนาที
7. เมื่อครบ 14 ชั่วโมง นํ าหลอดใสตัวอยางออกจากซอคเลต ทิ้งใหตัวทํ าละลาย

ไหลจากซอคเลตลงในขวดกลมจนหมด
8. ระเหยตัวทํ าละลายออกดวยเครื่องระเหยแบบสุญญากาศ
9. นํ าขวดหาไขมันอบในตูอบที่อุณหภูมิ 80-90 องศาเซลเซียส จนแหงใชเวลา

ประมาณ 30 นาที ทิ้งใหเย็นในโถดูดความชื้น
10. ชั่งนํ้ าหนัก แลวอบซํ้ านานครั้งละ 30 นาที จนกระทั่งผลตางของนํ้ าหนักทั้ง

สองครั้งติดตอกันไมเกิน 1-3 มิลลิกรัม
การคํ านวณ
ปริมาณไขมัน (รอยละ)         =                     100 x นํ ้าหนักไขมันหลังอบ
นํ้ าหนักตัวอยางเริ่มตน
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ภาคผนวกค. การตรวจสอบโปรตีนและสารประกอบไนโตรเจนที่ไมใชโปรตีน
(Hashimoto et al., 1979)

อุปกรณ
1. เครื่องชั่งไฟฟา ทศนิยม 4 ตํ าแหนง
2. เครื่องหมุนเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิ
3. กระบอกตวง
4. เครื่องโฮโมจิไนส
5. เครื่องกวนชนิดแมเหล็กไฟฟาและแทงกวนแมเหล็ก

สารเคมี
1. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร เขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 7.5
2. สารละลายโซเดียมคลอไรด เขมขน 0.5 โมลาร พีเอช 7.5
3. สารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติกเขมขน รอยละ5
4. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด เขมขน 0.1 นอรมอล
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เนื้อกุง

ํ้ า

เติมสารละลายไตรคลอโร
อะซิติกเขมขนรอยละ 5
กรอง

ี่

ภาพภาคผนวก ค. การแยกองคประกอบโปรตีน
ที่มา : Hashimoto (1979)
โฮโมจิไนสดวย 10 เทาสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอรเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 7.5 (น
หนัก/ปริมาตร) เหวี่ยงแยก (5000xg นาน
15 นาที) อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
โฮโมจิไนสดวย 10 เทาของสาร
ละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.5
โมลาร พีเอช 7.5 (นํ้ าหนัก/ปริมาตร)
เหวี่ยงแยก (5000xg นาน 15 นาที)
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
เติมสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด
เขมขน 0.1 นอรมอล
ิ

เหวี่ยงแยก (5000xg
นาน 15 นาที) อุณหภูม
4 องศาเซลเซียส
สวนใส
 ตะกอน
สวนใส
สวนใส
สวนใส
ตะกอน
 ตะกอน
ตะกอน
สารประกอบ
ไนโตรเจนท
ไมใชโปรตีน
โปรตีนซารโคพลาสมิก
 โปรตีนไมโอไฟบริล
โปรตีนที่ละลายไดในดาง
 สโตรมา
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ภาคผนวก ง. การวิเคราะห Thermal in activation rate constant (KD)
ของแอกโตไมโอซิน (Tsai et al., 1989)

วิธีการ
1. สกัดแอกโตไมโอซิน
2. เจือจางแอกโตไมโอซินใหมีความเขมขน 10-5.0 มก. ตอ มล.
3. บม (incubation)ที่อุณหภูมิ ( 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 องศาเซลเซียส) และเวลา (0, 5,
10, 20, 30, 60 นาที)
4. ทํ าใหเย็นโดยแชในนํ้ าแข็งเปนเวลา 5 นาที
5. ทิ้งไวที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที
6. วิเคราะหกิจกรรม Ca2+-ATPase
การคํ านวณ
KD = (ln C0 –ln Ct)/t
C0 = กจิกรรม Ca 2+ -ATPase  กอนการบมที่อุณหภูมิตางๆ
Ct = กจิกรรม Ca 2+ -ATPase  หลังการบมที่อุณหภูมิตางๆ
t   =  เวลาในการบม (นาที)

ภาคผนวก จ1. การวิเคราะหกิจกรรม ATPase ของแอกโตไมโอซิน
(Benjaku, et al., 1997)

การสกัดแอกโตไมโอซิน
สารเคมี

1. สารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.6 โมลาร พีเอช 7.0
2. สารละลายโซเดียคลอไรดเขมขน 1.2 โมลาร พีเอช 7.0

วิธีการ
1. น ําเนื้อกุง 4 กรัม เติมสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.6 โมลาร พีเอช 7.0

(4 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 40 มิลลิลิตร
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2. โฮโมจิไนสนาน 4 นาที และเหวี่ยงแยกที่ความเร็วรอบ 5000 x g นาน 30
นาที (0 องศาเซลเซียส)

3. ตะกอนที่ไดเติมนํ้ ากลั่น (4 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 3 เทา โฮโมจิไนสนาน
30 นาที และเหวี่ยงแยกที่ความเร็วรอบ 5000 x g  นาน 20 นาที (0 องศา
เซลเซียส)

