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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

เจละติน (gelatin) เปนผลิตผลที่ไดจากการสลายตัวคร้ังแรกของคอลลาเจน 
(collagen) ซ่ึงเปนองคประกอบของเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (connective tissue) ที่พบในกระดูก ผิวหนัง 
และ เอ็นจากสัตว ในสมัยโบราณไดมีการนําเอาเจละตินมาใชในการทําอาหารเปนเวลานานกวา 
6,000 ปมาแลว เจละตินนั้นมาจากภาษาลาติน คือ gelatus ที่มีความหมายวา แข็ง หรือ แนน จาก
สถิติในตลาดโลกปริมาณการใชเจละตินมีมากถึง 110,000-140,000 ตันตอป (ปฐมพล และ มัณฑนา 
,2544) คิดเปนมูลคาเกินกวา 400 ลานเหรียญสหรัฐตอป และคาดวาจะมีแนวโนมเพิ่มมากขึ้นเรื่อย ๆ 
เนื่องจากปจจุบันตลาดของผลิตภัณฑที่มีเจละตินเปนสวนประกอบกําลังขยายตัวอยางรวดเร็ว
โดยเฉพาะในดานอุตสาหกรรมอาหารซึ่งเปนตลาดที่ใหญที่สุดของเจละติน ประมาณรอยละ 55 
รองลงมาคือ อุตสาหกรรมยา ประมาณรอยละ 25 ของตลาดโลก นอกนั้นใชในอุตสาหกรรม
ถายภาพรอยละ 15 และอีกรอยละ 5 ใชในอุตสาหกรรมอื่น ๆ เรียกวา technical gelatin เชน การทํา
กระดาษ อุตสาหกรรมสิ่งทอ ลูกกลิ้งตัวพิมพ เปนตน (สุพัตรา และ อาพร , 2541)  สําหรับประเทศ
ไทยยังคงตองสั่งซื้อเจละตินจากตางประเทศเพื่อนํามาใชในอุตสาหกรรมตาง ๆ จากสถิติขอมูลของ
กรมศุลกากรตั้งแตเดือนมกราคมป 2541 จนถึงเดือนตุลาคม 2546 ประเทศไทยมีการนําเขาเจละติน
เฉล่ียประมาณ 1,250 ตันตอป คิดเปนมูลคาประมาณ 260 ลานบาท ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดที่จะ
ทําการสกัดเจละตินจากเศษหนัง เพื่อนํามาประยุกตใชในอุตสาหกรรมตาง ๆ ทดแทนการนําเขาจาก
ตางประเทศ และเพื่อเปนการเพิ่มมูลคาของผลพลอยไดจากหนังสัตวเหลานั้นดวย 
  
  ในงานวิจัยนี้ไดศึกษาการสกัดและทําใหบริสุทธ์ิของเจละตินจากเศษหนังสัตว
ใหญที่เปนเศษหนังชั้นใน ที่ไดจากการขูดทิ้งเพื่อนําเอาหนังชั้นนอกเขาสูกระบวนการฟอกหนัง
เนื่องจากหนังชั้นในนี้มีองคประกอบหลัก  คือโปรตีนที่มีสวนประกอบสวนใหญเปนคอลลาเจน  
และเมื่อไดรับความรอนคอลลาเจนจะสลายตัวไดเปนเจละติน ซ่ึงกระบวนการสกัดเจละติน
แบบเดิมจะใชวิธีทางเคมี โดยใชกรดหรือดางในการสกัด  ทําใหเจละตินที่ไดมีกล่ินของกรดหรือ
ดางติดอยู  แตในงานวิจัยจะใชวิธีทางชีวภาพในการสกัดเจละติน โดยเลือกใชเอนไซมแอลคาไลน
โปรทีเอส  ซ่ึงเปนเอนไซมทางการคาทําใหเจละตินที่ไดไมมีกล่ินของกรดหรือดาง  และไมมี
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สารเคมีปนเปอนอยู  นอกจากนี้ยังเปนการประหยัดทรัพยากรตาง ๆ ที่จะตองใชในการบําบัดของ
เสียที่เหลือจากกระบวนการสกัดเจละตินดวยสารเคมีอีกดวย  
 
1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

1.2.1 ทําการศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซมที่ใชในการยอยเศษ
หนังเพื่อใหไดเจละติน 

 
การสกัดเจละตินจะขึ้นอยูกับปจจัยหลายอยาง ไดแก ความเขมขนของ

เอนไซม  อุณหภูมิ  เวลา  และ  คาความเปนกรด-ดาง (pH) ที่ใชในการสกัด 
 

 1.2.2 ศึกษาความสัมพันธระหวางสมบัติของเจละตินที่ไดจากการสกัดและภาวะที่ใชใน
การสกัด 
 
  เจละตินที่ไดจากการสกัดที่สภาวะตางกันจะมีสมบัติทางกายภาพที่สําคัญ
แตกตางกันคือ คาความแข็งแรงของเจล และความหนืด  ดังนั้นจึงตองทําการศึกษาถึงความสัมพันธ
ระหวางสมบัติของเจละตินที่ไดจากการสกัดและภาวะที่ใชในการสกัด  เพื่อท่ีจะไดเลือกสภาวะที่
เหมาะสมในการสกัดใหตรงตามสมบัติของเจละตินที่ตองการในการใชงานตอไป 
 
 1.2.3 ศึกษาการทําใหบริสุทธิ์ของเจละตินที่ไดจากการยอยเศษหนังดวยเอนไซม โดยใช
เจลฟลเตชั่นโครมาโตกราฟ (Gel filtration chromatography) 

 
เนื่องจากเจละตินไดจากการสลายตัวของคอลลาเจนจึงมีน้ําหนักโมเลกุล

คอนขางกวางตั้งแตหมื่นจนถึงแสนดัลตัน  ดังนั้นในการทําบริสุทธิ์จึงเลือกใชการแยกตามขนาด
ของโปรตีนเปนหลัก 

 
1.3 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 

1.3.1 สามารถเพิ่มมูลคาของวัสดุที่มีมูลคาต่ําใหมีมูลคาสูงเพิ่มมากขึ้น โดยการสกัดเจ-
ละตินจากเศษหนังสัตวที่จะนําไปทิ้งหรือผลิตเปนสินคาที่มีมูลคาต่ํา 
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1.3.2 ทราบสภาวะตาง ๆ ที่ใชในการยอยเศษหนังดวยเอนไซม เพื่อใหไดเจละตินที่มี
สมบัติตามตองการ และเพื่อเปนแนวทางในการนําไปปรับใชไดจริงในระดับอุตสาหกรรมการผลิต
เจละตินในเชิงการคาตอไป 

 
 1.3.3 ทําใหไดเจละตินชนิดใหม ที่ไดจากจากการยอยเศษหนังดวยเอนไซม และเปนเจ
ละตินมกีล่ินดี ไมมีกล่ินของกรดหรือดางหลงเหลืออยูเหมือนกับการใชวิธีการทางเคมี 

 
 1.4 ขอบเขตและวิธีดําเนินการวิจัย  

 
1.4.1 คนควาขอมูลและงานวิจัยที่เกี่ยวของดังตอไปนี้ 

 
1) ศึกษาชนิด  สมบัติ  และการทํางานของเอนไซม 
2) ศึกษาโครงสราง  องคประกอบ  และสมบัติของหนัง  และเจละติน 
3) ศึกษาการสกัด  และทําบริสุทธิ์พรอมทั้งตรวจสอบสมบัติของโปรตีน 
4) ศึกษาวิธีการตรวจสอบสมบัติของเจละติน 
5) ศึกษาวิธีประมวลผลเพื่อหาความสัมพันธระหวางสภาวะที่ใชในการสกัดกับ

สมบัติของเจละตินที่ได 
    
  1.4.2 ออกแบบการทดลอง เตรียมอุปกรณ และสารเคมี 
 

1.4.3 การสกัดเจละติน 
 

1) การสกัดเจละตินจะใชเศษหนังชั้นในที่ยังไมผานกระบวนการฟอกหนัง  และ
เอนไซมที่ใชในการทดลอง  คือ  Commercial Alkaline protease  มีชื่อทางการคาวา  Savinase 12T 

2) เลือกภาวะที่เหมาะสมของปจจัยที่มีผลตอการสกัด ไดแก  ความเขมขนของ
เอนไซม  อุณหภูมิ  เวลา  และ pH ของบัฟเฟอร ที่ใชในการสกัด      
 

 1.4.4 นําสารละลายเจละตินที่ไดจากการสกัดมาทําใหแหง  และทําการวิเคราะหปริมาณ
โปรตีนได 
  

นําเจละตินที่ไดมาทําใหเขมขนขึ้นโดยใชการระเหยภายใตสุญญากาศ  และ
วิเคราะหปริมาณโปรตนีที่สกัดโดยเลือกใช  Lowry’s method 
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 1.4.5 การทําบริสุทธิ์ของเจละตินโดยใชคอลัมนโครมาโตกราฟ 

  
  ในงานวิจัยนี้เลือกการทําบริสุทธิ์โปรตีนที่สกัดได โดยใชเจลฟลเตช่ันโครมาโต 
กราฟ เปนการแยกสารโดยอาศัยขนาดของโมเลกุลของสารที่ตองการแยก และยังสามารถใชหา
น้ําหนักโมเลกุลของสารไดอีกดวย  แลวทําการวิเคราะหปริมาณโปรตีนที่ไดจากการทําบริสุทธิ์อีก
ครั้งเพื่อวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนที่เสียไปหลังจากการทําใหบริสุทธิ์โดยใชคอลัมนโครมาโต 
กราฟ 
 
  1.4.6 ตรวจสอบความบริสุทธิ์และหาน้ําหนักโมเลกุลของเจละตินโดยใช Native-PAGE 
และ SDS-PAGE  โดยมีเจละตินมาตรฐานเปนตัวเปรียบเทียบ 
 

1.4.7 ทดลองแปรรูปสารละลายเจละตินที่ไดเปนเจละตินผงและตรวจสอบสมบัติทาง
เคมีและกายภาพของเจละติน 

 
1) ความแข็งแรงของเจล  หรือ  Gel strength (Bloom strength)   
2) ความหนืด  หรือ  Viscosity 
3) การละลาย 
4) pH 
5) pI 
6) สี  (Color) 
7) สารหนู  ทองแดง  สังกะสี  ตะกั่ว  และ โลหะหนัก (เทียบเปนตะกั่ว) 
8) ปริมาณความชื้น (Moisture content) 
9) ปริมาณเถา (Ash Content) 
10) ไขมัน (%Fat) 
11) Microbiology test  ทําการตรวจสอบปริมาณจุลินทรียทั้งหมด   
 

1.4.8 วิเคราะหองค ประกอบของกรดอะมิโนในเจละตินผง 
 

 1.4.9  วิเคราะหขอมูล สรุปผลการทดลอง และเขียนวิทยานิพนธ 
 
 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
2.1 แนวคิดและทฤษฏี 
 

  2.1.1  หนังสัตว 
 
 2.1.1.1 องคประกอบทางเคมีของหนัง 

 
  โดยทั่วไปหนังสัตวประกอบดวย น้ํา 64% โปรตีน 33% ไขมัน 2% เกลือแร 0.5% 

และสารอื่นๆอีก 0.5% โดยองคประกอบของโปรตีนในหนังสัตวประมาณ 80-90% เปนโปรตีน
คอลลาเจน (collagen) เคอราติน (keratin) อิลาสติน (elastin) อัลบูมิน (albumin) โกลบูลิน 
(globulin) และ มูโคโปรตีน (mucoprotein) ซ่ึงองคประกอบนี้จะขึ้นอยูกับชนิดของสัตวดวย (รูปที่ 
2.1) 

 
     น้ํา           โปรตีน           ไขมัน           เกลือแร          สารอื่นๆ 

64%            33%              2%             0.5%              0.5% 
                                          

Structural Protein                            Non-structural Protein 
 
      Collagen     Keratin      Elastin                     Albumins          Mucins 
                       Gelatin                                   Globulins           Mucoids,etc 

 
รูปที่ 2.1 แสดงองคประกอบและปริมาณโดยเฉลี่ยของหนังสัตว 

  
 โปรตีนคอลลาเจน (collagen) ในหนังสัตวจะเปนคอลลาเจนชนิด I (type I) ประกอบดวย 
โซโพลีเพพไทดชนิดวนซายสามโซมาพันกันเปนโครงสรางเกลียวสาม (triple helix structure) แบบ
วนขวา (right handed super helix) มีความแข็งแรง ไมละลายน้ํา แตสามารถดูดน้ําไวในโมเลกุลได 
ทําใหแผนหนังพองตัวขึ้น ถานําหนังสัตวไปตมใหความรอนโมเลกุลของคอลลาเจนจะสลายตัวได
เปนเจละติน (gelatin) 
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2.1.1.2 โครงสรางของหนังสัตว 
 หนังสัตวมีโครงสรางที่ประกอบดวย 3 สวน คือ  

  
1) หนังชั้นบนสุด (epidermis) เปนชั้นปกคลุมหนัง มีความหนาประมาณรอยละ  

0.5-2.0 ของความหนารวมของหนัง มีลักษณะเปนเยื่อบางๆ ไมมีเสนเลือดมาหลอเล้ียง สามารถ
กําจัดออกไดในขั้นตอนการลงปูน 
 

2)  หนังชั้นกลาง (dermis or corium) มีความหนาประมาณรอยละ 15 ของความ 
หนารวมของหนัง หนังชั้นนี้จะเปนสวนประกอบหลักของหนังฟอก เปนชั้นควบคุมอุณหภูมิของ
รางกาย มีองคประกอบที่สําคัญ เชน โปรตีนเสนใย (fiber protein) เนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (connective 
tissue) ตอมเหงื่อ เสนประสาท เสนเลือด เปนตน เมื่อตัดดูตามขวาง (cross section) จะพบเสนใย
ขนาดตางๆกันสานกันอยู หนังชั้นนี้ยังแบงไดเปน 2 ช้ันคือ ช้ันบน (papillary layer) ประกอบดวย
เสนใยเล็กสานกันอยูอยางหนาแนน และชั้นลาง (reticular layer) เปนเสนใยที่หยาบกวาและสานกัน
อยูอยางหลวมๆ เมื่อนํามาผา (split) จะสามารถแยกออกไดเปน 2  สวน คือ upper split และ lower 
split  
 

3) หนังชั้นลางสุด (subcutaneous or hypodermis) ประกอบดวยไขมันและพังผืด
ถูกกาํจัดออกดวยเครื่องถากหนัง  
 

 
 

รูปที่ 2.2  โครงสรางของหนังสัตว (Sharphuse, 1989) 
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2.1.1.3  ประเภทของหนังสัตว 
   หนังสัตวสามารถแบงไดเปน 3 ประเภทใหญๆ คือ 

 
 1) หนังสัตวใหญ (hides) เชน หนังโค หนังกระบือ หนังมา 

1) หนังสัตวเล็ก (skins) เชน หนังลูกโค หนังแพะ หนังแกะ หนังสุกร หนัง
กระตาย 

 3) หนังสัตวเล้ือยคลาน เชน หนังงู หนังจระเข 
 

2.1.2 เจละติน (Gelatin) 
 

เจละตินเปนสารอินทรียเคมีชนิดหนึ่งที่เปนไฮโดรคอลลอยดของโปรตีนที่ใชเปน
อาหาร ประกอบดวยกรดอะมิโนชนิดตาง ๆ เกาะเกี่ยวพันกันอยูดวยพันธะเพพไทด เจละตินไดมา
จากการสลายตัวคร้ังแรกของคอลลาเจน ซ่ึงเปนองคประกอบหลักของเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่พบไดใน 
เอ็น ผิวหนัง กระดูก เขา กีบ จากสัตว  
 

หนวยยอยของโครงสรางคอลลาเจน คือ โทรโพคอลลาเจน (tropocollagen) ซ่ึง
เปนโมเลกุลที่มีรูปทรงกระบอก ยาวประมาณ 2,800 อังสตรอม (Å) และมีเสนผานศูนยกลาง 14-15 
อังสตรอม (Å) ประกอบดวยสายโซโพลีเพพไทดชนิดวนซาย 3 โซ (ใน 3 โซนี้มี 2 โซ เหมอืนกัน) 
มาพันขนานกัน มีโครงสรางเกลียวสาม (triple helix structure) แบบวนขวา (right handed super 
helix) ซ่ึงแตละโมเลกุลถูกเชื่อมขวางกันดวยพันธะโควาเลนต (covalent bond) และระหวางโมเลกุล
ถูกเชื่อมขวางกันดวยพันธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) (รูปที่ 2.3) สายของโพลีเพพไทดในโทรโพ
คอลลาเจนนี้มี 2 ชนิดเรียกวา ชนิดที่ 1 และ 2 ซ่ึงมีขนาดใกลเคียงกัน โดยที่แตละสายของโพลีเพพ
ไทดมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 100,000 ดัลตัน เมื่อรวมกันจะเกิดเปนโมเลกุลของโทรโพคอลลา
เจน ที่มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 300,000 ดัลตัน โพลีเพพไทดในโทรโพคอลลาเจนนี้มีโครงสราง
แบบเฮลิกซ ซ่ึงแตกตางไปจากแอลฟา - เฮลิกซ (α – helix) ทั่วไป เพราะในคอลลาเจนมีกรดอะมิ
โนโพรลีน (proline) อยูในปริมาณมาก ทําใหไมสามารถเกิดเปนแอลฟา – เฮลิกซได โมเลกุลของ
โทรโพคอลลาเจนจะเชื่อมกันปลายตอปลาย และอยูติดกันเกิดเปนคอลลาเจนไฟบริล (collagen 
fibril) โดยแตละโมเลกุลของโทรโพคอลลาเจนจะวางเหลื่อมกับโทรโพคอลลาเจนอีกโมเลกุลหนึ่ง
ที่อยูขางเคียง และประมาณหนึ่งในสี่ของความยาวทําใหเกิดเปนลายขวางบนเสนใยคอลลาเจน 
(Francis A. Carey , 1992 และ รัชนี , 2535) ดังแสดงในรูปที่ 2.4 
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รูปที่ 2.3 พันธะโควาเลนต  และ พันธะไฮโดรเจน ของเจละติน 

 
 

     
                                                 a)                                                                          b) 

รูปที่ 2.4  a)  แสดงการวางตวัของโมเลกุลโทรโพคอลลาเจนไฟบริล 
b)  ภาพแสดงคอลลาเจนไฟบริล 
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2.1.2.1 องคประกอบของเจละติน 
 

 เจละตินประกอบไปดวยกรดอะมิโนหลายหมูที่เชื่อมกันอยูดวยพันธะเพพไทด 
เมื่อนําเจละตินมาทําการไฮโดรไลซอยางสมบูรณ  พบวาองคประกอบหลักของเจละติน
ประกอบดวย ไกลซีน (glycine) รอยละ 27 อะลานีน (alanine) รอยละ 9 โพลีนและไฮดรอกซีโพลีน 
(proline and hydroxyproline) รอยละ 25 อารจีนีน (arginine) รอยละ 8 กรดแอสปารติค (aspartic 
acid) รอยละ 6  กรดกลูตามิค (glutamic acid) รอยละ10  และ กรดอะมิโนอื่น ๆ รอยละ 15  (ตาราง
ที่ 2.1)  

 
ตารางที่ 2.1 องคประกอบของเจละติน (ปฐมพล  และ มัณฑนา , 2544) 

 
* กรดอะมิโนจําเปน ที่ถูกทําลายไดโดยการออกซิเดชั่น 

** กรดอะมิโนจําเปน ที่ถูกทําลายไดงายโดยการไฮโดรไลซ และสูญเสียไปในการผลิตเจละติน 

 
  การวิเคราะหในรูปของธาตุที่เปนองคประกอบในเจละตินพบวา มีองคประกอบ
คือ คารบอน = 50% ออกซิเจน = 25% ไนโตรเจน = 17% และไฮโดรเจน = 7% ของปริมาณธาตุ
ทั้งหมดในเจละติน (รูปที่ 2.5) 
 

    กรดอะมิโน                        %โดยน้ําหนกั    กรดอะมิโน                            %โดยน้ําหนกั 

Alanine                                     11.0           
Arginine                                      8.8          
Aspartic acid                               6.7          
Glutamic acid                           11.4           
Glycine                                     27.5           
Histidine                                   0.78           
Leucine&Isoleucine                   5.1           
Lysine                                        4.5 

Methionine *    0.9 
Phenylalanine    2.2 
Proline                                                  16.4 
Serine                 4.2 
Threonine **    2.2 
Tyrosine     9.3 
Valine    2.6 
Cystline   trace 
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รูปที่ 2.5  ปริมาณแรธาตุชนดิตาง ๆ ที่พบในเจละตนิ 

 
2.1.2.2 โครงสรางของเจละติน 

 
 เนื่องจากเจละตินเปนผลผลิตที่ไดจากการสลายตัวของคอลลาเจนดังกลาวมาแลว 

ดังนั้นโครงสรางของเจละตินจึงมีลักษะเหมือนกับคอลลาเจนแตมีสายของโพลีเพพไทด
(polypeptide chain) ที่ส้ันกวา การเปลี่ยนจากคอลลาเจนเปนเจละตินสามารถทําไดโดยการใช กรด 
ดาง เอนไซม ความเย็น ความรอน ซ่ึงจะทําใหสายโซโมเลกุลคอลลาเจนแตกออกสั้นลง และ
สลายตัวเปนเจละตินที่ชวงน้ําหนักโมเลกุลกวางมากตั้งแต 2,000 จนถึงหลายแสนอะตอม (บุญรัตน 
และ นงนุช , 2533) 

 
 
C102H149N31O38  +  H2O C102H151N31O39 

 Collagen   Gelatin 
 
 รูปที่ 2.6  การเปลี่ยนแปลงจากคอลลาเจนเปนเจละติน ( Shreve R. N., 1967) 
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รูปที่ 2.7 โครงสรางของเจละติน 

 
 2.1.2.3 ประเภทของเจละติน 
 

 เจละตินแบงออกไดเปน 2 ชนิด คือ 

 1)  Type A ผลิตโดยใช acid process มีคา Isoelectric point อยูในชวง 7-9 
 2)  Type B ผลิตโดยใช alkali หรือ lime process มีคา Isoelectric point อยูในชวง 
4.6-5.2 
 
 2.1.2.4 การสกัดเจละติน 
 

1) Liming Process วิธีนี้นิยมใชกับวัตถุดิบที่เปนพวกกระดูก เขา และหนังจาก
หนังสัตวใหญ เชน โคและกระบือ สารละลายของดางที่ใชไดแก แคลเซียมไฮดรอกไซด [Ca(OH)2] 
การ liming จะชวยใหการเปลี่ยนจากคอลลาเจนไปเปนเจละตินเกิดไดงายขึ้น และชวยกําจัดพวก
โปรตีนที่ละลายน้ําออกไดอีกดวย เชน อัลบูมิน (albumin) มูซิน (mucin) ซ่ึงมีผลตอความใสของเจ-
ละติน และยังชวยทําใหเจละตินที่สกัดไดมี คาความแข็งแรงของเจล (gel strength) สูงขึ้นดวย 

 

 วัตถุดิบที่ผานกระบวนการ Liming แลวจะถูกนํามาสกัดเจละติน โดยใชน้ําที่มี
อุณหภูมิอยูในชวง 55-100 องศาเซลเซียส (Loeven, 1954) เพราะถาใชอุณหภูมิในการสกัดสูง
เกินไปเจละตินที่ไดจะมีคุณภาพต่ํา สารละลายของเจละตินที่สกัดไดจะนําไปผานการฟอกสีกอน
แลวนําไปผึ่งใหแหงที่อุณหภูมิหอง แลวจึงนําไปอบที่ 60 องศาเซลเซียสเพื่อลดความชื้น  
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2) Acid Process วิธีนี้นิยมใชกับวัตถุดิบจําพวกหนังหมู กรดที่นิยมใชไดแก HCl, 
H2SO4, H3PO4 และ H2SO3 การแชหนังในกรดนี้จะชวยเปลี่ยนคอลลาเจนไปเปนเจละตินไดงายขึ้น
และชวยกําจัดพวกโปรตีนที่ละลายน้ําออกไดอีกดวย เชน อัลบูมิน (albumin) มูซิน (mucin) ซ่ึงมี 
ผลตอความใสของเจละติน  และยังชวยทําใหเจละตินที่สกัดไดมี คาความแข็งแรงของเจล 
(gel strength) สูงขึ้นดวย หลังจากกระบวนการยอย เจละตินจะถูกสกัดดวยน้ําเชนเดียวกับ Liming 
Process 

 
3) Enzyme Process วิธีนี้เปนวิธีการใหมที่จะนํามาใชในการยอยหนัง โดยการใช 

Proteolytic enzyme มาทําการยอยพันธะเพพไทดของสายโปรตีนทําใหไดสายของโปรตีนที่ขนาด
ส้ันลง จึงทําใหเจละตินที่ไดมีขนาดเล็กลงและสามารถละลายน้ําไดดีขึ้น ซ่ึงขอดขีองการใชเอนไซม
นี้ คือ ทําใหไดเจละตินที่มีกล่ินที่ดีไมมีกล่ินของกรดหรือดางหลงเหลืออยูเหมือนกับ 2 วิธีแรก 
 
 2.1.2.5 ปจจัยที่มีผลตอการสกัดเจละติน 
 
 1)    วัตถุดิบจากโรงงาน 
 2)   ขนาดของอนุภาคในเจละติน 
 3)    ความเขมขนของเจละตินที่ตองการ 
 4)   เวลาที่ใช 
 5)   เครื่องมือ และ วิธีการที่ใช 
          6)   ความหนืดที่ไมเทากันของเจละตินแตละชนิด 

 
2.1.2.6 สมบัติของเจละติน 

 
โดยทั่วไปเจละตินทางการคา จะมีลักษณะเปนเม็ดหยาบจนถึงเปนผงละเอียด ไมมี

รส ไมมีกล่ิน สีจะใสเหมือนแกว มีคาความชื้นประมาณ 9-12% คาความถวงจําเพาะ 1.3-1.4  ซ่ึง
สมบัติของเจละตินขึ้นอยูกับปจจัยตาง ๆ ดังนี้ (Kirk-Othmer, 1978)  

 
1) ประเภทและแหลงของเจละติน 
2)  วิธีการผลิต 
3) สภาวะที่ใชในการสกัดและความเขมขนของ กรด ดาง หรือเอนไซม ที่ใชใน

การสกัด 
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 4) อุณหภูมิที่ใชในการสกัด 
 5) ความเปนกรด-ดาง 
 6) สมบัติทางเคมีของสารที่ปนเปอน (impurities) หรือที่เติมลงไป (additives) 
 

 สมบัติทางดานกายภาพ และเคมีของเจละติน มีดังนี้ 
  
 1)  การเกิดเจล (Gelation) 
 
 สมบัติที่สําคัญของเจละตินในการนํามาใชในงานดานตาง ๆ คือ การที่ 
เจละตินสามารถกลับมารวมตัวเปนเจลขึ้นใหมไดหลังจากผานการใหความรอน เมื่อนําสารละลาย
เจละตินที่มีความเขมขนมากกวา 0.5 เปอรเซ็นต มาทําใหมีอุณหภูมิเย็นลงจนถึงประมาณ 35-40 
องศาเซลเซียส ขั้นแรกคาความหนืดของเจละตินจะมีคาเพิ่มสูงขึ้นและอยูในรูปของเจล  ใน
กระบวนการขึ้นรูปของเจลมีสามขั้นตอนคือ ขั้นแรกจะเกิดการจัดเรียงตัวของหวงโซโมเลกุลที่อยู
อยางโดดเดี่ยวใหกลับมาอยูในลักษณะการจัดลําดับในรูปของเกลียวหรือโครงสรางของคอลลาเจน 
ขั้นที่สอง จะเกิดการเชื่อมตอของเจล โดยสองหรือสามสวนจะทําใหเกิดโครงสรางแบบผลึก 
(crystallites) และขั้นตอนที่สามโครงสรางจะมีความคงตัวโดยพันธะของไฮโครเจน ซ่ึงเกิดขึ้น
ระหวางบริเวณเกลียว (helical regions) โครงสรางที่เกดิการแข็งตัวหรือเปลี่ยนสภาพเปนเจล จะ
ขึ้นอยูกับความเขมขนของเจล  ความบริสุทธิ์ของตัวอยางเจลละติน  คาความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ 
และสารที่เติมลงไปในเจลละติน 
  
 เนื่องจากมูลคาของเจลลาตินจะขึ้นอยูกับคาความแข็งแรงของเจล  ดังนั้น
กระบวนการคิดคํานวณหาความความแข็งแรงของเจลจึงมีความสําคัญมาก  ในทางการคาคาความ
แข็งแรงของเจลคํานวณไดจากการทดสอบมาตรฐานดวยการวัดแรงที่กดลงไปบนผิวของเจลใหมี
ความลึก 4 มิลลิเมตร โดยใชหัววัดที่มีหนาตัดแบบราบเสนผานศูนยกลาง 12.7 มิลลิเมตร  โดยแรงที่
กดลงบนเจลจะมีเปนหนวยกรัม ซ่ึงจะอยูในรูปของ g Bloom โดยอุณหภูมิที่เปนจุดเปลี่ยนสําหรับ
การวัดหาการเซทตัว (setting point) ของเจลละติน  ไดแก การเปลี่ยนสภาพจากคอลลอยดเปนเจล 
(sol to gel) หรือจุดหลอมละลาย เจละตินในทางการคาจะมีจุดหลอมละลายระหวาง 23 ถึง 30 องศา
เซลเซียส  โดยคาอุณหภูมิที่เกิดการเซทตัวของเจลจะมีคาประมาณ 2 ถึง 5 องศาเซลเซียส 
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รูปที่ 2.8 แสดงการเกิดเจลของเจละติน (Linus Pauling, Robert B. Corey, and H. R. Branson, 1951) 
 a) แสดงโครงสรางของเจละตินเมื่อมีการใหความรอน 
  b) แสดงการเกิดเจลของเจละตินเมื่อทําใหอุณหภูมิเย็นลง 
 
 2)  การละลาย (Solubility) 
 
   เจละตินจะไมละลายใน แอลกอฮอล อะซีโตน คารบอนเตตระคลอไรด 
อีเทอร เบนซีน ปโตรเลียมอีเทอร และ ตัวทําละลายที่ไมมีขั้วอ่ืน ๆ แตละลายไดใน น้ํา กรดอะซิติก  
สารละลายเจือจางของ polyhydric alcohol เชน กลีเซอรอล เซอรบีทอล โพรไพลีนไกลคอล และ 
แมนนิทอล เมื่อเจละตินละลายน้ําจะดูดน้ําเขาไวในโมเลกุล  และพองตัว การดูดน้ําของเจละติน
จะปนปฏิกิริยาคายความรอน ซ่ึงสามารถเรงปฏิกิริยาไดโดยการลดอุณหภูมิลง และที่ความเขมขน
ของเกลือต่ํา ๆ เมื่อมีการเติม ฟอสเฟต ซิเตรต หรือ ซัลเฟต ในสารละลายเจละติน จะชวยทําให
ความสามารถในการละลายดีขึ้น แตถาความเขมขนของเกลือสูงเกินไปจะทําใหเจละตินตกตะกอน 
(Mrak และ Stewart, 1957 และ Kirk -Othmer, 1966,1978) เมื่อเม็ดเจละตินดูดน้ําเขาไวในโมเลกุล 
และพองตัวออก แรงเกาะระหวางโมเลกุลจะนอยลงและเปลี่ยนจากลักษณะแข็งเปราะ เปนออนนุม 
ยืดหยุน  
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 3)  เสถียรภาพ (Stability) 
 
   เสถียรภาพของเจละตินขึ้นอยูกับ อุณหภูมิที่ใชในการไฮโดรไลซ electrolysis 
และคาความเปนกรด-ดาง  เจละตินแหงที่เก็บในภาชนะที่ปดสนิท ที่อุณหภูมิหองจะมีอายุการเก็บ
หลายป แตสามารถสลายตัวไดที่อุณหภูมิสูงกวา 100 องศาเซลเซียส และจะเกิดการสันดาปอยาง
สมบูรณที่อุณหภูมิสูงกวา 500 องศาเซลเซียส  สารละลายหรือเจลของเจละตินจะเปนแหลงอาหารที่
ดีสําหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรีย และไวตอการสลายตัวดวยเอนไซม (proteolytic enzyme) 
(Mrak และ Stewart, 1957 และ Kirk -Othmer, 1966,1978) 
 

4) ความแข็งแรงของเจล ( Gel strength )  
 

 เปนการทดสอบคุณภาพของเจละตินที่สําคัญอันหนึ่ง ซ่ึงคาความแข็งแรงของ
เจล คือ คาแรงที่ใชในการกดผิวหนาของเจละตินใหลึกลงไป 4 มิลลิเมตร โดยเจลที่ใชเตรียม
สารละลายเจละตินมีความเขมขนรอยละ 6.67 (โดยน้ําหนัก) แลวนําไปเก็บที่อุณหภูมิ 10 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง คาแรงที่ไดมีหนวยเปนกรัม วัดโดยใชเครื่อง Bloom gelometer 
หรือ texture analysis เจละตินทางการคามีคา bloom strength ประมาณ 50-300 กรัม 

 
 5) ความหนืด ( Viscosity ) 
 
  เปนคุณสมบัติที่สําคัญรองจาก Gel strength คาความหนืดของเจละตินจะ
แปรผกผันกับ อุณหภูมิ และ pH แตจะแปรผันตรงกับความเขมขนของสารละลายเจละติน คาความ
หนืดที่วัดไดจากสารละลายเจละตินที่ความเขมขน 6.67% (โดยน้ําหนัก)  วัดโดยใชเครื่อง U tube 
viscosmeter อุณหภูมิ 60oC คาความหนืดที่วัดไดมีหนวยเปน millipoise (mps) โดยทั่วไปเจละตินมี
ความหนืดประมาณ 15-70 mps 
 
 6) การพองตัว (Swelling) 
 
  เมื่อนําเจละตินมาแชน้ําจะสามารถดูดซับน้ําไดถึง 10 เทาของน้ําหนักเจละติน 
แลวจะเกิดการพองตัว และมีความหยืดหยุนซึ่งเปนสัดสวนโดยตรงกับความเขมขนยกกําลังสอง 
และจํานวนการเชื่อมขวาง (cross-links) การพองตวัจะทําใหจํานวนการเชื่อมขวางลดลง และจะมี
การเชื่อมขวางนอยที่สุดที่ Isoelectric point อยางไรก็ตามที่ pH ของสาละลายเจละตินต่ํากวา 
Isoelectric point การเลือกชนิดของ anions สามารถควบคุมการพองตัวได แตที่ pH สูงกวา 
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Isoelectric point การเลือกชนิดของ cations สามารถควบคุมการพองตัวไดเชนกัน โดยไอออน
เหลานี้จะไปทําให H-bond แตกออก ทําใหการพองตัวของเจละตินเพิ่มขึ้น (Mrak และ Stewart, 
1957 และ Kirk -Othmer, 1966,1978) 
 
 7) สี (Color) 
 

 สีของเจละตินจะขึ้นอยูกับชนิด และ คุณภาพ ของวัตถุดิบ รวมทั้งจํานวนครั้ง
ที่ทําการสกัด โดยทั่วไปเจละตินที่สกัดจากหนังหมูจะมีสีที่ออนกวาเจละตินที่ไดจากกระดูกสัตว 
อยางไรก็ตามพบวาสมบัติของเจละตินไมขึ้นอยูกับสี 

 
 8) ความขุน 
 

 ความขุนของสารละลายเจละตินอาจเกิดจากการปนเปอนของสารที่ไมละลาย
น้ําที่มาจากขั้นตอนการสกัด  การเติมเกลือ (Neutral Salt) จะชวยรักษาความใส ความหนืด และ 
ความแข็งแรงของเจล ( Gel strength ) ใหคงที่ นอกจากนี้ ความขุนยังขึ้นกับสัดสวนของสวนผสม
ในสารละลายและ pH อีกดวย 

 
 9) Amphoteric Character 
 
  คุณสมบัติ Amphoteric ของเจละตินเกิดขึ้นเนื่องจากหมูที่ทําหนาที่(functional 
group) ของ กรดอะมิโน, กรดอะมิโนที่อยูปลายสาย (terminal amino acid) และ หมูคารบอกซิล 
(carboxyl group) ที่เกิดขึ้นขณะทําการยอย (hydrolysis) สามารถวัดการกระจายของ functional 
group เหลานี้ และ Isoelectric point ไดโดยใช mixed-bed ion exchange resin ซ่ึงคาที่ไดจะอยูในรูป
ของ pH Units นอกจากนี้สมบัติ Amphoteric และ Isoelectric point ของเจละติน Type A จะขึ้นกับ
เวลาที่ใชในกระบวนการสกัดดวย (acid process) สวนเจละติน Type B จะขึ้นกับการกวนในการ
สกัดเจละติน (lime process) อยางไรก็ตามคา  Isoelectric point ของเจละตินจะขึ้นกับปริมาณเกลือที่
มีอยูดวย (Mrak และ Stewart, 1957 และ Kirk -Othmer, 1966,1978) 
 
 2.1.2.7 ประโยชนของเจละติน 

  เจละตินถูกนํามาใชประโยชนในอุตสาหกรรมดานตางๆ มากมาย ตัวอยางของการ
นําเจละตินมาใชในอุตสาหกรรมมีดังนี้ 
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1) อุตสาหกรรมอาหาร 

 ในอุตสาหกรรมอาหารมีการนําเจละตินมาใชประโยชนดังนี้ 

 

ก.   ใชผลิตเยลล่ี (gelling agent) 

ข.   ใชเปนภาชนะหอหุม (film former) ในการเคลือบผลไม, ไสกรอก, เนื้อสัตว 
เปนตน 

ค.   ใชเปนสารเพิ่มความขนหนืด (thickener) ในอาหารประเภทแยม, น้ําเชื่อม ,
ซุป เปนตน 

ง.   ใชเปนสารใหความคงตัว (stabilizer) ในไอศกรีม, โยเกิรต, ครีมชีส เปนตน 

จ.   เปนสารชวยใหความคงตัว (protective colloid) ในขนมอบ 

ฉ.   ใชเปน emulsifier ในเนื้อสัตว, ไสกรอก, ครีมซุป เปนตน 

ช.   ทําใหน้ําผลไม เบียร ไวนมีความใส (beverage fining agent) 

 โดยทั่วไปเจละตินที่นํามาใชงานในอุตสาหกรรมอาหารจะมีสมบัติที่สําคัญ ดังนี้ 

ตารางที่ 2.2 แสดงสมบัติที่สําคัญของเจละตินที่นํามาใชในอุตสาหกรรมอาหาร 

สมบัติของเจละติน ชนิด A ชนิด B 

pH 

pI (Isoelectric point) 

คาความแข็งแรงของเจล (Bloom) 

ความหนดื (mps) 

เถา 

3.8 - 5.5 

7.0 - 9.0 

50 - 300 

15 - 75 

0.3 - 2.0 

5.0 - 7.5 

4.7 - 5.4 

50 - 300 

20 - 75 

0.5 - 2.0 
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ตารางที่ 2.3  แสดงตัวอยางปริมาณและคาความแข็งแรงของเจลในเจละตินที่ใชเปนสวนประกอบ 

 ในอุตสาหกรรมอาหาร 

 

ประเภทของอตุสาหกรรมอาหาร ปริมาณที่ใช (%) เจละติน (Bloom) 

ผลิตภัณฑที่เกียวกับนม 

อาหารแชแข็ง 

ผลิตภัณฑที่เปนผลไมและของหวาน 

กัมมี่ แบร (Gummi bears) 

มัสเมลโลว (Marshmallows) 

เซอคัส พีนัท (Circus Peanuts) 

ลูกกวาด 

วาฟเฟล (Wafers) 

ไสของขนมปง และ Icings 

ผลิตภัณฑประเภทเนื้อสัตว 

ไวน, เบียร และ น้ําผลไม 

0.2 - 1.0 
0.1 - 0.5 

7.0 - 9.0 

7.0 - 9.0 

1.7 - 2.5 

2.0 - 2.5 

0.5 - 1.0 

0.5 - 1.0 

1.0 - 2.0 

1.0 - 5.0 

0.002 - 0.015 

150 - 250 
225 - 250 

175 - 275 

200 - 275 

225 - 275 

225 - 250 

50 - 100 

50 - 100 

225 - 250 

175 - 275 

100 - 200 

 

2) อุตสาหกรรมยา 

  ในอุตสาหกรรมยามีการนําเจละตินมาใชดังนี้ 
 
ก. ใชผลิตแคปซูลยา 

-   แคปซูลชนิดแข็ง จะผลิตจากกระบวนการจุมใชเจละตินเปนสวนประกอบ 
ในการผลิตแคปซูลประมาณ 30 เปอรเซ็นต 
 -   แคปซูลชนิดออน จะผลิตจากกระบวนการหมุนแหงใชเจละตินเปน
สวนประกอบ ในการผลิตแคปซูลประมาณ 40-45 เปอรเซ็นต 

ข. ใชเปนตัวประสานในเม็ดยา 
ค. ใชเปนสารชวยกระจายตัว (Emulsifier) ในน้ํามันตับปลาที่มีการเติมวิตามิน 
ง. ใชเปนพาหนะ (Vehicle) ในการควบคุมการสงผานเม็ดยา  
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จ. ใชในการผาตัด sterile sponge โดยจะเปนตัวดูดซับเลือดในขณะทําการ 

 รักษา  ซ่ึงจะสามารถทิ้ไวในรางกายได เพราะสามารถสลายไดดวยเอนไซม ของรางกาย 

  ฉ. ใชเปนสารเพิ่มเสถียรภาพ (Stabilizer) ในน้ํามันที่มีคุณคาตาง ๆ 

 
ตารางที่ 2.4 แสดงสมบัติที่สําคัญของเจละตินที่นํามาใชในการผลิตแคปซูลยาชนิดแข็ง 
 

สมบัติของเจละติน ชนิด A ชนิด B 
คาความแข็งแรงของเจล (Bloom) 
ความหนืด (mp) 
pH 
จํานวนจุลินทรียทั้งหมดที่ใชออกซิเจน 
E. coli 
แซลโมเนลลา (Salmonella) 

240 - 300 
44 - 55 

4.5 - 5.5 
<1000/กรัม 
ตองไมพบ 
ตองไมพบ 

200 - 250 
45 - 60 

5.3 - 6.5 
<1000/กรัม 
ตองไมพบ 
ตองไมพบ 

 
 