4. ตะกอนที่ไดเติมสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 1.2 โมลาร พีเอช 7.0
ปริมาตร 1 เทา กวนเปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสและเหวี่ยง
แยกที่ความเร็วรอบ 5000 x g นาน 20 นาที (0 องศาเซลเซียส)

5. ตะกอนที่ไดใชเปนแหลงของแอกโตไมโอซิน
วิธีการวิเคราะห
อุปกรณ

1. ไมโครปเปต
2. หลอดทดลอง
3. เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร
4. นาฬิกาจับเวลา

สารเคมี
1. สารละลาย EGTA เขมขน 0.01 โมลาร
2. สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด เขมขน 0.1 โมลาร
3. สารละลายแคลเซียมคลอไรด เขมขน 0.1 โมลาร
4. สารละลาย Tris maleate เขมขน 0.5 โมลาร
5. สารละลาย ATP เขมขน 20 มิลลิโมลาร
6. สารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติกเขมขนรอยละ 15

วิธีการ
1.ทํ าการเจือจางสารสกัดแอกโตไมโอซินดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดความ

เขมขน 0.6 โมลาร พีเอช 7.0 ใหมีความเขมขนของโปรตีนเทากับ 2.5
มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร
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2.ดดูสารละลายแอกโตไมโอซินจากขอ 1 มา 1 มิลลิลิตร เติม 0.5 โมลาร
Trismaleate พีเอช 7.0 ปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร
3.เติมสารละลายตางๆ จนไดปริมาตรสุดทายเทากับ 9.5 มิลลิลิตร เพื่อตรวจวัดกิจ
กรรมของเอนไซม ATPase ดังนี้

- สารละลายแคลเซียมคลอไรดเขมขน 10 มิลลิโมลาร สํ าหรับการตรวจ
วัดกิจกรรม Ca2+ ATPase

- สารละลายแมกนีเซียมคลอไรดเขมขน 2 มิลลิโมลาร สํ าหรับการตรวจ
วัดกิจกรรม Mg2+ ATPase

- สารละลายแมกนีเซียมคลอไรดเขมขน 2 มิลลิโมลาร และสารละลาย
แคลเซียมคลอไรดเขมขน 0.1 มิลลิโมลาร สํ าหรับการตรวจวัดกิจกรรม Mg2+-
Ca2+ ATPase

- สารละลายแมกนีเซียมคลอไรดเขมขน 2 มิลลิโมลาร และสารละลาย
EGTAเขมขน 0.5 มิลลิโมลาร สํ าหรับการตรวจวัดกิจกรรม Mg2+-EGTA
ATPase
4. เติมสารละลาย ATP เขมขน 20 มิลลิโมลาร 0.5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 25
องศาเซลเซียสนาน 10 นาที
5.เติมสารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติกเขมขนรอยละ 15 (นํ้ าหนัก/ปริมาตร) 5
มลิลิลิตร
6. ทํ าการหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3500 x g นาน 5 นาที สวนใสที่ไดนํ าไป
ตรวจวัดปริมาณ inorganic phosphate (Pi)

จ2. การวิเคราะหกิจกรรม AG และ NAG (Benjakul and Bauer, 2000)
สารเคมี

1. โซเดียมซิเตรทบัฟเฟอรเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 4.0
2. โซเดียมซิเตรทบัฟเฟอรเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 4.5
3. โซเดียมคลอไรดเขมขน 1.0 โมลาร
4. โพแทสเซี่ยมคลอไรดเขมขน 0.6 โมลาร



143

5. โพแทสเซี่ยมไฮดรอกไซดเขมขน 0.2 โมลาร
6. โพแทสเซี่ยมไฮดรอกไซดเขมขน 0.3 โมลาร
7. 4.2 mM ρ-nitrophenyl-∝-glucopyranoside solution (std AG)
8. 1.0 mM ρ- nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glucosamide solution (std NAG)

วิธีการ
1. เตรียมตัวอยาง โดยเหวี่ยงแยกชิ้นเนื้อบางๆ (0.5-0.8 cm.)ที ่ 22000 x g นาน 60

นาที
2. ใชหลอดหยดดูดออกมา วัดปริมาตรที่ได หาความเขมขนโปรตีน วิเคราะหกิจ

กรรมดังนี้
กิจกรรม AG

- ผสม โซเดียมซิเตรทบัฟเฟอรเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 4.0 จํ านวน 0.3
มล. รวมกับ โซเดียมคลอไรด 1.0 โมลาร 0.2 มล. และ ตัวอยางที่เขมขน
5 มก./มล. จํ านวน 1 มล.

- บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที
- เติม Std. AG 1 มล.
- บมตอจนครบ 60 นาที
- หยดุปฏิกิริยาโดยเติมโซเดียมไฮดรอกไซด 0.3 โมลาร 1 มล.
- วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 405 nm
- ทํ า blank โดยใชนํ้ ากลั่นแทนตัวอยาง

กจิกรรม NAG
- ผสม โซเดียมซิเตรทบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอช 4.5 จํ านวน 0.3 มล. รวมกับ โพแทสเซี่
ยมคลอไรด 0.6 โมลาร 0.2 มล.และ ตัวอยางเขมขน 2 มก. ตอ มล. จํ านวน 0.2 มล.