ตารางที่ 2.5 แสดงสมบัติที่สําคัญของเจละตินที่นํามาใชในการผลิตแคปซูลยาชนิดออน 
 

สมบัติของเจละติน ชนิด A ชนิด B 
คาความแข็งแรงของเจล (Bloom) 
ความหนืด (mp) 
pH 
จํานวนจุลินทรียทั้งหมดที่ใชออกซิเจน 
E. coli 
แซลโมเนลลา (Salmonella) 

150 - 200 
25 - 35 

4.5 - 5.5 
<1000/กรัม 
ตองไมพบ 
ตองไมพบ 

125 - 175 
30 - 45 

5.3 - 6.5 
<1000/กรัม 
ตองไมพบ 
ตองไมพบ 
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ตารางที่ 2.6 แสดงสมบัติที่สําคัญของเจละตินที่นํามาใชในการผลิตยาเม็ด 
 

สมบัติของเจละติน ชนิด A ชนิด B 
คาความแข็งแรงของเจล (Bloom) 
ความหนืด (mp) 
pH 
จํานวนจุลินทรียทั้งหมดที่ใชออกซิเจน 
E. coli 
แซลโมเนลลา (Salmonella) 

75 - 150 
17 - 35 

4.5 - 5.5 
<1000/กรัม 
ตองไมพบ 
ตองไมพบ 

75 - 150 
20 - 35 

5.3 - 6.5 
<1000/กรัม 
ตองไมพบ 
ตองไมพบ 

 
3) อุตสาหกรรมถายภาพ 

ในอุตสาหกรรมถายภาพมีการนําเจละตินมาใชประโยชนดังนี้ 
 
ก. ใชเปนองคประกอบสําคัญของ silver halide photographic film  
ข. ใชเปนตัวนําสี และจะชวยทําหนาที่ยึดเกาะ  

 โดยยึดอนุภาคของผงสีและพื้นผิวใหเกาะไวดวยกัน เพราะเจละตินมีลักษณะ
โปรงใส ไมมีสี ทนทานตอการขัดถูยืดหยุนได ทําใหผงสีติดกับฟลมไดนานขึ้น 

ตารางที่ 2.7 แสดงสมบัติที่สําคัญของเจละตินที่นํามาใชในอุตสาหกรรมภาพถาย 
 

สมบัติของเจละติน ชวงที่เลือกใช 

ความชื้น (เปอร็เซนต) 

pH∗ 

ความหนืด∗ (mp) 

คาความแข็งแรงของเจล (g Bloom) 

คาการดูดกลืนแสง∗ 

 - 420 นาโนเมตร 

 - 650 นาโนเมตร 

ความหนืดที่สูญเสียไป∗∗ (เปอรเซ็นต) 

10.5 - 13.0 

5.65 - 5.85 

74.0 - 95.0 

250- 310 

 

0.0 - 0.158 

0.0 - 0.032 

< 5 % 
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∗ วัดที่ความเขมขนของเจละตินเทากับ 6.16 เปอรเซ็นต อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

∗∗ วัดที่ความเขมขนของเจละตินเทากับ 10.0 เปอรเซ็นต อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และ
ทิ้งไวเปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวจึงทําการวัดไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

 

4) อุตสาหกรรมเครื่องสําอาง 

 

 จะมีการเติมเจละตินลงไปเพื่อเพิ่มความเหนียวขน และเพิ่มผิวสัมผัสที่ใหแก 

เนื้อครีมในเครื่องสําอาง และเจละตินยังชวยในการซอมแซมสวนที่สึกหรอใหผิวไมเหี่ยวยน นุมชุม
ช่ืน เพราะเจละตินเปนแหลงที่อุดมไปดวยโปรตีน 

 

5) ดานอื่น ๆ 

   นอกจากนี้ยังมีการนําเจละตินมาประยุกตใชในดานตาง ๆ เชน 

 

  ก.  ใชเจละตินเปนองคประกอบในการผลิตทอ PVC 

  ข.  ใชเจละตินในการผลิตกระดาษไรคารบอนที่ปลอดภัยตอส่ิงแวดลอม 

 
2.2 งานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 
 ในการศึกษาและพัฒนากระบวนการเพื่อใหไดมาซึ่งโปรตีนคอลลาเจนหรือเจลาตินจากเศษ
หนัง ในชวงแรกนิยมใชกรดหรือดางในกระบวนการสกัด ตอมาเริ่มนิยมนําเอนไซมมาใชในการ
สกัดดวย  จากศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการยอยสลายโปรตีนในเศษหนังจากขั้นตอนการขูดบาง 
โดยใชเอนไซมอัลคาไลนโปรทีเอส เพื่อการนําโครเมียมและโปรตีนกลับมาใชประโยชนใหม โดย
การแปรผันปริมาณปูนขาว เอนไซม อุณหภูมิ และเวลาที่ใช พบวา การใชปูนขาว 5-6%, และ
เอนไซมอัลคาไลนโปรทีเอส 6% ที่อุณหภูมิ 60-65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 120 นาที สามารถยอย
โปรตีนในเศษหนังออกมาไดถึง 76% ตอจากนั้นทําการกรองเพื่อแยกตะกอนโครเมียมออกจาก
ไฮโดรไลเซตโปรตีน พบวาไฮโดรไลเซตโปรตีนที่ไดมีโครเมียมอยูนอยกวา 4.5 ppm  (Taylor และ
คณะ ,1990 ) หลังจากนั้นมีการศึกษาถึงการยอยโปรตีนในเศษหนังดวยเอนไซมอัลคาไลนโปรที
เอส โดยการเตรียมตัวอยางเศษหนังในน้ําที่มากพอ อุณหภูมิ 60-85 องศา-เซลเซียส แลวเติมเกลืออัล
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คาไลนเอิรธ และ/หรือ เกลืออัลคาไลน เพื่อปรับ pH ใหอยูในชวง pH 8-12 และเติมเอนไซม 
Alkalase 3%โดยน้ําหนัก หลังจากนั้นแยกไฮโดรไลเซตโปรตีนที่ไดออกมา พบวาไฮโดรไลเซต
โปรตีนที่ไดมีโครเมียมอยูนอยกวา 1 ppm และไมมีการเปลี่ยนสัดสวนของกรดอะมิโนเมื่อเทียบกับ
กรดอะมิโนของคอลลาเจน (Taylor และคณะ , 1992)  นอกจากนี้ยังไดมีการศึกษาถึงกระบวนการ
ใชเอนไซมกับเศษหนัง หรือ วัตถุดิบที่มีโครเมียมปนอยูดวย (Taylor และคณะ , 1992) โดยในการ
ทดลองตองมีการเติมน้ําประมาณ 75-95% ของสวนผสมทั้งหมดลงไป แลวเติมดางเพื่อปรับ pH 
และแคลเซียมหรือแมกนีเซียมเพื่อใชเปนโคแฟกเตอรของเอนไซม แลวนําไปใหความรอนที่
อุณหภูมิ 60-75 องศาเซลเซียส เวลาที่ใชในการทดลอง คือ คร่ึงชั่วโมงจนถึง 4 ชั่วโมง โดยจะใช
ความเขมขนของเอนไซมที่นอยที่ สุดที่สามารถยอยโปรตีนออกมาไดมากที่ สุด   ดังนั้นใน
กระบวนการผลิตจะทําใหไดไฮโดรไลเซตโปรตีนที่ละลายอยูในน้ําและโครเมียมที่ไมละลายน้ํา 
ตอจากนั้นทําการแยกสวนที่ละลายน้ํากับสวนที่ไมละลายน้ําออกจากกัน ในสวนที่ไมละลายน้ําจะมี
โครมเมียมเหลืออยูซ่ึงอาจนํากลับมาใชใหมไดในขั้นตอนของการดองกรดและการฟอกโครม และ
ที่สําคัญที่สุดไฮโดรไลเซตโปรตีนที่ไดจะไมมีโครมเมียมลงเหลืออยูซ่ึงสามารถนํามาใชประโยชน
ไดโดยการนํามาใชเปนสวนผสมในอาหารสัตว ปุย และเครื่องสําอาง กระบวนการดังกลาวขางตน
ถือเปนความกาวหนาสําหรับการจัดการกับของเสียที่เกิดขึ้นจากอุตสาหกรรมฟอกหนัง ตัวอยางของ
เสียที่นํามาใชสกัดโปรตีนไดแก หนังที่ผานการฟอกโครมแลว หนังฟอกที่ผานการเจียร โครมเคก 
โครมสลัด 
 
 P.G. Dalev และ L.S. Simeonova (1992) ไดศึกษาถึงการใชเอนไซมในกระบวนการ
เทคโนโลยีชีวภาพ เพื่อสกัดแยกโปรตีนและไขมันออกจากเศษหนังที่ไดจากการผาแยกชั้น โดยใช
เอนไซม Alkaline proteinase จาก B. subtilis ที่ความเขมขนของเอนไซม 50,000 UI/g ที่อุณหภูมิ 
55-66 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง ใหปริมาณโปรตีน 35-45% และปริมาณไขมัน 4-8% โดย
โปรตีนที่สกัดไดสวนมากเปนคอลลาเจนซึ่งนําไปผลิตเปนกาวตอไป  ตอมาไดมกีารศึกษาการสกัด
โปรตีนจากเศษหนังแบบ 2 ขั้นตอน (two step process) โดยใชเอนไซม Alkalase ความเขมขน 
0.1% โดยน้ําหนัก อุณหภูมิ 70-72 องศาเซลเซียสโดยการไฮโดรไลซในสารละลายของเกลือ MgO 
พบวา ไฮโดรไลเซตโปรตีนที่ไดจากการยอยเศษหนังดวยเอนไซม เมื่อใช MgO 6% มีปริมาณ
โครเมียมอยู 5 ppm และเมื่อใช MgO 3% รวมกับ NaOH หรือ KOH 2% จะมีโครเมยีมอยู 14 และ 
10 ppm ตามลําดับ และการใช MgO เพียงอยางเดียว ใหผลไมแตกตางจากการใช MgO รวมกับ 
Na2CO3 หรือ K2CO3 (Taylor และคณะ , 1994) 
 
 นอกจากนี้ในทําฟารมปศุสัตวไดมีการศึกษาถึงการสกัดโปรตีนจากของเสีย โดยใชการยอย
ดวยเอนไซม  ซ่ึงวัตถุดิบที่ ใชคือ  เขา  และ  กีบ  ของวัว  และ  ควาย  จะตองทําใหมีขนาด
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เสนผาศูนยกลางต่ํากวา 250 ไมโครเมตร สําหรับเอนไซมที่ใชในการทดลองเปนเอนไซมทางการคา
ที่ไดจาก Bacillussubtilis ในการยอยวัตถุดิบดวยเอนไซมจะใชเวลา 30-60 นาที pH เทากับ 8.3 
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส อัตราสวนระหวางวัตถุดิบกับเอนไซมเปน 1:0.05 และความเขมขนของ
วัตถุดิบเทากับ 62.5 กรัมตอลิตร ซ่ึงอัตราสวนนี้จะลดลงเปน 1:0.023 และ 61.0 กรัมตอลิตร
ตามลําดับ เมื่อเพิ่มรอบในการทําปฏิกิริยาในการทดลองใหมากกวาหนึ่งรอบในการทําปฏิกิริยา 
 (K. Kida, S. Morimura,J. Noda และคณะ , 1995)  
 
 P.G.Dalev และ L.S. Simeonova (1992) ไดทําการศึกษาถึงการใชเอนไซม Alkaline 
proteinase จาก B. subtilis ในการยอยเศษหนังชั้นลางที่ไดจากการผาแยกชั้นกอนการฟอกหนัง 
(lower splitting) ผลที่ไดแบงเปน 3 สวน คือ ไขมัน, คอลลาเจนไฮโดรไลเซต (collagen 
hydrolysate) และ โปรตีนคอนเซนเตรท (protein concentrate) โดยในสวนของคอลลาเจนไฮโดรไล
เซต (collagen hydrolysate) นั้นเมื่อนํามายอยใหมีโมเลกุลเล็กลงจะไดเจละติน (gelatin) และเมื่อ
นํามาผานการทําบริสุทธิ์จะทําใหไดเจละตินที่สามารถใชในการบริโภคได  สําหรับในอตุสาหกรรม
ภาพถายไดมีการศึกษาถึงการผลิตเจละตินเพื่อนําไปใชประโยชนเชนเดียวกัน (Rainville และคณะ , 
2000) จากการศึกษาพบวา ประมาณ 0-25% ของเจละตินที่สกัดได ประกอบดวยเจละตินที่มีน้ําหนัก
โมเลกุลสูง (> 250,000) ประมาณ 0-20% ประกอบดวยสวนที่เปนเบตา (150,000-250,000) และ
ประมาณ 15-55% ประกอบดวยสวนที่เปนแอลฟา (50,000-150,000) โดยเจละตินที่ไดจะมีความ
แข็งแรงของเจล (Gel strength) 150-350 g Bloom และมีคาดูดกลืนแสงที่ 420 นาโนเมตร นอยกวา 
0.069 เมื่อใชเอนไซมโปรตีเอสที่มีความเขมขนนอยกวา 10 ppb ของของเหลวผสมทั้งหมด แลวทํา
การกวนที่เวลาและอุณหภูมิที่เหมาะสมเจละตินที่ไดจะมีความหนืดนอยกวา 9 cps. (ที่ความเขมขน
ของเจล 6.16 % อุณหภูมิ 104 องศาฟาเรนไฮด) และเมื่อนําสารละลายเจละตินที่ไดมาทําใหบริสุทธิ์
เพ่ิมมากขึ้นจะทําใหไดเจละตินที่มีคุณภาพดีขึ้นดวย 

 
ตอมาไดมีการศึกษาถึงการสกัดและกระบวนการทําแหงของเจละติน (Bajza Zeljko และ 

Vrcek Valerije , 2001) โดยใชเอนไซม alkaline protease ที่ความเขมขนแตกตางกันในการสกัด
โปรตีนออกจากเศษหนังที่ยังไมไดผานการฟอก พบวาการใชเอนไซม alkaline protease ที่ความ
เขมขนของเอนไซม เทากับ 12000 units/g ของหนัง ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เปนเวลา 120 นาท ี
สามารถใหปริมาณโปรตีนออกมามากที่สุดเมื่อเทียบกับความเขมขนของเอนไซมอ่ืนๆ ที่อุณหภูมิ
และเวลาเดียวกัน โดยดูไดจากปริมาณของ dry substrate ที่เหลืออยูมีปริมาณนอยที่สุดและปริมาณ
กรดอะมิโนที่มีอยูในสารละลายเจละตินเมื่อใชเวลาในการยอยเศษหนังที่เหลืออยูมากที่สุด  และใน
การทําแหงของสารละลายเจละตินโดยใช Dispersion drying system และ Rollers drying system 
จากการถายภาพโดยใชกลองจุลทรรศอิเล็กตรอน ผลที่ไดพบวาการทําแหงโดยใช  Dispersion 
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drying system จะใหขนาดของผงเจละตินที่เล็กมาก คอนขางกลม และมีขนาดสม่ําเสมอ สวนการ
ทําแหงโดยใช Rollers drying system จะทําใหไดเจละตินแหงที่มีลักษณะเปนแผนบาง 

 
หลังจากนั้นไดมีการพัฒนากระบวนการสําหรับการสกัดโปรตีนและผลิตคอลลาเจนจาก

เศษหนังและกระดูก (S. Morimura, H. Nagata, Y. Uemura  และคณะ , 2002)  โดยใชเอนไซม ใน
การยอยนั้นไขมัน  และ  สารประกอบอนินทรียจะถูกกําจัดออกไปกอนในขั้นตอนของการ 
pretreatment  และโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงจะถูกสกัดออกมาภายใตสภาวะที่เปนกรด (pH 3) 
ที่อุณหภูมิ  60  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  1  ช่ัวโมง  น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนที่สกัดไดจากหนัง
หมูจะมีขนาดใหญกวา 100  กิโลดัลตัน  และมีสมบัติในการเก็บรักษาน้ําไวในโมเลกุลไดดีจึงเปน
ประโยชนในการชวยซอมแซมผิวหนังที่มีรองรอยเหี่ยวยน นอกจากนี้ยังไมมีปญหาเรื่องกลิ่นมา
รบกวนซึ่งไดผานการทดสอบและยอมรับแลววาสามารถนํามาใชเปนสวนผสมในเครื่องสําอางได 
สําหรับกระดูกปลาและหนังหมูที่ผานการ pretreatment  แลวจะถูกนํามายอยดวยเอนไซมทางการคา  
พบวาสวนที่ไดจากการยอยนี้มีสมบัติในการตานอนุมูลอิสระ ( IPOX50, 0.18 และ 0.45 มิลลิกรัม ตอ 
มิลลิลิตร )  และ ชวยลดแรงดันเลือดได (IC50, 0.16 และ 0.41 มิลลิกรัม ตอ มิลลิลิตร )  นอกจากนี้ยัง
สามารถนําไปเปนสวนประกอบหรือเติมในอาหารไดอีกดวย 

 
2.3 สมมติฐาน 
 

 งานวิจัยนี้ไดศึกษาการสกัด และทําบริสุทธิ์ของเจละตินจากเศษหนังสัตวใหญโดย
ใชเอนไซมอัลคาไลนโปรทีเอส พรอมทั้งศึกษาถึงความสัมพันธระหวางสมบัติของเจละตินที่ไดกับ
สภาวะที่ใชในการทดลอง เพื่อใหสามารถนําไปประยุกตใชในงานอุตสาหกรรมดานตาง ๆ ซ่ึงใน
อุตสาหกรรมแตละประเภทนั้นมีความตองการเจละตินที่มีสมบัติที่แตกตางกัน ซ่ึงสมบัติที่สําคัญ
ของเจละตินที่ใชในการแบงประเภทของเจละตินนั้นไดแก คาความแข็งแรงของเจล และ ความหนืด 
สมบัติที่สําคัญของเจละตินเหลานี้จะแตกตางกันขึ้นกับสภาวะที่ใชในการสกัด ดังนั้นในงานวิจัยนี้
จะไดทําการศึกษาหาความสัมพันธระหวางสมบัติที่สําคัญของเจละตินกับสภาวะที่ใชในการสกัด 
โดยในขั้นตอนการสกัดเจละติน จะตองคํานึงถึงปจจัยตาง ๆ ท่ีมีผลตอสมบัติของเจละตินที่ไดดวย 
ไดแก ความเขมขนของเอนไซม อุณหภูมิ เวลา อัตราเร็วในการกวน และ pH ที่ใชในการสกัด  
ตอจากนั้นจะทําการแปรรูปสารละลายเจละตินที่ไดใหอยูในรูปเจลาตินผง สวนในการทําบริสุทธิ์
ของเจละตินจะเลือกใชเจลฟลเตชั่นโครมาโตกราฟ ซ่ึงเปนการแยกสารโดยอาศัยขนาดของโมเลกุล
ของสารที่ตองการแยก โดยสารที่มีขนาดโมเลกุลใหญจะหลุดออกมากอนสารที่มีขนาดโมเลกุลเล็ก 
แลวทําการตรวจสอบความบริสุทธิ์พรอมทั้งหาน้ําหนักโมเลกุลของเจละติน โดยใช Native-PAGE 
และ SDS-PAGE พรอมทั้งหาปริมาณโปรตีนของเจละติน และตรวจสอบสมบัติตาง ๆ เพื่อแยก
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ระดับของเจละติน ไดแก ความแข็งแรงของเจล, ความหนืด, การละลาย, pH, pI, สี, สารหนู, 
ทองแดง, สังกะสี, ตะกั่ว, โลหะหนัก, ซัลเฟอรไดออกไซด, ความชื้น, เถา, ไขมัน,  จํานวนจุลินทรีย
ทั้งหมด และองคประกอบของกรดอะมิโนในเจละตินผงที่ไดจากการทดลอง 



บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.1 เคร่ืองมือท่ีใชในการวิจัย 
 
 3.1.1 เครื่องเหวี่ยงแยกชนิดควบคุมความเยน็  (Refrigerated Centrifuge)   
   
  รุน  KB-20000T  บริษัท  Kubota, Japan  
  
 3.1.2 เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (UV-Visible Recording spectrophotometer)   
   
  รุน UV-160  บริษัท Shimadzu, Japan 
 
 3.1.3 แหลงจายไฟฟา (Power Supply)  
 
  รุน Model 1000/500 บริษัท Bio-RAD  สามารถปรับกระแสไฟฟาตามความตองการได 
 
 3.1.4 เครื่องปนกวน 
 
  ประกอบดวยมอเตอร และใบกวนที่สามารถปรับความเร็วรอบ และความสูงของใบพัด
ตามตองการได แกนใบกวนทําจากสแตนเลส 
 
 3.1.5 เครื่องระเหยสุญญากาศแบบเตาอบ (Vacuum Drying Oven )   
   
  รุน DP 41  บริษัท Yamato Hitec, Japan สามารถปรับอุณหภูมิของเตาอบตามความ
ตองการได 
 
 3.1.6 เตาอบ 
  รุน ConTherm Digital series Five บริษัท Jackson Electrical สามารถปรับระดับความ
รอนตามตองการได 
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 3.1.7 เตาเผา 
 
  รุน Carbolite CW F1200 บริษัท  สามารถปรับระดับความรอนตามตองการได 
 
 3.1.8 เครื่องวัดลักษณะเนื้อสัมผัส (Texture analyser)  
 
  รุน TA-XT 2I ใชหัววัด stable micro systems P/0.5HS บริษัท Stable micro systems 
 
 3.1.9 เครื่องวัดความหนืด (Brookfield analyser) 
 
  รุน Model DV-III ใชหัววดั UL-Adapter บริษัท Brookfield engineering Labs. INC. 
สามารถควบคุมอุณหภูมิขณะทําการทดลองได และปรบัความเร็วรอบพรอมทั้งเวลาที่ใชในการทดลอง
ได 
 3.1.10 เครื่องวัดสี  
 
  รุน CR-300 บริษัท Minolta 
 
 3.1.11 มาตรวัดความเปน กรด - ดาง (pH meter) 
 
  รุน F-13 บริษัท Horiba 
 
 3.1.12 ชุดอุปกรณสําหรับหาคา pI 
 
  รุน Model 111 MINI IEF CELL บริษัท BIO-RAD 
 
 3.1.13 ชุดอุปกรณสําหรับหาน้ําหนกัโมเลกุล 
 
  รุน Model No.Mini Trans-Blot Cell บริษัท BIO-RAD 
 
 3.1.14 เครื่องวิเคราะหปริมาณไนโตรเจน/Desket 
 
  รุน NA 2000 N-Protein ยี่หอ FISONS Instruments 
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3.2 ตัวอยางและสารเคมีท่ีใชในการทดลอง 
  ตัวอยางและสารเคมีที่ใชในการทดลองแสดงดังตารางที่ 3.1 
 
ตารางที่ 3.1 แสดงวัตถุดิบ และสารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 
วัตถุดิบ/สารเคมีท่ีใชในการ

ทดลอง คุณสมบัต ิ หนาท่ี ท่ีมา 

1. เศษหนังเปยกชั้นในทีย่ัง
ไมผานการฟอก บดละเอียด เปนวัตถุดิบหลักใน

งานวิจยั บริษัท Wold Pet International 

2. แอลคาไลนโปรทีเอส มี
ชื่อทางการคาวา Savinase 
12T 

เม็ดเล็ก สีขาว ยอยโปรตีน บริษัท Novo Nodisk 

3. กรดกลาเซียลอะซิติค   สารละลายใส ลางสียอมโปรตีน 
 

บริษัท BHD Chemical 
 

4. กลีเซอรอล สารหนืด ใส เตรียม sample buffer บริษัท Sigma-Aldrich 

5. ไกลซีน   ผงสีขาว 
เตรียม 

electrophoresis 
buffer 

บริษัท Sigma-Aldrich 

6. โคแมสซี  บริลเลียนท  
บลู  อาร  250  ผงสีน้ําเงิน สียอมโปรตีน บริษัท Sigma-Aldrich 

7. โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต  ผงสีขาว ใชทําใหประจขุอง
โปรตีนเปนลบ 

บริษัท BHD Chemical 

8. โบรโมฟนอลบลู   ผงสีน้ําเงิน เตรียม sample buffer บริษัท Sigma-Aldrich 

9. เมทิลรีนบิสอะคริละไมด  ผงสีขาว เตรียมโพลีอะคริ
ละไมด   บริษัท Sigma-Aldrich 

10. อะคริละไมด   เกร็ดขาว เตรียมโพลีอะคริ
ละไมด   บริษัท Sigma-Aldrich 

11. เอทิลแอลกอฮอล, 
      เมทิลแอลกอฮอล 

ความเขมขน 
95% ตัวทําละลาย บริษัท Merck 
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ตารางที่ 3.1 แสดงวัตถุดิบ และสารเคมีที่ใชในการทดลอง (ตอ) 
 
วัตถุดิบ/สารเคมีท่ีใชในการ

ทดลอง คุณสมบัต ิ หนาท่ี ท่ีมา 

12. Ammonium  persulfate   ความเขมขน 
10% 

ทําใหเกิดรางแหของ
โพลีอะคริละไมด   บริษัท Sigma-Aldrich  

13. Ampholyte  pH 3.5-10.0 เตรียม IEF บริษัท  Fluka 
14. Bovine  Serum  
Albumin เกร็ดสีขาว โปรตีนมาตราฐาน บริษัท Fluka 

15.di-Sodium hydrogen  
phosphate ผงสีขาว เตรียมสารละลาย

บัฟเฟอร บริษัท Merck 

16. Folin-Ciocalteu's 
phenol reagent 

สารละลายสี
เหลืองใส หาปริมาณโปรตีน บริษัท Merck 

17.β-Mercaptoethanol สารละลายใส เตรียม SDS-PAGE บริษัท Sigma-Aldrich 
18. Potassium dihydrogen 
phophate 

ผงสีขาว เตรียมสารละลาย
บัฟเฟอร 

บริษัท Merck 

19. Sephadex  G-100 ผงสีขาว แยกโปรตีน บริษัท Pharmacia 
20. Stand gelatin high  
purity  

เม็ดสีเหลือง
ออน 

เจละตินมาตรฐานใน
การทดลอง 

บริษัท BIO BASIC INC. 

21. Standard marker High 
Molecular Weigh ผงสีขาว โปรตีนมาตรฐาน บริษัท Pharmacia 

22. Standard marker Low 
Molecular Weigh ผงสีขาว โปรตีนมาตรฐาน บริษัท Amersham 

23. TEMED สารละลาย เรงปฎิกิริยา
Polymerization บริษัท Sigma-Aldrich  

24. Trichloroacetic acid เกร็ดขาวใส หยุดปฏิกิริยาของ
เอนไซม บริษัท Merck 

25. Tris-HCl    ผงสีขาว เตรียมสาร- 
ละลายบัฟเฟอร 

บริษัท Merck 
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3.3 การดําเนินงานวิจัย 
 
 งานวิจัยนี้เปนการศึกษาการสกัดและทําบริสุทธิ์ของเจละตินจากเศษหนังสัตวใหญที่ยังไมผาน
การฟอก โดยใชเอนไซมอัลคาไลนโปรทีเอส โดยในสวนของการสกัดเจละติน ทําการศึกษาถึงปจจัย
ตาง ๆ ในการสกัดดังนี้ ความเขมขนของเอนไซม เวลา อุณหภูมิ และ pH ทําการวิเคราะหหา น้ําหนัก
แหง ปริมาณโปรตีน คาความแข็งแรงของเจล ความหนืด การละลาย pH pI สี สารหนู  ตะกั่ว  โลหะ
หนัก  และ  ซัลเฟอรไดออกไซด ความชื้น ปริมาณเถา ไขมัน การตรวจสอบปริมาณจุลินทรียทั้งหมด 
วิเคราะหกรดอะมิโนในเจละตินที่สกัดได แลวนําผลที่ไดมาทําการประมวลผล เพื่อหาความสัมพันธ
ระหวางปจจัยที่ใชในการสกัดและสมบัติของเจละตินที่สําคัญ โดยใชโปรแกรม SPSS ในการวิเคราะห 
และในสวนของการทําบริสุทธิ์เจละติน ศึกษาถึงน้ําหนักโมเลกุลของเจละตินที่ไดวามีความสัมพันธกับ
สมบัติของเจละตินที่ไดอยางไร แลวทําการตรวจสอบความบริสุทธิ์ที่ไดดวยโพลีอะคริลาไมดเจลอิเลค
โตรโฟเรซิส 
 
3.4 ขั้นตอนการวิจัย 
 

3.4.1 วัดแอคติวิตีของเอนไซม Savinase 12T   โดยวิธี Azo-casein hydrolysis (อภิรดี, 2546 
และ Regina Komsa-Penkova et al, 1996) 
 
 นําสารละลาย 0.2 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ของ azo-casein ใสในหลอด
ทดลอง  เติมบัพเฟอร 0.9 มิลลิลิตร  และ supernatant  0.1 มิลลิลิตร  บมกับอุณหภูมิที่เหมาะสม
ของเอนไซม  นาน  20  นาที  เขยาที่  150  รอบตอนาที  หยุดปฏิกิริยา  โดยเติม  10% 
Trichloroacetic acid (TCA)  ที่เย็นจัด (4oC) ปริมาตร  2  มิลลิลิตร  นํามาปนเหวี่ยงที่ 3,500  
รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที  เก็บสวนใส นํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่  440 นาโนเมตร  (วิธี
เตรียมสารและสูตรการคํานวณแสดงดังภาคผนวก ข) 

 หมายเหตุ : Blank  :  1 ml  azo-casein 
    1 ml  buffer 
    2 ml  10% TCA 
    Control  เติม 2 ml  ของ  10% TCA  ลงไปกอนบมที่อุณหภูมิ 
 

3.4.2    วัดคาความเปนกรด-ดางของหนังเปยก 
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 ชั่งตัวอยางหนังเปยก  10  กรัม  เติมน้ําประปาปริมาตร  4  เทาของน้ําหนักหนัง (หรือ 
40 ml)  เขยาที่  150  รอบตอนาที  เปนเวลา  24  ชั่วโมง  วัดคา pH 
 
3.4.3 หาปริมาณโปรตีนในตัวอยางหนังเปยกเร่ิมตน  โดยใชเครื่องวิเคราะหปริมาณ
ไนโตรเจน/Deskjet 

 
   ช่ังตัวอยางหนังเปยกประมาณ 10 มิลลิกรัม ใสลงในถวยสําหรับเผา นํา
ตัวอยางใสในชองรับตัวอยาง รอจนตัวอยางเกิดการเผาไหม นําโครมาโตแกรมของผลการทดลองที่
ไดเปรียบเทียบกับสารมาตราฐาน แลวคํานวณปริมาณโปรตีนโดยใชแฟคเตอร 6.25 ในการคํานวณ 
(โครมาโตรแกรมของการทดลองแสดงในตารางที่ ฉ.5 ภาคผนวก ฉ) 
 

3.4.4  ทําการทดลองสกัดเจละตินจากหนังเปยกที่ยังไมผานการฟอก 
 

 3.4.4.1 ทําการทดลองสกัดเจละตินที่ความเขมขนตางๆ ของเอนไซม 
 
 ชั่งตัวอยางหนัง  500  กรัม  นํามาปนลางดวยน้ําประปาเปนเวลา  1  ช่ัวโมง  เท
น้ําลางทิ้ง  เติม  0.1 M Phosphate buffer pH 8.00  ปริมาตร  4  เทาของน้ําหนักหนัง  หรือเทากับปริมาตร  
2000 มิลลิลิตร  เติมเอนไซม Savinase 12 T ที่ความเขมขน 200 U/mg, 1,000 U/mg, 3,000 U/mg, 5,000 
U/mg, 7,500 U/mg, 10,000 U/mg และ ไมเติมเอนไซม(no enzyme) เพื่อใชเปนชุดทดลองควบคุมใน
การทดลอง ทําการสกัดเจละตินที่ อุณหภูมิ  50 องซาเซลเซียส  ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที  เก็บ
ตัวอยางทุก 20 นาที ปริมาตร  200  มิลลิลิตร  เปนเวลา  3  ช่ัวโมง  หยุดปฏิกิริยาของเอนไซมที่อุณหภูมิ  
75  องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําตัวอยางมาปนเหวี่ยงที่ 10,000  รอบตอนาที นาน 10 นาที  กรอง
ดวยกระดาษกรองเบอร 2   
 
 3.4.4.2 ทําการทดลองสกัดเจละตินดวยเอนไซมที่สภาวะตางๆ ไดแก ความเขมขนของ
เอนไซม  pH  อุณหภูมิ  และ เวลาในการสกัด 
 
 ชั่งตัวอยางหนัง  500  กรัม  นํามาปนลางดวยน้ําประปาเปนเวลา  1  ช่ัวโมง  เท
น้ําลางทิ้ง  เติม  0.1 M Phosphate buffer pH 8.00, 9.50, 11.00  ปริมาตร  4  เทาของน้ําหนักหนัง  หรือ
เทากับปริมาตร  2000 มิลลิลิตร  เติมเอนไซม Savinase 12 T ที่ความเขมขน 200, 5,000 และ 10,000 
U/mg ทําการสกัดเจละตินที่ อุณหภูมิ 40, 50, 60  องซาเซลเซียส  ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที  เก็บ
ตัวอยางทุก 20 นาที ปริมาตร  200  มิลลิลิตร  เปนเวลา  3  ชั่วโมง  หยุดปฏิกิริยาของเอนไซมที่อุณหภูมิ  
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75  องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 นาที  นําตัวอยางมาปนเหวี่ยงที่ 10,000  รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที  
กรองดวยกระดาษกรองเบอร 2   
 
 3.4.5 หาน้ําหนักแหงของเจละติน 
 
 นําสารละลายตัวอยางที่ไดมาอบแหงโดยใช ตูอบสุญญากาศ (Vacuum drying 
oven) ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา  16-18  ชั่วโมง  ช่ังน้ําหนักแหงของเจละตินที่ได 
 
 3.4.6 หาปริมาณโปรตีนของตัวอยางหลงัการอบแหง 
 
  3.4.6.1 การหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี  Lowry's (Komsa-Penkova et al,1996) 
 

   ปเปตสารละลายตัวอยาง 0.2  มิลลิลิตร ผสมกับ   Copper  Solution  0.2  
มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน  นําไปบมที่อุณหภูมิ  50  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  20 นาที รอจนเย็นที่
อุณหภูมิหองจากนั้นเติมสารละลาย  Folin-ciocaltear (Folin-ciocalteau : H2O, 1:15 ) 0.6 มิลลิลตร เขยา
ใหเขากัน นําไปบมที่อุณหภูมิ  50  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  10  นาที  รอจนเย็นที่อุณหภูมิหอง  แลว
นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง  650 นาโนเมตร จากนั้นนําคาที่ไดไปเปรียบเทียบกับเสนกราฟมาตรฐานที่
เตรียมจากสารละลาย bovine serum albumin (BSA)  ที่ความเขมขน 20, 40, 80, 100 และ 120 
ไมโครกรัม  ตอ  0.2  มิลลิลิตร  (กราฟมาตรฐานแสดงในภาคผนวก ง) 

 
 3.4.7 ตรวจสอบสมบัติทางเคมีและกายภาพของเจละติน 
 
  3.4.7.1 วัดคาความแข็งแรงของเจล หรือ Gel strength (ดัดแปลงจากวิธีของ AOAC 
1995 - 38.1.04) 
 
   เตรียมสารละลายเจละติน 6.66% แลวนําไปเก็บที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
16-18 ชม. นําไปวัดคา Gel strength โดยเครื่อง Texture analyser หัววัด Stable Micro Systems P/0.5 HS 
(ปลายหัววัดมีลักษณะโคงคึ่งวงกลม เสนผานศนูยกลาง 12.5 มิลลิเมตร) โดยกดผิวหนาของเจลาตินให
ลึกลงไป 4 มิลลิเมตร มีหนวยเปน g Bloom 
 
  3.4.7.2 วัดคาความหนืด (ดัดแปลงจาก Gudmundsson and Hafsteinsson, 1997) 
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   เตรียมสารละลายเจละติน 6.66 % แลวทําการวัดความหนืดดวยเครื่องวัดความ
หนืด BROOKFIELD รุน Model DV-III ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที 
เปนเวลา 1 นาที มีหนวยเปน cp 
 
  3.4.7.3 การละลาย (ดัดแปลงจาก มอก. 799-2531 ขอ 4.3) 
 
   ทดสอบการละลายของเจละตินโดยใช น้ํากล่ันที่อุณหภูมิ 10, 20, 30, 40, 50, 
60 และ 70 องศาเซลเซียส และตัวทําละลาย ไดแก อีเทอร คลอโรฟอรม และ 95 % เอทานอล  
 
  3.4.7.4 pH (Choi S.S. and Regenstein J.M., 2000) 
    
   วัดโดยใช pH meter โดยใชสารละลายเจละตินความเขมขน 1.0% โดยน้ําหนัก 
 
  3.4.7.5 สี 
 
   วัดโดยใช Spectrocolorimeter (Minolta Chroma Meter) รุน CR-300  เลือกใช
ระบบวัดสีแบบ L a b โดยมีเจละตินที่มีความบริสุทธิ์เปนตัวเปรียบเทียบ แลวนําผลที่ไดมาคํานวณหาคา 
∆E เพื่อดูแนวโนมของสีของเจละตินที่ไดจากการสกัด (อรัญ หาญสบืสาย, 2547 และ Jamilah B. and 
Harvinder K.G., 2002) 

 
∆E = 222 baL ∆+∆+∆  

 
  3.4.7.6 สารหนู  ตะกั่ว  โลหะหนัก  และ  ซัลเฟอรไดออกไซด 
 
   ทําการวิเคราะหดวยวิธี ICP atomic emission spectrometry มีหนวยเปน ppm
โดยสงวิเคราะหที่ศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  
 
  3.4.7.7 ปริมาณความชื้น  
 
   ตามวิธีวิเคราะหของ A.O.A.C. 1980 - 14.004  ดังรายละเอียดในภาคผนวก ค 
 
  3.4.7.8 ปริมาณเถา  
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   ตามวิธีวิเคราะหของ A.O.A.C. 1980 - 14.006  ดังรายละเอียดในภาคผนวก ค 
 
  3.4.7.9 ไขมัน (%Fat) 
 
   ตามวิธีวิเคราะหของ A.O.A.C. 1980 - 7.056  ดังรายละเอียดในภาคผนวก ค 
 
  3.4.7.10 Microbiology test  ทําการตรวจสอบปริมาณจุลินทรียทั้งหมด   
 
 ก. วิธีเตรียมสารละลาย  (บุญรัตน และ นงนุช , 2533) 
 
  ชั่งตัวอยางเจละตินผงมา 1 กรัม  ใสในหลอดทดลองละลายในน้ํากล่ันที่
ปราศจากเชื้อ 10 มิลลิลิตร ใชแทงแกวคนจะไดความเขมขน 1 ตอ 10 แลวทําใหเจือจางตอไปจนกวาจะ
อานจํานวนจุลินทรียได 30 ถึง 300 โคโลนี 
 
 ข. วิธีเตรียมเพลตเคานตอะการ (plate count agar) ดัดแปลงจากวิธีของ มอก. 
335 เลม 1-2523 (ดังรายละเอียดในภาคผนวก ค) 
 
 3.4.8 วิเคราะหขอมูลโดยการวิเคราะหคาความแปรปรวน (Analysis of Variance) เพื่อหา
ความมีนัยสําคัญทางสถิติของแตละปจจัย และระหวางปจจัยของสภาวะ (ความเขมขนของเอนไซม  
0-10,000 U/mg, อุณหภูมิ 40-60 องศาเซลเซียส, เวลา 20-180 นาที และ คาความเปนกรด-ดาง 8-11) ที่
ใชในการสกัดกับคุณสมบัติทางกายภาพที่สําคัญของเจละติน (คาความแข็งแรงของเจลและความหนืด)
โดยใช Duncan's New Multiple Range Test และหาสมการความสัมพันธระหวางสภาวะที่ใชสกัดกับ
สมบัติที่สําคัญของเจละตินที่ได เพื่อทํานายคาความแข็งแรงของเจลและความหนืดที่ไดจากการทดลอง
สกัดที่สภาวะตาง ๆ โดยใช Multiple Regression  

 
3.4.9 การทําบริสุทธิ์ของเจละติน โดยใช เจลฟลเตรชัน ดวยคอลัมน Sephadex  G-100   
 
   นําเจละตินผงที่ไดจากการทําแหง ที่ทําการสกัดที่อุณหภูมิเดียวกันคือ 60 

องศา-เซลเซียส  เวลา 180 นาที และ ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg แต pH ตางกัน ไดแก pH 
8.0, 9.5, 11.0 และ ที่ pH 9.5 แตไมไดใสเอนไซม (control) มาละลายดวย 0.1 M phosphate buffer ที่ pH 
8.0, 9.5, 11.0  ปริมาตร  3  มิลลิลิตร  มาผานคอลัมน  Sephadex  G-100  โดยใชสารละลาย  0.1 M 
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phosphate buffer ที่ pH 8.0, 9.5, 11.0  เปนสารละลายชะ  (Eluent) เก็บตัวอยางหลอดละ  2  มิลลิลิตร
โดยใชอัตราการไหล  30 ml/hr นําแตละตัวอยางแตละหลอด ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่  280  นาโน
เมตร  ทดสอบหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี  Lowry  แลวนําสารละลายเจละตินที่ไดไปทําการไดอะไลซ
ดวยน้ํากลั่น เปนเวลา  24  ช่ัวโมง  (เปล่ียนน้ํากลั่นทุก ๆ 4-6  ชั่วโมง)   

 
3.4.10 การตรวจสอบความบริสุทธ์ิ  และหาน้ําหนักโมเลกุลของเจลติน โดยใชโพลีอะคริ-

ละไมดเจลอิเลคโตรโฟเรซิสแบบนอนดีเนเจอร และ แบบดีเนเจอร 
 
  3.4.10.1 การเตรียมสารละลายตัวอยาง 
 

   นําสารละลายตัวอยางที่สกัดไดมาละลายดวยน้ํากลั่นใหมีความเขมขนของ
โปรตีนเทากับ  1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  นําสารละลายตัวอยางและโปนตนีมาตรฐานผสมกับสารละลาย  
sample buffer  (การเตรียม sample buffer ดังในภาคผนวก ข) ในอัตราสวน 1:1 โดยปริมาตร นําไปทํา
การตรวจสอบโดยหยดลงในชองเจล  ตัวอยางละ  20  ไมโครลิตรตอ 1 ชอง 
 