- เติม Std. NAG 0.2 มล.
- บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที
- หยดุปฏิกิริยาดวย โพแทสเซี่ยมไฮดรอกไซด เขมขน 0.3 โมลาร 1 มล.
- วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 405  nm

คํ านวณหาปริมาณ AG และ NAG
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จ3. การวิคราะหการละลาย (Xiong et al., 2000)
สารเคมี

1. โซเดียมไฮดรอกไซด 0.5 โมลาร
2. 50 % TCA และ 10% TCA
3. KCl 0.6 M (เย็น)

วิธีการ
1. ชั่งนํ้ าหนักตัวอยางกุง 1 กรัม บดใสในภาชนะขนาด 100 มล.
2. เติม 0.6 M KCl ทีเ่ยน็ 19 มล. จนไดปริมาตร 20 มล.
3. โฮโมจีไนส นาน 1 นาที
4. คนผสมที่อุณหภูมิหองนาน 4 ชั่วโมง
5. กรองดวยกระดาษกรองเบอร 4
6. เหวี่ยงแยกที่ 8500 x g นาน 30 นาที
7. น ําสวนใสมา 10 มล. เติม 50% TCA 2 มล. คนผสมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส

นาน 18 ชั่วโมง
8. เหวี่ยงแยกที่ 8500 x g นาน 30 นาที ใน microtube แลวแยกสวนใสออก
9. เติม 10 % TCA ทีเ่ยน็ลงไป 5 มล. เหวี่ยงแยก 5 นาที
10. ละลายตะกอนดวย โซเดียมไฮดรอกไซด 0.5 โมลาร 5 มล.
11. วัดหาปริมาณโปรตีนดวยวิธี ไบยูเรท

การคํ านวณ
คาการละลาย = (100 x)/y
x = คาการดูดกลืนแสงของตัวอยาง
y = คาการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม

จ4. การวิเคราะหหมูซัลฟไฮดริล (Ellman, 1959)
สารเคมี

1. Tris –HCl buffer 0.2 M พีเอช 6.8
2. DTNB 0.1 % พีเอช 7.2
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3. KCl 0.6 M พีเอช 7.0
วิธีการ
1. น ําแอกโตไมโอซิน 1 มล. (ความเขมขน 4 มก./มล.)ผสมกับ Tris-HCl buffer 0.2

M พีเอช 6.8 ปริมาตร 9 มล.
2. นํ าสารละลายผสมมา 4 มล. เติม 5,5’ dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB)

0.1 % ปรมิาตร 0.4 มล.
3. บมที่ 40 องศาเซลเซียส นาน 25 นาที
4. วัดการดูดกลืนแสงที่ 412 nm
5. วิเคราห blank โดยใช KCl 0.6 M พีเอช 7.0 แทนตัวอยาง
การคํ านวณ
ปริมาณหมูซัลฟไฮดริล = (OD x M)/13600
M = mol/1000ml

จ5. การวิเคราะหไดซัลไฟด (Thanhanser et al., 1987)
สารเคมี

1. Ellman’ reagent
2. 1 M Na2SO3
3. 2M guanidine thiocyanate
4. 50 mM sodium sulfide
5. 3 mM EDTA
6. 50 mM glycine

วิธีการ
1. เตรียม Ellman’ reagent
2. ปเปตแอกโตไมโอซิน 100 ไมโครลิตร ผสมกับใน 2,4,4,6 trinitrobenzene

sulforic acid (TNBS) 3 มล.
3. บมที่มืด 25 นาที
4. วัดคาการดูดกลืนแสง (OD) ที ่412 nm
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5. วิเคราะห blank โดยใชนํ้ าแทนตัวอยาง
การคํ านวณ
ปริมาณไดซัลไฟด = OD/13900

จ6. การวิเคราะหไฮโดรโฟบิซิต้ีบริเวณพื้นผิว (Benjakul et al., 1997)
สารเคมี

1. 10 mM phosphate buffer พีเอช 6.0 ใน 0.6 M NaCl
2. 8 mM ANS (1-anilinonaphthalen-8-sulfonic acid)

วิธีการ
1. เจือจางแอกโตไมโอซินดวย 10 mM phosphate buffer พีเอช 6.0 ใน 0.6 M NaCl

ใหไดความเขมขน 0.125, 0.25, 0.5 และ 1 มก./มล. ปรมิาตร 4 มล.
2. นํ าตัวอยางมา 2 มล.
3. บมที่ 20 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที
4. เติม  8 mM ANS 20 ไมโครลิตร
5. วัดความเขมแสงโดยใช Fluorometer ที่ excitation 374 nm และ emission 485 nm
6. คํ านวณปริมาณไฮโดรโฟบิซิตี้จากกราฟ
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