 โปรตีนมาตรฐานที่ใชมี  2  กลุม  คือ  กลุมที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง (high 
molecular weight)  ไดแก  Thyroglobulin (M.W. 669,000), Ferritin (M.W. 440,000), Catalase (M.W. 
232,000), Lactate dehydrogenase (M.W. 140,000)  และ  Albumin (M.W. 67,000)  กลุมที่ 2 ซ่ึงมี
น้ําหนักโมเลกุลต่ํา (low moleclar weght) ไดแก Phophorylase b (M.W. 97,000), Albumin (M.W. 
66,000), Ovabumin (M.W. 45,000), Carbonic anhydrase (M.W. 30,000), Trypsin inhibitor (M.W. 
20,100) และ α - Lactalbumin (M.W. 14,000) 
 
 3.4.10.2 การเตรียมโพลีอะคริละไมดเจล ชนิดแผน 
 
   การเตรียมเจลใชกระจก 2 แผนขนาด  กวาง 8 ยาว 10 เซนติเมตร  และ กวาง 7 
ยาว 10 เซนติเมตร  มีแผนพลาสติก  (spacer)  ขนาดกวาง 0.9 ยาว 8.5 หนา 0.1 เซนติเมตร  วางเปน
กรอบแมพิมพ  นํา separating gel  (วิธีเตรียมดังภาคผนวก ข)  ที่มีความเขมขนของอะคริลาไมด  10  
เปอรเซ็นต  เทลงในกระจกแมพิมพอยางชา ๆ โดยระวังไมใหเกิดฟองอากาศ  ใหเจลมีความสูง  5  
เซนติเมตร  ปรับผิวหนาเจลใหเรียบดวยน้ํากลั่น  ตั้งทิ้งไวจนแผนเจลแข็งตัว  (ประมาณ  45-90 นาที)  เท
น้ําสวนบนทิ้ง  จากนั้นเททับดวยสารละลาย  stacking gel  ที่มีความเขมขนของอะคริลาไมด  3  
เปอรเซ็นต  (วิธีเตรียมดังภาคผนวก ข)  ใสแมพิมพลลงในชองเจล (comb)  ทิ้งไวใหเจลแข็งตัว 
(ประมาณ  30-60 นาที)  
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  3.4.10.3 การยอมสีโปรตีนในแผนโพลีอะคริละไมดเจล 
 
   นําแผนเจลที่ผานขั้นตอนการทําอิเลคโตรโฟเรซิส  ไปยอมสีของโปรตีนดวย
สารละลายโคแมสซี  บริลเลียนท  บลู  อาร  250  ( coomasie brilliant blue R 250 : วิธีเตรียมดัง
ภาคผนวก ข)  เปนเวลาอยางนอย  4  ชั่วโมง  จากนั้นนําไปชะสีสวนเกินออก  โดยแชในสารละลายลาง
สียอมโปรตีน   ( destaining solution  : วิธีเตรียมดังภาคผนวก ข)   จนกระทั่งสวนที่เปนโปรตีนบนเจล 
ปรากฎเปนแถบสีน้ําเงินชัดเจน และนําแผนเจลมาทําแหง  แลวคํานวณหาน้ําหนักโมเลกุล (แสดงดัง
ภาคผนวก ง) 
 
 3.4.11. pI (Surachai, 2003) 
   วัดโดยใช ไอโซอิเลคตริค โฟกัสซิ่ง อิเลคโตรโฟเรซิส  (Isoelectric focusing 
polyacrylamide gel electrophoresis :IEF) 
  
   3.4.11.1  การเตรียมแผนรองรบัเจล (Preparation of gel support film) 
 
   ทําความสะอาดแผนกระจกดวยเอทานอลรอยละ 70 จนสะอาด หยดน้ําลงบน
แผนกระจกเล็กนอย นําแผนพลาสติกรองเจลมาประกบติดกับแผนกระจกดานที่มีน้ําโดยระวังอยาให
เกิดฟอง แลวนํามาคว่ําลงบนถาดสําหรับเซทเจล โดยคว่ําดานที่เปนแผนพลาสติกลงดานลาง 
 
   3.4.11.2  การเตรียมโพลีอะคริละไมดเจลสําหรับ IEF  
 
   เตรียมสารละลายโพลีอะคริละไมดเจล สําหรับ IEF (วิธีเตรียมดูรายละเอยีดใน 
ภาคผนวก ข) แลวนําไปทําใหปราศจากฟองอากาศเปนเวลา 30 นาที แลวนําสารละลายโพลีอะคริ-
ละไมดเจลมาเทลงในชองวางระหวางแผนพลาสติกกับถาดรอง ระวังอยาใหมีฟองอากาศ ทิ้งไวเปนเวลา 
45-90 นาที จนเจลแข็งตัว แลวจึงแกะแผนพลาสติกที่เจลเซทตัวแลวออกจากถาด หงายดานที่มีเจลขึ้น
เตรียมหยดตัวอยางตอไป 
 
   3.4.11.3  การเตรียมตัวอยาง และการทาํอิเลคโตรโฟเรซิส 
 
   นําสารละลายตัวอยางไปทําการเอาเกลือออกในน้ํากลั่น โดยเปลี่ยนน้ํากล่ันทุก 
6 ชั่วโมงเปนเวลา 2 วัน โดยใชถุงไดอะไลซีส นําตัวอยางที่ไดจากการเตรียมดังกลาวมาหยดลงบนตรง
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กลางของแผนเจลหลุมละ 10 ไมโครลิตร รอจนสารละลายตัวอยางซึมเขาเนื้อเจลจนหมดแลวจึงนํามาให
กระแสไฟฟา โดยขั้นแรกใหกระแสไฟ 100 โวลต เปนเวลา 45 นาที ขั้นที่สองใหกระแสไฟ 200 โวลต 
เปนเวลา 45 นาที ขั้นที่สามใหกระแสไฟ 400 โวลต เปนเวลา 120 นาที นําแผนเจลที่ผานการให
กระแสไฟฟามายอมใน Fixative reagent เปนเวลาอยางนอย 6 ช่ัวโมง แลวนําไปยอมสีของโปรตีนดวย
สารละลายโคแมสซี  บริลเลียนท  บลู  อาร  250  ( coomasie brilliant blue R 250 : วิธีเตรียมดัง
ภาคผนวก ข)  เปนเวลาอยางนอย  4  ชั่วโมง  จากนั้นนําไปชะสีสวนเกินออก  โดยแชในสารละลายลาง
สียอมโปรตีน   ( destaining solution  : วิธีเตรียมดังภาคผนวก ข)   จนกระทั่งสวนที่เปนโปรตนีบนเจล 
ปรากฎเปนแถบสีน้ําเงินชัดเจน และนําแผนเจลมาทําแหง  แลวคํานวณหาคา pI (แสดงดังภาคผนวก ง) 
 
 3.4.12 วิเคราะหองค ประกอบของกรดอะมิโนในเจละตินผง (Lui H.J. et. al., 1995) 
 
   3.4.12.1 การเตรียมตัวอยาง 
   
  นําตัวอยาง 200 มิลลิกรัม ใสในหลอดทดลองเติม 6 N ของกรดไฮโดรคลอริค ใหความ
รอนที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 22 ชั่วโมง ทําใหเย็น เติมสารมาตราฐาน (Internal standard) 
ลงไปแลวเจือจางดวยน้ําที่ปราศจากอิออน นําตัวอยางที่กรองแลวปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมกับ 
AccQ • fluor derivatization buffer ปริมาตร 70 ไมโครลิตร แลวเติม AccQ • fluor reagent ปริมาตร 20 
ไมโครลิตรลงไป นําไปใหความรอนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  
 
  3.4.12.2 การวิเคราะห 
 
  HPLC System : WATERS Alliance 2695 with heater 
     WATERS 2475 Multi  Fluorescence Detector  
     (EX:250, EM 395 nm) 
  Column  : AccQ • Tag column (dimensions3.9 x 150 mm  
     particle size 4 µm) 
     Control Temp. 37 ± 1 oC 
  Injection volume : 1 µl 
  Eluents  : AccQ • Tag Eluent A 
     Acetonitrile 
     Deionized water 

 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง และอภิปรายผล 
 

 งานวิจัยนี้เปนการศึกษาการสกัด และทําบริสุทธิ์ของเจละตินจากเศษหนังสัตวใหญที่ยังไมผาน
การฟอกโดยใชแอลคาไลนโปรทีเอส ในสวนของการสกัดเจละตินจะเริ่มทําการศึกษาจากการหาสมบัติ
เฉพาะตัวในการทํางานของเอนไซม พรอมทั้งวิเคราะหสมบัติเบื้องตนของตัวอยางหนัง แลวจึงหา
ปริมาณความเขมขนที่เหมาะสมของเอนไซมที่ใชในการสกัด ตอจากนั้นจะทําการหาสภาวะที่เหมาะสม
ตอการสกัดเจละติน  แลวจึงนําสารละลายเจละตินที่ไดไปทําแหง และวิเคราะหปริมาณโปรตีนในผงเจ
ละติน สวนการศึกษาการทําบริสุทธิ์ จะศึกษาถึงความสัมพันธระหวางสภาวะที่ใชในการสกัดกับ
น้ําหนักโมเลกุลของเจละตินที่ได และศึกษาถึงความสัมพันธระหวางสมบัติของเจละตินที่ไดจากการ
สกัดและภาวะที่ใชในการสกัดโดยใชโปรแกรม SPSS ตอไป  
 
4.1 การศึกษากิจกรรมของเอนไซม Savinase 12T   โดยวิธี Azo-casein hydrolysis 
 
 จากการหาสมบัติเฉพาะตวัของเอนไซม Savinase 12T นัน้ สมบัติเฉพาะตัวของเอนไซมที่สนใจ
ศึกษา ไดแก อุณหภูมิ และ pH ที่เหมาะสมในการทํางาน โดยทําการทดลองที่อุณหภูมิ 20-80 องศา
เซลเซียส  และ ที่ pH 2-12 ไดผลการทดลองดงัแสดงในรูปที่ 4.1 และ 4.2 ตามลําดับ 
 

 
รูปที่ 4.1  Optimum – Temperature ของเอนไซม Savinase 12 T ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
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รูปที่ 4.2  Optimum – pH ของเอนไซม Savinase 12 T ที่ pH 9 

 
 จากรูปที่ 4.1 จะเห็นไดวาเอนไซมสามารถทํางานไดดีเมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ้นในชวง 20-60 องศา
เซลเซียส โดยที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เอนไซมจะมีการทํางานดีที่สุด มีแอคติวิตี (activity) เทากับ 
1,325 U/mg แตเมื่ออุณหภูมิที่ใชในการทํางานของเอนไซมเพิ่มขึ้นมากกวา 60 องศาเซลเซียส การ
ทํางานของเอนไซมจะลดลงอยางรวดเร็ว สวนในรูปที่ 4.2 จะเห็นไดวาเอนไซมสามารถทํางานไดดี
ยิ่งขึ้นเมื่อคาของ pH เพิ่มขึ้นในชวง pH 4-10 โดยคาของ pH ที่เอนไซมทํางานไดดีจะมีชวงคอนขาง
กวางคอื pH 8-10 ซ่ึงคาของ pH ที่เอนไซมมีการทํางานสูงที่สุดคือ pH 9 มีแอคติวิตีเทากับ 1,387 U/mg 
และการทํางานของเอนไซมจะลดลงอยางรวดเร็วเมื่อสภาวะที่ใชในการทํางานของเอนไซมมีคา pH 
มากกวา 10.0 
   
4.2 การศึกษาองคประกอบของตัวอยางหนังเปยก 
 
  ศึกษาคาความเปนกรด-ดาง และองคประกอบของตัวอยางหนังเปยกที่ใชในการทดลอง 
ไดแก โปรตีน ไขมัน ความชื้น เถา  ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 4.1 
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  ตารางที่ 4.1 คาความเปนกรด-ดาง และองคประกอบของหนังเปยก 
 

องคประกอบของหนัง คาที่ได ∗ 
pH 

โปรตีน 
ไขมัน 
ความชื้น 
เถา 

11.81 
16.00 % 
1.31 % 

62.83 % 
4.12 % 

  ∗ คาเฉลี่ยจากการวัด 3 คร้ัง 
 
  จากการทดลองศึกษาสมบัติเบื้องตนของตัวอยางหนังเปยกที่ใชในการทดลอง พบวา
หนังเปยกที่ยังไมผานการฟอกที่ไดมาจากโรงงานนั้น มีคา pH ที่วัดไดจากสารละลายน้ําประปาที่ใชใน
การแชหนังเมื่อเวลาผานไป 24 ชั่วโมง ประมาณ 11.81 มีปริมาณโปรตีนในหนังเปยกเทากับ 16.00 
เปอรเซ็นต มีปริมาณไขมัน 1.31 เปอรเซ็นต ความชื้น 62.83 เปอรเซ็นต และเถา 4.12 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ  
 
4.3 ศึกษาการสกัดเจละตินจากหนังเปยก 
 
  ในขั้นตอนของการสกัดเจละตินจะแบงเปน 2 ขั้นตอน  โดยในขั้นตอนแรกจะ
ทําการศึกษาเพื่อหาความเขมขนของเอนไซมที่เหมาะสมตอการสกัดเจละตินกอน โดยแปรคาความ
เขมขนของเอนไซม 6 คา แลวทําการทดลองที่อุณหภูมิ เวลา pH และ ความเร็วรอบในการกวนเดียวกัน 
สวนในขั้นตอนที่ 2 จะทําการเลือกคาความเขมขนของเอนไซมที่ใชในขั้นตอนแรกมาเพียง 3 คา เพื่อทํา
การทดลองตอ โดยในขั้นตอนที่ 2 นี้จะศึกษาสภาวะที่เหมาะสมที่ใชในการสกัดเจละติน 4 ปจจัย ไดแก 
ความเขมขนของเอนไซม เวลา อุณหภูมิ และ pH โดยวางแผนการทดลองแบบแฟคทอเรียล 

 
 4.3.1 ศึกษาชวงความเขมขนที่เหมาะสมของเอนไซมสําหรับการศึกษาปจจัยตาง ๆ ในการสกัด
เจละติน  
    ในการศึกษานี้เปนการหาชวงความเขมขนของเอนไซมที่เหมาะสมสําหรับการศึกษา
ปจจัยอ่ืน ๆ โดยทําการสกัดเจละตินที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส pH 8.0 อัตราการกวน 100 รอบตอ
นาที โดยเอนไซมที่ใชจะมีความเขมขนในชวง 200 - 10,000 U/mg เปรียบเทียบกับการไมใชเอนไซม 
ซ่ึงจะทําการเก็บตัวอยางปริมาตร 200 มิลลิลตร ทุก 20 นาที เปนเวลา 180 นาที นําตัวอยางที่ไดมาทําให
แหง วัดหาปริมาณโปรตีน คาความแข็งแรงของเจล และความหนืด ไดผลการทดลองดังตอไปนี้ 
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 4.3.1.1  ผลของน้ําหนักของเจละตินหลังจากการทําแหงโดยใชตูอบสุญญากาศในการอบแหงที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา16-18 ชม.   
    
   จากการเปรียบเทียบน้ําหนักแหงของตัวอยางเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขน
ของเอนไซมเทากับ 0-10,000 U/mg ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และคาความเปนกรด-ดางเทากับ 8.0 
พบวาน้ําหนักของตัวอยางเจละตินจะเพิ่มมากขึ้นเมื่อความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการทดลองเพิ่ม
มากขึ้นและยังไมมีแนวโนมที่จะคงที่เมื่อเวลาผานไป 180 นาที (รูปที่ 4.3) เมื่อพิจาราณาผลของปริมาณ
ของเอนไซมตอน้ําหนักของเจละตินรวมทั้งหมด ที่เวลา 180 นาที พบวาปริมาณของเจละตินที่สกัดไดจะ
แปรผันตามความเขมขนของเอนไซม ในชวง 0-5,000 U/mg แตเมื่อเพิ่มความเขมขนของเอนไซมให
มากขึ้นปริมาณเจละตินรวมที่ไดจะคอนขางคงที่ (รูปที่ 4.5) แสดงใหเห็นวาปริมาณเอนไซมสูงสุดที่ควร
ใชในการสกัดใหไดปริมาณเจละตินสูงสุดจะมีคาประมาณ 5,000 U/mg อยางไรก็ตามในการสกัดเจละ
ตินเพื่อการใชงานดานตางๆ นั้น จะตองคํานึงถึงคุณสมบัติอ่ืนๆ ดวยเชน ความหนืด ความแข็งแรงของ
เจล ดังนั้นในการเพิ่มปริมาณเอนไซมใหสูงกวา 5,000 U/mg แมจะไมมีการเพิ่มขึ้นของปริมาณเจละติน
ที่สกัดได แตอาจมีผลตอคุณสมบัติของเจละตินซึ่งจะไดทําการศึกษาในขั้นตอไป (ตัวอยางการคํานวณ
น้ําหนักแหงของเจละตินที่ไดกลับคืนมาเปนเปอรเซ็นตแสดงในภาคผนวก ก) 
 

 
 
รูปที่ 4.3 น้ําหนักของเจละตินผงที่ไดจากการสกัดที่เวลาและความเขมขนตาง ๆ ของเอนไซมที่อุณหภูมิ 
 50 องศาเซลเซียส pH 8.0(ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.1 ในภาคผนวก จ) 
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 4.3.1.2  ผลของปริมาณโปรตีนของเจละตินหลังจากการทําแหงโดยใชตูอบสุญญากาศในการ
อบแหงที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา16-18 ชม.  
 
   ในการหาปริมาณเจละตินที่ไดจากการสกัดในรูปของน้ําหนักแหงโดยรวมอาจมีความ
คลาดเคลื่อน เนื่องจากสารสกัดที่ไดอาจมีสารอื่นเชน ไขมัน หรือสารอื่นที่ปนเปอนมากับหนังเปยกปน
อยู ดงันั้นจึงทําการหาปริมาณเจละตินในรูปของโปรตีนซึ่งจะเปนคาที่บงบอกถึงปริมาณของเจละตินที่
ไดใหมีความถูกตองมากขึ้น ซ่ึงจากการเปรียบเทียบปริมาณโปรตีน (กราฟมาตรฐาน BSA ตาราง ง.1 
ภาคผนวก ง) ของตัวอยางเจละตินแหง พบวาปริมาณโปรตีนของเจละตินจะมีคาเพิ่มมากขึ้นเมื่อความ
เขมขนของเอนไซมและเวลาที่ใชในการทดลองเพิ่มมากขึ้น (รูปที่ 4.4) และ ปริมาณโปรตีนที่เพิ่มขึ้นนีม้ี
ความสัมพันธแบบแปรผันตามกับน้ําหนักของเจละติน โปรตีนที่สูงที่สุดที่ไดกลับคืนมามีคาเทากับ 
72.74 เปอรเซ็นต ที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 10,000 U/mg เวลา 180 นาที และจากการ
เปรียบเทียบปริมาณเจละตินในรูปของน้ําหนักแหงกับปริมาณโปรตีน พบวาเสนกราฟมีแนวโนมที่
เพิ่มขึ้นเหมือนกัน แตปริมาณโปรตีนที่ไดมีคาสูงกวาปริมาณน้ําหนักแหงของเจละตินและมีคาเพิ่มมาก
ขึ้นเมื่อความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการสกัดเพิ่มขึ้น ซ่ึงแสดงใหเห็นวาการสกัดเจละตินที่ความ
เขมขนของเอนไซมต่ํา ๆ มีสารอื่นปนออกมา และเมื่อความเขมขนของเอนไซมสูงขึ้น ปริมาณโปรตีนที่
สกัดไดเพิ่มมากขึ้นมากกวาการปนเปอน ทําใหปริมาณโปรตีนที่ไดกลับคืนมาเปนเปอรเซ็นตมีคาที่สูง
เพิ่มขึ้น ในรูปที่ 4.5 (ตัวอยางการคํานวณปริมาณโปรตีนของเจละตินที่ไดกลับคืนมาเปนเปอรเซ็นต
แสดงในภาคผนวก ก) 

 
รูปที่ 4.4 ปริมาณโปรตีนของตัวอยางทีไ่ดจากการสกัดทีเ่วลาและความเขมขนตาง ๆ ของเอนไซมที่ 
 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส pH 8.0  (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.2 ในภาคผนวก จ) 
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รูปที่ 4.5  น้ําหนักแหงและปริมาณโปรตีนของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนตาง ๆ ของ
 เอนไซมที่เวลา 180 นาที อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส pH 8.0 (ขอมูลการทดลองแสดงดังตาราง
 ที่ จ.21 ในภาคผนวก จ) 
 
 4.3.1.3  ผลของความแข็งแรงของเจล หรือ คา ความแข็งแรงของเจล 
 
   เมื่อนําเจละตินที่ไดจากการสกัดมาวิเคราะหสมบัติทางกายภาพที่สําคัญของเจ
ละติน ไดแก ความแข็งแรงของเจล และความหนืดเพื่อเปนขอมูลเบื้องตนในการเลือกใชความเขมขน
ของเอนไซมในการทดลองขั้นตอไป จากการวิเคราะหพบวาคาความแข็งแรงของเจลที่ไดจะแปรผกผัน
กับความเขมขนของเอนไซม (รูปท่ี 4.8) คือ เมื่อความเขมขนของเอนไซม เพิ่มมากขึ้นคาความแข็งแรง
ของเจลจะมีคาต่ําลงและเมื่อพิจารณาถึงผลของเวลาที่ใชในการยอย พบวาที่ความเขมขนของเอนไซมต่ํา
กวา 1000 U/mg ความแข็งแรงของเจลจะเพิ่มมากขึ้นเมื่อเวลาในการสกัดเพิ่มขึ้น แตที่ความเขมขนของ
เอนไซม 3000, 5000, 7500 และ 10,000 U/mg ความแข็งแรงของเจลจะเพิ่มขึ้นในชวงแรกของการสกัด
และจะลดลงเมื่อเวลาที่ใชในการสกัดนานขึ้น (รูปที่ 4.6)  ที่เปนเชนนี้ เนื่องมาจากที่ความเขมขนของ
เอนไซมสูง ๆ เอนไซมมีปริมาณมากพอที่ยอยสายโพลิเพพไทดของเจละตินใหส้ันลงมาก แตยังสามารถ
เกิดเจลได ทําใหคาความแข็งแรงของเจลที่วัดไดมีคาต่ํา และเมื่อเวลาที่ใชในการสกัดเพิ่มขึ้นสายของโพ
ลีเพพไทดยิ่งสั้นลงจนเปนโปรตีนชิ้นเล็ก ๆ  (fragments) ที่ไมสามารถเกิดเจลได เนื่องจากพันธะเพพ
ไทดของเจละตินถูกตัดหรือยอยใหส้ันลงในกระบวนการสกัด (Linus G. Fonkwe, 1997) แตเมื่อใชความ
เขมขนของเอนไซมนอยกวา 1,000 U/mg สายโพลีเปบไทดจะถูกตัดใหส้ันลงแตยังมีความยาวพอที่จะ
เกิดเจลที่มีความแข็งแรงได ดังนั้นเจละตินที่ไดจึงยังคงมีคาความแข็งแรงของเจลที่สูงอยู และเมื่อเวลา
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เพิ่มขึ้นปริมาณของคอลลาเจนที่ถูกยอยเปนเจละตินก็มีเพิ่มขึ้นจึงทําใหไดเจละตินที่มีความแข็งแรงของ
เจลเพิ่มขึ้น  
  

 
 
 รูปที่ 4.6 คาความแข็งแรงของเจลของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่เวลาและความเขมขนตาง ๆ  
  ของเอนไซม ที่เวลา 180 นาที อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส pH 8.0 (ขอมูลการทดลอง 
  แสดงดังตารางที่ จ.3 ในภาคผนวก จ)  
 
 4.3.1.4 ผลของคาความหนืด  
 
   จากการวิเคราะหคาความหนืดของสารละลายเจละตินที่ความเขมขน 6.67 เปอรเซ็นต 
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส พบวาความหนืดของเจลจะมีคาแปรผกผันกบัความเขมขนของเอนไซม คือ 
เมื่อความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการสกัดเพิ่มมากขึ้นความหนืดของเจลจะลดต่ําลง (รูปที่ 4.7) และ
ความหนืดของเจลจะมีคาแปรผันตามกับคาความแข็งแรงของเจล (รูปที่ 4.8) สวนผลของเวลาที่ใชใน
การสกัดจะเหมือนกับคาความแข็งแรงของเจล  
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รูปที่ 4.7  ความหนืดของเจละตินที่เวลาและความเขมขนตาง ๆ ของเอนไซม ที่เวลา 180 นาที อุณหภูมิ 
 50 องศาเซลเซียส pH 8.0 (ขอมูล การทดลองแสดงดังตารางที่ จ.4 ในภาคผนวก จ)  

 
 

รูปที่ 4.8 คาความแข็งแรงของเจลกับความหนืดของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่เวลาและความเขมขน
 ตาง ๆ ของเอนไซม ที่เวลา 180 นาที อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส pH 8.0(ขอมูลการทดลอง 

แสดงดังตาราง ที่ จ.21 ในภาคผนวก จ) 
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  จากผลการทดลองที่ได ไดทําการเลือกความเขมขนของเอนไซม  3  คา  คือ 200 U/mg 
เปนตัวแทนของเอนไซมที่มีความเขมขนต่ํา, 5000 U/mg เปนตัวแทนของเอนไซมที่มีความเขมขนปาน
กลาง และ  10,000 U/mg เปนตัวแทนของเอนไซมที่มีความเขมขนสูง เพื่อนํามาทําการสกัดเจละตินที่
อุณหภูมิ 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส เวลาที่ใชคือ 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160 และ 180 นาที
และที่ pH 8.00 pH 9.50 และ pH 11.00 ตอไป โดยใชการวางแผนการทดลองแบบแฟคเทอเรียลดีไซด 
 
 4.3.2 ศึกษาการสกัดเจละตินดวยเอนไซม Savinase 12T ที่สภาวะตางๆ ไดแก ความเขมขนของ
เอนไซม เวลา อุณหภูมิ  และ pH ในการสกดั 
 
 4.3.2.1  ผลของน้ําหนักของเจละตินหลังจากการทําแหงโดยใชตูอบสุญญากาศในการอบแหงที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา16-18 ชม.  
  
  ผลของการเปรียบเทียบน้ําหนักแหงของเจละตนิที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ ที่
ความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการสกัดเจละตินเทากับ 200 U/mg พบวาน้ําหนักของตัวอยางจะเพิ่ม
มากขึ้น เมื่อเวลาที่ใชในการสกัดเพิ่มขึ้น และมีอุณหภมูิในการสกัดเพิ่มสูงขึ้นเชนเดียวกัน สวนคาของ 
pH ที่เหมาะสมในการทดลองที่ทําใหน้ําหนักของตวัอยางสูงที่สุด คือ pH 9.5 ซ่ึงเปนคา pH ที่อยูในชวง
ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม  และจากผลการทดลองทําใหสามารถแบงชวงน้ําหนักของเจละ
ติน ไดเปนสามชวงตามอุณหภูมิทีใ่ชในการทดลองไดแก 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส (รูปที่ 4.9) โดย
สภาวะทีท่ําใหไดน้ําหนักของเจละตินมากที่สุดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 200 U/mg ที่อุณหภูม ิ
60 องศาเซลเซียส pH 9.5 เวลา 180 นาที ไดน้ําหนักของเจละตินกลับคืนมาถึง 85 เปอรเซ็นต ซ่ึงเปน
ภาวะที่กจิกรรมของเอนไซมมีคาสูงที่สุด (ตัวอยางการคาํนวณน้ําหนักแหงของเจละตินที่ไดกลับคืนมา
เปนเปอรเซ็นตแสดงในภาคผนวก ก) และเมื่อเพิม่ความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการทดลองเปน 
5,000 U/mg และ 10,000 U/mg พบวาน้ําหนกัแหงของเจละตินที่ไดกลับคืนมามรูีปแบบเหมือนกับที่
ความเขมขนของเอนไซม 200 U/mg คือ สามารถแบงกลุมของน้ําหนักเจละตินไดเปน 3 กลุมตาม
อุณหภูมิที่ใชในการสกัด และจะมีคาเพิม่ขึ้นเมื่อความเขมขนของเอนไซม และเวลาที่ใชในการสกัด
เพิ่มขึ้นเชนเดยีวกัน (รูปที่ 4.10 และ 4.11) สวนในชุดการทดลองควบคุมที่ไมไดเติมเอนไซมในการสกัด
นั้นผลที่ไดมีรูปแบบเหมือนกับการสกัดทีม่ีการใชเอนไซม แตน้ําหนักของเจละตินที่ไดมีคานอยกวา 
(รูปที่ 4.12) ซ่ึงเจละตินผงที่ไดจากการสกัดนี้อาจมีสารอื่นปนอยู เชน ไขมัน จงึไดทําการทดลองหา
ปริมาณโปรตีนที่ได โดยวิธี Lowery’s เพื่อเปนการยนืยนัผลที่ไดอีกครั้ง 
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รูปที่ 4.9  น้ําหนักแหงของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 200 U/mg ที่เวลา 
 อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.5 ในภาคผนวก จ)  
 

 
 
รูปที่ 4.10  น้ําหนักแหงของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 5,000 U/mg ที่
 เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.6 ในภาคผนวก จ) 
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รูปที่ 4.11  น้ําหนักแหงของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 10,000 U/mg ที่
 เวลาอุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.7 ในภาคผนวก จ) 
 

 
รูปที่ 4.12  น้ําหนักแหงของเจละตินที่ไดจากการสกัดโดยไมใชเอนไซม ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ  
 (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.8 ในภาคผนวก จ)  
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 4.3.2.2  ผลของปริมาณโปรตีนของเจละตินหลังจากการทําแหงโดยใชตูอบสุญญากาศในการ
อบแหงที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา16-18 ชม.   
 
   จากการทดลองหาปริมาณโปรตีนดวยวิธี Lowry’s ผลของการเปรียบเทียบปริมาณ
โปรตีนของเจละตินที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ ที่ความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการสกัดเจละติน
เทากับ 200 U/mg พบวาปริมาณโปรตีนจะมีคาเพ่ิมมากขึ้น เมื่อเวลาที่ใชในการสกัดเพิ่มขึ้น และมี
อุณหภูมิในการสกัดเพิ่มสูงขึ้นเชนเดียวกัน (รูปที่ 4.13)  สวนคาของ pH ที่เหมาะสมในการทดลองที่ทํา
ใหปริมาณโปรตีนที่ไดกลับคืนมามีคาสูงอยูในชวง pH 8.0- 9.5 ซ่ึงเปนคา pH ที่อยูในชวงที่เหมาะสม
ตอการทํางานของเอนไซม และเมื่อทําการเปรียบเทียบคาของ pH ที่ใชในการทดลองที่เวลาและอุณหภมูิ
เดียวกันจะเห็นไดอยางชัดเจนวา ที่ pH 11.0 มีปริมาณของโปรตีนที่ไดกลับคืนมานอยที่สุด และคาดวา
ปริมาณโปรตีนที่ไดกลับคืนมานี้เปนผลเนื่องมาจากอุณหภูมิและสภาวะที่เปนดางเพราะที่ pH 11.0 นี้
เอนไซมมีแอคติวิตีลดลงมามากเกินกวาครึ่งหนึ่งแลว และเมื่อเพิ่มความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการ
ทดลองเปน 5,000 U/mg และ 10,000 U/mg พบวาปริมาณโปรตีนของเจละตินที่ไดกลับคืนมามีรูปแบบ
เหมือนกับที่ความเขมขนของเอนไซม 200 U/mg คือปริมาณโปรตีนจะมีคาเพิ่มขึ้นเมื่อความเขมขนของ
เอนไซม อุณหภูมิ และเวลาที่ใชในการสกัดเพิ่มขึ้น (รูปที่ 4.14 และ 4.15) โดยปริมาณโปรตีนที่ได
กลับคืนมาที่มีคามากที่สุดนั้นมีคาประมาณ 93 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลาที่ใชในการ
สกัดเทากับ 180 นาที pH เทากับ 9.5  ที่ความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการสกัดคือ 10,000 U/mg (รูป
ท่ี 4.15) สวนในชุดการทดลองควบคุมที่ไมไดเติมเอนไซมในการสกัดนั้นผลที่ไดมีรูปแบบเหมือนกับ
การสกัดที่มีการใชเอนไซม แตปริมาณโปรตีนของเจละตินที่ไดมีคานอยกวา (รูปที่ 4.16) และจากการ
เปรียบเทียบปริมาณเจละตินในรูปของน้ําหนักแหงกับปริมาณโปรตีนที่ไดกลับคืนมา พบวาปริมาณ
โปรตีนจะมีคาแปรผันตามกับน้ําหนักของตัวอยางเจละตินที่ได (รูปที่ 4.17) โดยเสนกราฟมีแนวโนมที่
เพิ่มขึ้นเหมือนกัน แตปริมาณโปรตีนที่ไดมีคาสูงกวาและมีคาเพิ่มขึ้นเมื่อปริมาณน้ําหนักแหงของเจละ
ตินเพิ่มมากขึ้น ซ่ึงแสดงใหเห็นวาเจละตินที่ไดจะมีสารอื่นปนอยูนอยลงหรือมีความบริสุทธ์ิมากขึ้นเมื่อ
ความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการสกัดเพิ่มขึ้น ดังแสดงในรูปที่ 4.17 (ตัวอยางการคํานวณปริมาณ
โปรตีนของเจละตินที่ไดกลับคืนมาเปนเปอรเซ็นตแสดงในภาคผนวก ก) 
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รูปที่ 4.13  ปริมาณโปรตีนของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 200 U/mg 
 ที่เวลา อุณหภมูิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.9 ในภาคผนวก จ) 
  
   

 
 
รูปที่ 4.14  ปริมาณโปรตีนของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 5,000 U/mg 
 ที่เวลาอุณหภมูิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.10 ในภาคผนวก จ)  
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รูปที่ 4.15  ปริมาณโปรตีนของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 10,000 
 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.11 ในภาคผนวก จ)  
 

 
 
รูปที่ 4.16  ปริมาณโปรตีนของเจละตินที่ไดจากการสกัดโดยไมใชเอนไซม ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH 
 ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.12 ในภาคผนวก จ)  
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รูปที่ 4.17  น้ําหนกัแหงและปริมาณโปรตีนของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนตาง ๆ ของ
 เอนไซม ที่เวลา 180 นาที อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.22 

 ในภาคผนวก จ) 
 
 4.4 ศึกษาสมบัติทางกายภาพและเคมีของเจละติน 
 
  ในการศึกษาสมบัติทางกายภาพของเจละตินนั้น สมบัติที่สําคัญประการแรกที่จะใช
ในการแบงระดับของเจละตินคือ คาความแข็งแรงของเจล รองลงมาคือ ความหนืด ดังนั้นในการทดลอง
จึงไดทํ าการศึกษาสมบัติของสองขอนี้ เปนหลัก  แลวนําผลที่ ไดมาทําการประมวลผลดวย 
โปรมแกรม SPSS วิเคราะหขอมูล โดยการวิเคราะหคาความแปรปรวน (Analysis of Variance) เพื่อหา
ความมีนัยสําคัญทางสถิติของแตละปจจัย และระหวางปจจัยของสภาวะที่ใชในการสกัดกับสมบัติทาง
กายภาพที่สําคัญของเจละติน โดยใช Duncan's New Multiple Range Test และหาสมการความสัมพันธ
ระหวางสภาวะที่ใชสกัดกับสมบัติที่สําคัญของเจละตินที่ได เพื่อทํานายคาความแข็งแรงของเจลและ
ความหนืดที่ไดจากการทดลองสกัดที่สภาวะตาง ๆ โดยใช Multiple Regression 
 
 4.4.1 ผลของความแข็งแรงของเจล หรือ คาความแข็งแรงของเจล (Gel Strength) 
 
  จากการเปรียบเทียบผลการทดลองวัดคาความแข็งแรงของเจล เพื่อหาคาความสัมพันธ
ระหวาง เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ ที่ความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการสกัดเจละตินเทากับ 200 
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U/mg พบวาคาความแข็งแรงของเจลจะเพิ่มขึ้นเมื่อเวลาและอุณหภูมิที่ใชในการทดลองเพิ่มขึ้น (รูปที่ 
4.18 ) และจากผลการทดลองพบวา คาความแข็งแรงของเจลที่ไดยังแบงเปนสองชวงตามอุณหภูมิที่ใช
ในการสกัดคือ 40-50 องศาเซลเซียส จะมีคาความแข็งแรงของเจล นอยกวา 60 g Bloom และที่อุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส จะมีคาความแข็งแรงของเจลอยูในชวง 16-160 g Bloom ซ่ึงที่อุณหภูมิที่ 60 องศา
เซลเซียส นี้เปนอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมและทําใหไดเจละตินที่มีความแข็งแรง
ของเจลสูงที่สุดดวย เมื่อพิจารณาถึงคาของ pH ที่เหมาะสมในการทดลองที่ทําใหความแข็งแรงของ 
เจลของเจละตินมีคาสูงอยูในชวง pH 8.0- 9.5 ซ่ึงเปนคา pH ที่อยูในชวงที่เหมาะสมตอการทํางานของ
เอนไซม และเมื่อทําการเปรียบเทียบคาของ pH ที่ใชในการทดลองที่เวลาและอุณหภูมิเดียวกันจะเห็นได
วา ที่ pH 11.0 คาความแข็งแรงของเจลมีแนวโนมที่เพิ่มขึ้นและมีคาสูงกวาการสกัดที่ pH 8.0 และ 9.5 ที่
ความเขมขนของเอนไซม 5,000และ 10,000 U/mg คาดวาเปนผลเนื่องมาจากอุณหภูมิและสภาวะที่เปน
ดางเพราะที่ pH 11.0 นี้เอนไซมมีการทํางานลดลงมามากเกินกวาครึ่งหนึ่งแลว สายโพลีเปบไทดที่ถูกตัด
ใหส้ันลงจึงยังมีความยาวพอที่จะเกิดเจลที่มีความแข็งแรงได ดังนั้นเจละตินจึงยังคงมีคาความแข็งแรง
ของเจลที่สูงอยู และเมื่อเวลาเพิ่มขึ้นปริมาณของคอลลาเจนที่ถูกยอยเปนเจละตินก็มีเพิ่มขึ้นจึงทําใหได 
เจละตินที่มีความแข็งแรงของเจลเพิ่มขึ้น โดยคาความแข็งแรงของเจลที่ไดจะมีคาสูงสุดเมื่อใชความ
เขมขนของเอนไซม 200 U/mg ที่เวลา 180 นาที อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส pH 8.0 มีคาความแข็งแรง
ของเจลเทากับ 160 g Bloom เมื่อพิจารณาที่เวลาที่ใชในการทดลองเดียวกัน และเมื่อเพิ่มความเขมขน
ของเอนไซมที่ใชในการทดลองเปน 5,000 U/mg และ 10,000 U/mg (รูปที่ 4.19 และ 4.20) พบวาความ
แข็งแรงของเจลของเจละตินที่ไดกลับคืนมามีรูปแบบเหมือนกับที่ความเขมขนของเอนไซม 200 U/mg 
และความแข็งแรงของเจลจะมีคาลดลงเมื่อความเขมขนของเอนไซมเพิ่มขึ้น (รูปที่ 4.26) นอกจากนี้ที่
อุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส pH 8-9.5 ความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการทดลองเปน 5,000 U/mg 
และ 10,000 U/mg พบวา ความแข็งแรงของเจลมีแนวโนมท่ีลดต่ําลงเมื่อเวลาเพิ่มขึ้น เนื่องจากที่ความ
เขมขนของเอนไซมสูง ๆ เอนไซมมีปริมาณมากพอที่ยอยสายโพลิเพพไทดของเจละตินใหส้ันลงมาก แต
ยังสามารถเกิดเจลได ทําใหคาความแข็งแรงของเจลที่วัดไดมีคาต่ํา และเมื่อเวลาที่ใชในการสกัดเพิ่มขึ้น
สายของโพลีเพพไทดยิ่งสั้นลงจนเปนโปรตีนชิ้นเล็ก ๆ  (fragments) ท่ีไมสามารถเกิดเจลได เนื่องจาก
พันธะเพพไทดของเจละตินถูกตัดหรือยอยใหส้ันลงในกระบวนการสกัด (Linus G. Fonkwe, 1997) 
สวนในชุดการทดลองควบคุมที่ไมไดเติมเอนไซมในการสกัดนั้น (รูปที่ 4.21) ผลที่ไดมีรูปแบบ
เหมือนกับการสกัดที่มีการใชเอนไซมที่ความเขมขนเทากับ 200 U/mg แตผลที่ไดมีคานอยกวา และเปน
ผลเนื่องมาจากอุณหภูมิและสภาวะที่เปนดางในการสกัด  
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รูปที่ 4.18  คาความแข็งแรงของเจล ของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 200 
 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.13 ในภาคผนวก จ)  
 

 
รูปที่ 4.19  คาความแข็งแรงของเจลของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 
 5,000 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.14 ใน
 ภาคผนวก จ)  
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รูปที่ 4.20  คาความแข็งแรงของเจลของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 
 10,000 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.15 ใน
 ภาคผนวก จ) 
 

 
 
รูปที่ 4.21  คาความแข็งแรงของเจลของเจละตินที่ไดจากการสกัดโดยไมใชเอนไซม ที่เวลา อุณหภูมิ 
 และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.16 ในภาคผนวก จ)  
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 4.4.2 ผลของคาความหนืด (Viscosity) 
 
  จากผลการทดลองวัดคาความหนืดของเจล เพื่อหาคาความสัมพันธระหวาง เวลา 
อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ ที่ความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการสกัดเจละตินเทากับ 200 U/mg พบวา 
ความหนืดของเจลมีความสัมพันธแบบแปรผันตามกับคาความแข็งแรงของเจล (รูปที่ 4.26) คือเมื่อความ
แข็งแรงของเจลลดลง ความหนืดของเจลจะลดลงดวย และเมื่อพิจารณาถึงผลของเวลาและอุณหภูมิที่ใช
ในการทดลองพบวา คาความหนืดของเจลจะเพิ่มขึ้นเมื่อเวลาอุณหภูมิที่ใชในการทดลองเพิ่มขึ้น
เชนเดียวกับความแข็งแรงของเจล และจากผลการทดลองพบวา คาความหนืดของเจลที่ไดยังแบงเปน
สามกลุมตามอุณหภูมิที่ใชในการสกัดคือ 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส เมื่อพิจารณาที่เวลาที่ใชในการ
ทดลองเดียวกัน โดยในชวงแรกที่อุณหภูมิเทากับ 40 องศาเซลเซียส จะมีคาความหนืดอยูในชวง 1.63-
2.14 cP ที่อุณหภูมิเทากับ 50 องศาเซลเซียส จะมีคาความหนืดอยูในชวง 1.73-2.58 cP และที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส จะมีคาความหนืดอยูในชวง 1.99-3.07 cP ซ่ึงที่อุณหภูมิที่ 60 องศาเซลเซียส นี้เปน
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมและทําใหไดเจละตินที่มีความหนืดสูงที่สุดดวย เมื่อ
พิจารณาถึงผลของคา pH ที่เหมาะสมในการทดลองที่ทําใหความหนืดของเจลของเจละตินมีคาสูงคือ pH 
9.5 ซ่ึงเปนคา pH ที่อยูในชวงที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม และเมื่อทําการเปรียบเทียบคาของ 
pH ที่ใชในการทดลองที่เวลาและอุณหภูมิเดียวกันจะเห็นไดวา ที่ pH 11.0 คาความแข็งแรงของเจลมี
แนวโนมที่เพิ่มขึ้นและมีคาสูงกวาการสกัดที่ pH 8.0 และ 9.5 คาดวาเปนผลเนื่องมาจากอุณหภูมิและ
สภาวะที่เปนดางเชนเดียวกับที่กลาวไปแลวในการวิเคราะหความแข็งแรงของเจล โดยคาความหนืดที่วัด
ไดสูงสุด คือ ที่ความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการสกัดเจละตินเทากับ 200 U/mg ที่เวลา 180 นาที 
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส pH 11.0 ความหนืดของเจลมีคาเทากับ 3.07 cP (รูปที่ 4.22) และเมื่อเพิ่ม
ความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการทดลองเปน 5,000 U/mg และ 10,000 U/mg (รูปที่ 4.23 และ 4.24) 
พบวาความหนืดของเจลของเจละตินที่ไดกลับคนืมามีรูปแบบเหมือนกับที่ความเขมขนของเอนไซม 200 
U/mg และความหนืดของเจลมีแนวโนมที่จะลดลงเมื่อความเขมขนของเอนไซมเพิ่มขึ้น (รูปที่ 4.26) 
สวนในชุดการทดลองควบคุมที่ไมไดเติมเอนไซมในการสกัดนั้นผลที่ไดมีรูปแบบเหมือนกับการสกัดที่
มีการใชเอนไซม และคาความหนืดของเจลที่ไดมีใกลเคียงกับเมื่อใชความเขมขนของเอนไซม 200 
U/mg (รูปที่ 4.25) และเปนผลเนื่องมาจากอุณหภูมิและสภาวะที่เปนดางในการสกัด นอกจากนี้คาความ
หนืดของเจละตินจะสูงขึ้นเมื่อความเขมขนของสารละลายเจละตินเพิ่มขึ้น (Israelachvili, 1985)  
  จากผลของคาความแข็งแรงของเจลและความหนืดซึ่งเปนสมบัติที่สําคัญที่ใชในการ
แบงระดับของเจละตินเพื่อนํามาใชในงานอุตสาหกรรมตาง ๆ พบวาเจละตินที่ไดจากการทดลองนี้มี
ความเหมาะสมที่จะนํามาใชในอุตสาหกรรมอาหาร ไดแก การผลิตไวน เบียร น้ําผลไม ลูกกวาด วาฟ
เฟล อุตสาหกรรมยา ไดแก การผลิตแคปซูลชนิดออน และการผลิตยาเม็ด ซ่ึงจะใชเจละตินที่มีคาความ
แข็งแรงของเจลในชวง 50-200 g Bloom และความหนืดในชวง 1.7-4.5 cP. 



 57

 
 
รูปที่ 4.22  ความหนืดของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 200 U/mg ที่เวลา 
 อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.17 ในภาคผนวก จ)   
 

 
 
รูปที่ 4.23  ความหนืดของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 5,000 U/mg ที่
 เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.18 ในภาคผนวก จ)   
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รูปที่ 4.24  ความหนืด ของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 10,000 U/mg ที่
 เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.19 ในภาคผนวก จ)  
 
    

 
 
รูปที่ 4.25  ความหนดืของเจละตินที่ไดจากการสกัดโดยไมใชเอนไซม ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ 
 (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.20 ในภาคผนวก จ)  
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รูปที่ 4.26  คาความแข็งแรงแรงเจลและความหนดืเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนตาง ๆ ของ
 เอนไซม ที่เวลา 180 นาที อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส(ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.22 

 ในภาคผนวก จ) 
 
 4.4.3  ศึกษาสมบัติการละลายของเจละติน 
 
  จากการศึกษาสมบัติการละลายของเจละตินพบวา เมื่อนําเจละตินมาละลายน้ํา เจละติน
สามารถละลายไดในน้ํารอนที่มีอุณหภูมิสูงกวา 40 องศาเซลเซียส ไมสามารถละลายไดในน้ําเย็น แตจะ
เกิดการพองตัว ออนนุม และสามารถอุมน้ําได และไมสามารถละลายไดใน อีเทอร คลอโรฟอรม และ 
95 % เอทานอล การละลายของเจละตินนั้นเปนผลมาจากองคประกอบของกรดอะมิโนในเจละตินที่มีขั้ว 
ไดแก กรดอะมิโนที่เปนกรด (acidic amino acid) คือ กรดแอสพาติค (aspartic acid), กรดกลูตามิค 
(glutamic acid), ไทโรซีน (tyrosine) และ ซิสเตอีน (cysteine) กรดอะมิโนที่เปนเบส (basic amino acid) 
ไดแก อารจินีน (arginine), ฮิสทีดีน (histidine) และ ไลซีน (lysine) กรดอะมิโนที่มีหมูไฮดรอกซิล 
(hydroxylated amino acid) ไดแก ไฮดรอกซีไลซีน (hydroxylysine) และ ไฮดรอกซีโพรลีน 
(hydroxyproline) ซ่ึงจะทําใหเจละตินสามารถละลายไดในตัวทําละลายที่มีขั้ว (Aristippos Gennadios, 
2002) 
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 4.4.4  ศึกษาถึงคาความเปนกรด-ดาง ( pH) ของสารละลายเจละตินที่ไดจากการสกัดที่สภาวะ
ตาง ๆ ที่ใชในการทดลอง 
 
  ศึกษาคา pH ของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่สภาวะตาง ๆ ที่ใชในการทดลองในขอ 
4.3.2 โดยใชสารละลายเจละตินเขมขน 1 % โดยน้ําหนัก อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส มาวัดคาความเปน
กรด-ดาง พบวาจากผลการทดลองทําใหสามารถแบงคา pH ของตัวอยางสารละลายเจละตินไดออกเปน 
2 ชวง คือ ชวงแรกมีคา pH อยูในชวง 9.0-9.8 เปนเจละตินที่ไดจากการสกัดโดยใชคา pH ของบัพเฟอร
ขณะสกัดเทากับ pH 11.0 และชวงที่ 2 pH อยูในชวง 8.0-9.0 เปนเจละตินที่ไดจากการสกัดโดยใชคา pH 
ของบัพเฟอรขณะสกัดเทากบั pH 8.0 และ 9.5 โดยคาของ pH ของสารละลายเจละตินไมขึ้นกับ ความ
เขมขนของเอนไซม อุณหภูมิ และเวลาที่ใชในการสกัด (ผลการทดลองแสดงไดดังรูปที่ 4.27-4.30) และ
จากการพิจารณาพบวาคา pH ของสารละลายเจละตินที่ไดจะมีคาต่ํากวาคาของ pH ที่ใชในการสกัด
ประมาณ 0.5-1.0 

 
รูปที่ 4.27  คาความเปนกรด-ดางของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 200 
 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.23 ในภาคผนวก จ)  
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รูปที่ 4.28  คาความเปนกรด-ดางของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 5,000 
 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.24 ในภาคผนวก จ)  

 
 
รูปที่ 4.29  คาความเปนกรด-ดางของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 10,000 
 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.25 ในภาคผนวก จ)  
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รูปที่ 4.30  คาความเปนกรด-ดางของเจละตินที่ไดจากการสกัดโดยไมใชเอนไซม ที่เวลา อุณหภูมิ และ 
 pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.26 ในภาคผนวก จ) 
  
 4.4.5  ศึกษาถึงสีของเจละตินทีไ่ดจากการสกัดที่สภาวะตาง ๆ ทีใ่ชในการทดลอง 
 
   ผลของสีของเจละตินหลังจากการทําแหงโดยใชตูอบสุญญากาศ (Vacuum drying 
oven) ในการอบแหงที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา16-18 ชม. จากการนําเจละตินที่ไดไปทําการ
วัดคาของสีโดยใช เครื่องวัดสี (Spectrocolorimeter) โดยใชระบบสี L a b แลวนําผลที่มาคํานวณคา
เดลตาอี (∆E) เพื่อดูแนวโนมของสีของเจละตินที่ทําการสกัดที่สภาวะตาง ๆ โดยใชเจละตินที่มีความ
บริสุทธิ์สูงเปนตัวเปรียบเทียบมาตรฐานในการทดลอง 
  จากผลการทดลองพบวา คาเดลตาอีที่ไดมีแนวโนวเพิ่มสูงขึ้นเมื่อเวลาที่ใชในการสกัด
เพิ่มขึ้น โดยไมขึ้นกับความเขมขนของเอนไซม อุณหภูมิ และ คา pH ที่ใชในการสกัด (รูปที่ 4.31-4.34)
แสดงใหเห็นวาสีของเจละตินที่ไดจากการสกัดจะขึ้นอยูกับเวลาที่ใช โดยสีของเจละตินจะเขมขึ้นเมื่อ
เวลาที่ใชในการสกัดนานขึ้น เนื่องมาจากมีการปนเปอนของสารโปรตีนอ่ืนที่ออกมาจากเศษหนังเพิ่ม
มากขึ้น นอกจากนี้ความโปรงใสของเจละตินที่ไดก็ลดลงเชนเดียวกันเมื่อเวลาที่ใชในการสกัดเพิ่มขึ้น 
(Rainville et al., 2000) และจากการทดลองพบวาสมบัติของเจละตินไมขึ้นอยูกับสีของเจละติน (Mrak 
และ Stewart, 1957 และ Kirk -Othmer, 1966,1978) 
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รูปที่ 4.31  คาสีของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 200 U/mg ที่เวลา 
 อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.27 ในภาคผนวก จ)  
  

 
รูปที่ 4.32  คาสีของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 5,000 U/mg ที่เวลา 
 อุณหภูมิและ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.28 ในภาคผนวก จ)  
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รูปที่ 4.33  คาสีของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 10,000 U/mg ที่เวลา 
 อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.29 ในภาคผนวก จ)  
 

 
 
รูปที่ 4.34  คาสีของเจละตินที่ไดจากการสกัดโดยไมใชเอนไซม ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ  
 (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.30 ในภาคผนวก จ) 
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 4.4.6 ศึกษาปริมาณ สารหนู  ตะกั่ว  โลหะหนัก  และ  ซัลเฟอรไดออกไซด ในเจละตินที่
สกัดได 
 
  จากการวัดปริมาณธาตุในตัวอยางเจละตินและหนังเปยกที่นํามาใชเปนวัตถุดิบในการ
สกัดเจละติน โดยใช ICP atomic emission spectrometry ซ่ึงสามารถวัดปริมาณธาตุไดถึงระดับ ppm 
โดยทําการสุมตัวอยางเจละตินที่ไดจากการสกัดแลวสงตัวอยางวิเคราะหเพื่อหาปริมาณธาตุ ไดแก สาร
หนู ทองแดง สังกะสี ตะกั่ว และ ซัลเฟอร พบวา ปริมาณธาตุที่พบในเจละติน และตัวอยางหนังเปยกมี
ปริมาณนอยกวาที่มาตรฐานอุตสาหกรรมเจละตินที่กําหนดไว (ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 4. 2)  
และจากผลการทดลองจะพบวาปริมาณธาตุในเจละตินมีคาเพิ่มขึ้นเล็กนอยจากเดิมที่อยูในตัวอยางหนัง
เปยก ซ่ึงมีความเปนไปไดวาอาจเกิดจากการปนเปอนในขั้นตอนการสกัด การอบแหง และการเก็บรักษา 
 
ตารางที่ 4.2  แสดงปริมาณธาตุที่พบในเจละตินที่สกัดไดเปรียบเทียบกับมาตราฐานอุตสาหกรรม (มอก.) 
 

ปริมาณธาตุ (มิลลิกรัมตอกิโลกรัม)∗  
ตัวอยาง สารหนู 

( As ) 
ทองแดง 

( Cu) 
สังกะสี 
( Zn ) 

ตะกัว่ 
( Pb ) 

ซัลเฟอร 
( S ) 

มอก. 
หนังเปยกเริ่มตน 
pH 9.5, no enz, 60oC, 140 min 
pH 9.5, 200 U/mg, 40oC, 140 min  
pH 9.5, 10,000 U/mg, 60oC, 140 min 

1 
<0.05 
<0.05 
<0.05 
<0.05 

30 
0.008 
0.016 
0.011 
0.010 

100 
0.499 
0.460 
0.813 
0.345 

5 
<0.04 
<0.04 
<0.04 
<0.04 

40 
11.33 
15.34 
12.73 
18.47 

∗ คาเฉลี่ยจากการวัด 3 คร้ัง 
 
 4.4.7  ศึกษาปริมาณความชื้น (Moisture content) 
 
  จากผลการทดลองในตารางที่ 4. 3 ไดทําการสุมตัวอยางเจละตินที่ไดจากการสกัด และ
มีอายุในการเก็บรักษา 1 ป ที่อุณหภูมิหองโดยไมไดควบคุมความชื้น มาทําการวัดหาปริมาณความชื้น 
พบวาปริมาณความชื้นที่วัดไดจากตัวอยางเจละตินมีคาประมาณ 17-19 เปอรเซ็นต ซ่ึงมีคามากกวาที่
มาตรฐานอุตสาหกรรมเจละตินกําหนดไวเล็กนอย คือ 16 เปอรเซ็นตสําหรับอุตสาหกรรมอาหารและยา 
ซ่ึงคาความชื้นในเจละตินจะมากหรือนอยนั้นขึ้นอยูกับวิธีการเก็บรักษาและอายุของเจละติน 
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ตารางที่ 4.3   ปริมาณความชื้นที่พบในตัวอยางหนังเปยก และ เจละติน 
 

ตัวอยาง∗ ความชื้น∗∗ (เปอรเซ็นต) 
มอก. 
เจละติน no enzyme, 60 oC, 180 min, pH 9.5 
เจละติน [enz.] 5,000 U/mg, 60 oC, 180 min, pH 8.0 
เจละติน [enz.] 5,000 U/mg, 60 oC, 180 min, pH 9.5 
เจละติน [enz.] 5,000 U/mg, 60 oC, 180 min, pH 11.0 

16.00 
19.14  
17.66  
17.31  
19.70  

∗ ตัวอยางเจละตินที่ใชทดลองมีอายุการเก็บ 1 ป ที่อุณหภูมิหอง 
∗∗ คาเฉลี่ยจากการวดั 2 คร้ัง 
 
 4.4.8  ศึกษาปริมาณเถา (Ash Content) 
 
  จากผลการทดลองในตารางที่ 4. 4 ไดทําการสุมตัวอยางเจละตินที่ไดจากการสกัด และ
มีอายุในการเก็บรักษา 1 ป ที่อุณหภูมิหองโดยไมไดควบคุมความชื้น มาทําการวัดหาปริมาณเถาพบวา
ปริมาณเถาที่วัดไดจากตัวอยางเจละตินมีคาประมาณ 27-30 เปอรเซ็นต ซ่ึงมีเกินกวาที่มาตรฐาน
อุตสาหกรรมเจละตินกําหนดไวมากคือ 0.18 เปอรเซ็นต สําหรับอุตสาหกรรมอาหารและยา ที่เปนเชนนี้
อาจเนื่องมาจากความไมบริสุทธิ์ของตัวอยางเจละติน ซ่ึงถาตัวอยางเจละตินเหลานี้ไปผานการทําบรสุิทธิ์
บางสวนแลวคาดวาปริมาณของเถาจะมีคาลดลง ดังจะเห็นไดจากปริมาณเถาของเจละตินมาตราฐานที่มี
ความบริสุทธิ์สูงที่ใชเปนตัวเปรียบเทียบ (ผลการทดลองแสดงในภาคผนวก ก) มีปริมาณเถาเพียง 0.22 
เปอรเซ็นต  
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ตารางที่ 4.4   ปริมาณเถาที่พบในตัวอยางหนังเปยก และ เจละติน 
 

ตัวอยาง∗ เถา∗∗ (เปอรเซ็นต) 
มอก. 
เจละตินมาตรฐานที่มีความบริสุทธิ์สูง 
เจละติน no enzyme, 60 oC, 180 min, pH 9.5 
เจละติน [enz.] 5,000 U/mg, 60 oC, 180 min, pH 8.0 
เจละติน [enz.] 5,000 U/mg, 60 oC, 180 min, pH 9.5 
เจละติน [enz.] 5,000 U/mg, 60 oC, 180 min, pH 11.0 

0.18 
0.22 

30.11  
27.44  
27.40  
28.09 

∗ ตัวอยางเจละตินที่ใชทดลองมีอายุการเก็บ 1 ป ที่อุณหภูมิหอง 
∗∗ คาเฉลี่ยจากการวดั 2 คร้ัง 
 
 4.4.9  ศึกษาไขมัน (%Fat)  
 
  เมื่อทําการสุมตัวอยางเจละตินที่ไดจากการสกัดดวยเอนไซม Savinase 12T ที่มีอายุใน
การเก็บรักษาเปนเวลา 1 ป ที่อุณหภูมิหองโดยไมไดควบคุมความชื้น มาทําการวิเคราะหปริมาณไขมัน 
โดยใช วิธี Soxhlet เปนเวลา 10 ชั่วโมง พบวาปริมาณไขมันที่วัดไดจากตัวอยางเจละตินมีคาอยูในชวง 
0.13-0.99 เปอรเซ็นต (ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 4. 5) เมื่อพิจารณาถึงผลของความเขมขนของเน
ไซมพบวาปริมาณของไขมันจะลดลงเมื่อความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการสกัดเพิ่มขึ้น ที่อุณหภูมิ 
และเวลาเดียวกันที่ใชในการสกัด และเมื่อพิจารณาถึงผลของคา pH ที่ใชในการสกัดที่ความเขมขนของ
เอนไซมเทากัน พบวาคาของ pH ที่ทําใหเจละตินมีปริมาณไขมันเหลืออยูนอยที่สุดคือท่ี pH 9.5 ซ่ึงเปน
คา pH ที่เหมาะตอการทํางานของเอนไซม สาเหตุที่เปนเชนนี้เนื่องมาจากเมื่อความเขมขนของเอนไซมที่
ใชเพิ่มขึ้น และมีคา pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม ๆ จึงมีประสิทธิภาพมากพอที่จะเขาไป
ยอยสายของโพลีเพพไทดใหส้ันลง จึงมีปริมาณของไขมันที่อยูในหรือติดกับโมเลกุลของโปรตีนใน
หนังเปยกหลุดออกมาไดมากขึ้น ดังนั้นเจละตินที่ไดจึงมีปริมาณของไขมันลดลงเมื่อความเขมขนของ
เอนไซมที่ใชในการสกัดเพิ่มขึ้น ซ่ึงผลการทดลองนี้มีความสอดคลองกับผลของการวิเคราะหปริมาณ
โปรตีนในหัวขอ 4.3.2.2 รูปที่ 4.17 กลาวคือปริมาณโปรตีนที่ไดจะมีคาสูงกวาปริมาณน้ําหนักแหงของ
เจละตินและมีคาเพิ่มขึ้นเมื่อความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการสกัดเพิ่มมากขึ้น ซ่ึงแสดงใหเห็นวาเจ
ละตินที่ไดจะมีสารอ่ืนปนอยูนอยลง (เชน ไขมัน) หรือมีความบริสุทธิ์มากขึ้นเมื่อความเขมขนของ
เอนไซมที่ใชในการสกัดเพิ่มขึ้น และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณของไขมันที่วิเคราะหไดจากเจละติน
มาตรฐานที่มีความบริสุทธิ์สูงที่นํามาใชในอุตสาหกรรมยากับเจละตินที่ไดจากการสกัดในการทดลองนี้
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พบวาเจละตินที่ไดจากการสกัดในการทดลองมีปริมาณของไขมันที่นอยกวาอยางเห็นไดชัด ทั้งนี้
ปริมาณไขมันในเจละตินจะขึ้นอยูกับวัตถุดิบที่นําใชในการสกัด วิธีการและกระบวนการที่ใชในการ
สกัดเปนสําคัญ 
 
ตารางที่ 4.5   ปริมาณไขมันที่พบในเจละตินที่สกัดได 
 

ตัวอยาง ไขมัน∗(เปอรเซ็นต) 
เจละตินมาตรฐานที่มีความบริสุทธิ์สูง 
เจละติน no enzyme, 60 oC, 180 min, pH 9.5 
เจละติน [enz.] 200 U/mg, 60 oC, 180 min, pH 9.5 
เจละติน [enz.] 5,000 U/mg, 60 oC, 180 min, pH 8.0 
เจละติน [enz.] 5,000 U/mg, 60 oC, 180 min, pH 11.0 
เจละติน [enz.] 5,000 U/mg, 60 oC, 180 min, pH 9.5 
เจละติน [enz.] 10,000 U/mg, 60 oC, 180 min, pH 9.5 

1.54 
0.99 
0.69  
0.40  
0.20  
0.16  
0.13 

∗ คาเฉลี่ยจากการวัด 2 คร้ัง 
 
 4.4.10  ศึกษาการตรวจสอบปริมาณจุลินทรียทั้งหมด  
 
  จากผลการทดลองในตารางที่ 4. 6 ไดทําการสุมตัวอยางเจละตินที่ไดจากการสกัดแลว
วิ เคราะหเพื่อตรวจสอบจํานวนจุลินทรียที่พบในเจละตินที่สกัดได เปรียบเทียบกับมาตราฐาน
อุตสาหกรรม  พบวา  จํานวนจุลินทรียทั้งหมดที่พบในเจละติน  มีปริมาณนอยกวาที่มาตรฐาน
อุตสาหกรรมเจละตินที่กําหนดไว หลังจากมีอายุในการเก็บรักษา 6 เดือน ที่อุณหภูมิหองโดยไมได
ควบคุมความชื้น และจากการตรวจสอบพบวาจุลินทรียทั้งหมดเปนแบคทีเรียแกรมลบทั้งหมด ซ่ึงการ
ปนเปอนของจุนทรียนี้คาดวานาจะมาจากการวิธีการเก็บรักษาตัวอยางของเจละติน เพราะในขั้นตอน
การสกัดไดมีการผานการฆาเชื้อมาระดับหนึ่งแลวที่อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ใน
ขั้นตอนของการหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม และการอบแหงตัวอยางเจละตินที่อุณภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง 
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ตารางที่ 4.6   จํานวนจุลินทรียที่พบในเจละตินที่สกัดไดเปรียบเทียบกับมาตราฐานอุตสาหกรรม 
 (มอก.) 
 

ตัวอยาง จํานวนจุลินทรียทั้งหมด∗ 
( โคโลนีตอกรัม ) 

มอก.  
เจละติน no enzyme, 40 oC,40 min, pH 11.0 
เจละติน no enzyme, 40 oC,160 min, pH 11.0 
เจละติน [enz.] 5,000 U/mg, 60 oC,180 min, pH 9.5 
เจละติน [enz.] 10,000 U/mg, 50 oC, 140 min, pH 8.0 

10 3 
17 
15 
21 
19 

∗ คาเฉลี่ยจากการวัด 3 คร้ัง 
 
4.5 การวิเคราะหผลการทดลองทางสถิติ 
 
 4.5.1 ผลของความเขมขนของเอนไซม อุณหภูมิ เวลา และคาความเปนกรด-ดางที่ใชในการ
สกัดตอสมบัติที่สําคัญของเจละติน (คาความแข็งแรงของเจลและความหนืด) 
 
 ผลของการวิเคราะหขอมูลโดยการวิเคราะหคาความแปรปรวน (Analysis of Variance) โดยใช 
SPSS.13 เพื่อหานัยสําคัญทางสถิติของแตละปจจัย และระหวางปจจัยของสภาวะที่ใชในการสกัดกับ
สมบัติทางกายภาพที่สําคัญของเจละติน คือ คาความแข็งแรงของเจล(ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ 
จ.13-จ.16 ในภาคผนวก จ)  และความหนืด (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.17-จ.20 ในภาคผนวก 
จ) โดยใช Duncan's New Multiple Range Test พบวา ความเขมขนของเอนไซม เวลา อุณหภูมิ pH และ 
อิทธิพลรวมระหวางปจจัยทั้งหมด มีผลตอคาความแข็งแรงของเจลที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 
(ตารางที่ 4.7) จากตารางที่ 4.8 แสดงใหเห็นวา คาเฉลี่ยของคาความแข็งแรงของเจลเพิ่มขึ้นอยางมี
นัยสําคัญ เมื่ออุณหภูมิที่ใชในการทดลองเพิ่มขึ้น ในตารางที่ 4.9 เมื่อเพิ่มความเขมขนของเอนไซมที่ใช
ในการทดลอง คาเฉลี่ยของความแข็งแรงของเจลที่ไดจะมีคาลดลงอยางมีนัยสําคัญ โดยความเขมขนของ
เอนไซมที่มีคาเฉล่ียของคาความแข็งแรงของเจลมากที่สุดคือ 200 U/mg ในตารางที่ 4.10 จะเห็นไดวา
เมื่อเพิ่มอุณหภูมิที่ใชในการทดลอง คาเฉลี่ยของคาความแข็งแรงของเจลเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ และ
จากตารางที่ 4.11 พบวาคาของ pH มีผลทําใหคาเฉลี่ยของคาความแข็งแรงของเจลแบงไดเปน 3 ชวง 
และไมมีคาเพิ่มมากขึ้นเมื่อ pH มีคาเพิ่มขึ้นที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 
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 ตารางที่ 4.7   ผลการวิเคราะหคาความแปรปรวนของคาความแข็งแรงของเจลเนื่องจาก ความเขมขน
ของเอนไซม เวลา อุณหภูมิ และ pH ในกระบวนการสกัด 
 
Dependent Variable: gel  

Source Type III Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 1056994.004(a) 323 3272.427 364.588 .000 
Intercept 1470841.176 1 1470841.176 163869.627 .000 
time 186078.529 8 23259.816 2591.427 .000 
enzyme 109841.139 3 36613.713 4079.214 .000 
temp 560498.749 2 280249.375 31223.195 .000 
pH 1115.720 2 557.860 62.152 .000 
time * enzyme 58576.223 24 2440.676 271.921 .000 
time * temp 30316.799 16 1894.800 211.104 .000 
enzyme * temp 35737.511 6 5956.252 663.599 .000 
time * enzyme * temp 14780.597 48 307.929 34.307 .000 
time * pH 3990.936 16 249.434 27.790 .000 
enzyme * pH 18459.681 6 3076.613 342.772 .000 
time * enzyme * pH 7520.247 48 156.672 17.455 .000 
temp * pH 10513.954 4 2628.488 292.846 .000 
time * temp * pH 5403.386 32 168.856 18.813 .000 
enzyme * temp * pH 5035.871 12 419.656 46.755 .000 
time * enzyme * temp * 
pH 

9124.663 96 95.049 10.590 .000 

Error 2908.120 324 8.976     
Total 2530743.300 648       
Corrected Total 1059902.124 647       

a  R Squared = .997 (Adjusted R Squared = .995) 
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ตารางที่ 4.8 คาเฉลี่ยของคาความแข็งแรงของเจลที่ชวงเวลาตาง ๆที่ใชในการสกัดเจละติน 
gel 

 Duncan  
Subset∗ time N 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 
1.00 72 18.5306         
2.00 72  28.9056        
3.00 72   36.3250       
4.00 72    42.7958      
5.00 72     48.8181     
6.00 72      53.4167    
7.00 72       59.7694   
8.00 72        65.4847  
9.00 72         74.7375 
Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
  Based on Type III Sum of Squares 
  The error term is Mean Square(Error) = 8.976. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 72.000. 
b  Alpha = .05. 
 

∗ ซับเซท (Subset) ที่แตกตางกันแสดงใหเห็นวา คานั้นมคีวามแตกตาอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความ
เชื่อมั่นรอยละ 95 
โดยที่   time 1 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 20 นาที 
 time 2 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 40 นาที 
 time 3 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 60 นาที 
 time 4 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 80 นาที 
 time 5 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 100 นาที 
 time 6 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 120 นาที 
 time 7 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 140 นาที 
 time 8 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 160 นาที 
 time 9 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 180 นาที 
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ตารางที่ 4.9แสดงคาเฉลี่ยของคาความแขง็แรงของเจลที่ความเขมขนของเอนไซมตาง ๆที่ใชในการสกัด
เจละติน 
 
 gel 
Duncan  

Subset∗ enzyme N 
1 2 3 4 

4.00 162 29.8074    
3.00 162  43.9253   
1.00 162   50.8735  
2.00 162    65.9642 
Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
  Based on Type III Sum of Squares 
  The error term is Mean Square(Error) = 8.976. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 162.000. 
b  Alpha = .05. 
 
∗ ซับเซท (Subset) ที่แตกตางกันแสดงใหเห็นวา คานั้นมคีวามแตกตาอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความ
เชื่อมั่นรอยละ 95 
โดยที่   enzyme 1 คือ ชุดการทดลองควบคุมที่ไมไดใสเอนไซม 
 enzyme 2 คือ ชุดการทดลองที่ใชความเขมขนของเอนไซม เทากับ 200 U/mg 
 enzyme 3 คือ ชุดการทดลองที่ใชความเขมขนของเอนไซม เทากับ 5,000 U/mg 
 enzyme 4 คือ ชุดการทดลองที่ใชความเขมขนของเอนไซม เทากับ 10,000 U/mg 
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ตารางที่ 4.10 คาเฉลี่ยของคาความแข็งแรงของเจลที่อุณหภูมิตาง ๆที่ใชในการสกัดเจละติน 
 
 gel 
Duncan  

Subset∗ temp N 
1 2 3 

1.00 216 13.6769   
2.00 216  43.8361  
3.00 216   85.4148 
Sig.  1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
  Based on Type III Sum of Squares 
  The error term is Mean Square(Error) = 8.976. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 216.000. 
b  Alpha = .05. 
 

∗ ซับเซท (Subset) ที่แตกตางกันแสดงใหเห็นวา คานั้นมคีวามแตกตาอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความ
เชื่อมั่นรอยละ 95 
โดยที่   temp 1 คือ อุณภูมิที่ใชในการทดลองเทากับ 40 องศาเซลเซียส 
 temp 2 คือ อุณภูมิที่ใชในการทดลองเทากับ 50 องศาเซลเซียส 
 temp 3 คือ อุณภูมิที่ใชในการทดลองเทากับ 60 องศาเซลเซียส 
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ตารางที่ 4.11 คาเฉลี่ยของคาความแข็งแรงของเจลที่ pH ตาง ๆที่ใชในการสกัดเจละติน 
 gel 
Duncan  

Subset∗ pH N 
1 2 3 

2.00 216 46.3838   
3.00 216  47.0912  
1.00 216   49.4528 
Sig.  1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
  Based on Type III Sum of Squares 
  The error term is Mean Square(Error) = 8.976. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 216.000. 
b  Alpha = .05. 
 
∗ ซับเซท (Subset) ที่แตกตางกันแสดงใหเห็นวา คานั้นมคีวามแตกตาอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความ
เชื่อมั่นรอยละ 95 
โดยที่   pH 1 คือ pH ที่ใชในการทดลองเทากับ 8.0 
 pH 2 คือ pH ที่ใชในการทดลองเทากับ 9.5 
 pH 3 คือ pH ที่ใชในการทดลองเทากับ 11.0 
 
  ในสวนของความหนืดพบวามีเพียง เวลา อุณหภูมิ pH และ อิทธิพลรวมระหวางปจจัย
ของ ความเขมขนของเอนไซม อุณหภูมิ pH เทานั้นที่มีผลตอคาความหนืดที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 
95 ดังแสดงในตาราง ที่ 4.12  ในตารางที่ 4.13 แสดงใหเห็นวา คาเฉลี่ยของคาความหนืดของเจลจะ
เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ เมื่ออุณหภูมิที่ใชในการทดลองเพิ่มขึ้น และจะเริ่มมีคาความหนืดที่คงที่เมื่อเวลา
ผานไป 120 นาที ในตารางที่ 4.14 เมื่อเพิ่มความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการทดลอง คาเฉลี่ยของ
ความหนืดจะมีคาใกลเคียงกันมากจึงจัดไวในกลุมเดียวกัน แสดงใหเห็นวาความเขมขนของเอนไซมไม
มีผลตอการเพิ่มของคาเฉลี่ยของความหนืดอยางมีนัยสําคัญ จากตารางที่ 4.15 จะเห็นไดวาเมื่อเพิ่ม
อุณหภูมิที่ใชในการทดลอง คาเฉลี่ยของคาความหนืดของเจลจะเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ และจากตาราง
ที่ 4.16 พบวาคาของ pH มีผลทําใหคาเฉลี่ยของคาความแข็งแรงของเจลแบงไดเปน 2 ชวง และไมมีคา
เพิ่มมากขึ้นเมื่อ pH มีคาเพิ่มขึ้นที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 
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ตารางที่ 4.12   ผลการวิเคราะหคาความแปรปรวนของคาความหนืดของเจลเนื่องจาก ความเขมขนของ
เอนไซม เวลา อุณหภูมิ และ pH ในกระบวนการสกัด 
 
Dependent Variable: ความหนืด  

Source Type III Sum 
of Squares 

df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 134.992(a) 323 .418 1.910 .000 
Intercept 2919.499 1 2919.499 13339.053 .000 
time 16.873 8 2.109 9.636 .000 
enzyme 1.292 3 .431 1.967 .119 
temp 36.002 2 18.001 82.246 .000 
pH 1.483 2 .741 3.387 .035 
time * enzyme 8.014 24 .334 1.526 .057 
time * temp 4.017 16 .251 1.147 .310 
enzyme * temp 2.054 6 .342 1.564 .157 
time * enzyme * temp 12.182 48 .254 1.160 .229 
time * pH 3.929 16 .246 1.122 .333 
enzyme * pH 1.964 6 .327 1.496 .179 
time * enzyme * pH 10.697 48 .223 1.018 .446 
temp * pH 1.744 4 .436 1.992 .095 
time * temp * pH 8.405 32 .263 1.200 .217 
enzyme * temp * pH 4.781 12 .398 1.820 .044 
time * enzyme * temp * 
pH 

21.555 96 .225 1.026 .426 

Error 70.913 324 .219     
Total 3125.404 648       
Corrected Total 205.906 647       

a  R Squared = .656 (Adjusted R Squared = .312) 
 
 



 76

ตารางที่ 4.13 คาเฉลี่ยของคาความหนดืของเจลที่ชวงเวลาตาง ๆที่ใชในการสกัดเจละติน 
 

 viscosity 
Duncan  

Subset∗ time N 
1 2 3 4 5 

1.00 72 1.8160     
2.00 72 1.9285 1.9285    
3.00 72  2.0032 2.0032   
5.00 72   2.1338 2.1338  
6.00 72    2.1689 2.1689 
7.00 72    2.2282 2.2282 
4.00 72    2.2340 2.2340 
8.00 72    2.2579 2.2579 
9.00 72     2.3329 
Sig.  .150 .339 .095 .160 .061 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
  Based on Type III Sum of Squares 
  The error term is Mean Square(Error) = .219. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 72.000. 
b  Alpha = .05. 
 
∗ ซับเซท (Subset) ที่แตกตางกันแสดงใหเห็นวา คานั้นมคีวามแตกตาอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความ
เชื่อมั่นรอยละ 95 
โดยที่   time 1 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 20 นาที 
 time 2 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 40 นาที 
 time 3 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 60 นาที 
 time 4 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 80 นาที 
 time 5 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 100 นาที 
 time 6 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 120 นาที 
 time 7 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 140 นาที 
 time 8 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 160 นาที 
 time 9 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 180 นาที 
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ตารางที่ 4.14 คาเฉลี่ยของคาความหนดืของเจลที่ความเขมขนของเอนไซมตาง ๆที่ใชในการสกัดเจละ
ติน 
 viscosity 
Duncan  

Subset∗ enzyme N 
1 

3.00 162 2.0743 
4.00 162 2.0822 
2.00 162 2.1604 
1.00 162 2.1735 
Sig.  .082 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
  Based on Type III Sum of Squares 
  The error term is Mean Square(Error) = .219. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 162.000. 
b  Alpha = .05. 
 
∗ ซับเซท (Subset) ที่แตกตางกันแสดงใหเห็นวา คานั้นมคีวามแตกตาอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความ
เชื่อมั่นรอยละ 95 
โดยที่   enzyme 1 คือ ชุดการทดลองควบคุมที่ไมไดใสเอนไซม 
 enzyme 2 คือ ชุดการทดลองที่ใชความเขมขนของเอนไซม เทากับ 200 U/mg 
 enzyme 3 คือ ชุดการทดลองที่ใชความเขมขนของเอนไซม เทากับ 5,000 U/mg 
 enzyme 4 คือ ชุดการทดลองที่ใชความเขมขนของเอนไซม เทากับ 10,000 U/mg 
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ตารางที่ 4.15 คาเฉลี่ยของคาความหนืดของเจลที่อุณหภูมิตาง ๆที่ใชในการสกัดเจละติน 
 
 viscosity 
Duncan  

Subset∗ temp N 
1 2 3 

1.00 216 1.8201   
2.00 216  2.1525  
3.00 216   2.3952 
Sig.  1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
  Based on Type III Sum of Squares 
  The error term is Mean Square(Error) = .219. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 216.000. 
b  Alpha = .05. 
 

∗ ซับเซท (Subset) ที่แตกตางกันแสดงใหเห็นวา คานั้นมคีวามแตกตาอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความ
เชื่อมั่นรอยละ 95 
 
โดยที่   temp 1 คือ อุณภูมิที่ใชในการทดลองเทากับ 40 องศาเซลเซียส 
 temp 2 คือ อุณภูมิที่ใชในการทดลองเทากับ 50 องศาเซลเซียส 
 temp 3 คือ อุณภูมิที่ใชในการทดลองเทากับ 60 องศาเซลเซียส 
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ตารางที่ 4.16 คาเฉลี่ยของคาความหนืดของเจลที่ pH ตาง ๆที่ใชในการสกัดเจละติน 
 
 viscosity 
Duncan  

Subset∗ pH N 
1 2 

1.00 216 2.0601  
3.00 216 2.1314 2.1314 
2.00 216  2.1763 
Sig.  .114 .320 

 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
  Based on Type III Sum of Squares 
  The error term is Mean Square(Error) = .219. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 216.000. 
b  Alpha = .05. 
 
∗ ซับเซท (Subset) ที่แตกตางกันแสดงใหเห็นวา คานั้นมคีวามแตกตาอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความ
เชื่อมั่นรอยละ 95 
โดยที่   pH 1 คือ pH ที่ใชในการทดลองเทากับ 8.0 
 pH 2 คือ pH ที่ใชในการทดลองเทากับ 9.5 
 pH 3 คือ pH ที่ใชในการทดลองเทากับ 11.0 
 
 4.5.2 ความสัมพันธระหวางสภาวะที่ใชในการสกัด และสมบัติที่สําคัญของเจละติน (คา
ความแข็งแรงของเจลและความหนืด) 
 
 จากการศึกษาผลของสภาวะที่ใชในการสกัดตอคาความแข็งแรง และความหนืดของเจละตินที่
ได โดยวางแผนการทดลองแบบแฟคเทอเรียลดีไซด พบวาปจจัยที่มีผลไดแก ความเขมขนของเอนไซม 
0-10,000 U/mg อุณหภูมิ 40-60 องศาเซลเซียส และเวลา 20-180 นาที มีอิทธิพลตอการเปลี่ยนแปลงของ
คาความแข็งแรงของเจลและความหนืดอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 จึงนําผลการ
ทดลองในตารางที่ จ.13-จ.16 ในภาคผนวก จ มาหาความสัมพันธระหวางคาความแข็งแรงของเจลของเจ
ละตินกับ ความเขมขนของเอนไซม อุณหภูมิ และเวลาที่ใชในการสกัด ดวยวิธี Multiple Regression (ผล
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การวิเคราะหแสดงในตารางที่ ก.2-ก.6 ภาคผนวก ก) ไดความสัมพันธเพื่อนํามาใชในการทํานายคาความ
แข็งแรงของเจล ดังสมการที่ 1 
 

Y  =   35.87X1   +   6.54X2   –   8.52X3   –   35.46      ……………1 
 
        R-Squared = 0.754 
 
เมื่อ Y  คือ  คาความแข็งแรงของเจล (Gel Strength) 
 X1  คือ  อุณหภูมิ (oC) โดย 40 oC = 1, 50 oC = 2, 60 oC = 3 
 X2  คือ  เวลา (min) โดย 20 นาที = 1,…….,…… และ 180 นาที = 9 
 X3  คือ  ความเขมขนของเอนไซม (U/mg) โดย no enz. = 1, 200 U/mg = 2,  
   5000 U/mg = 3 และ 10,000 U/mg = 4 
 
 อยางไรก็ตาม เมื่อทดลองสรางสมการความสัมพันธดังกลาวแลวจะเห็นไดวาหนวยของตัวแปร
อิสระทั้งสาม (X1, X2, X3) มีหนวยที่ตางกัน จึงไมสามารถนําคาสัมประสิทธิ์ถดถอยที่ยังไมไดปรับคา
ของตัวแปรอิสระแตละตัวไปเปรียบเทียบกันไดวาตัวแปรอิสระตัวใดมีความสัมพันธกับตัวแปรตาม (Y)
มากกวาหรือนอยกวาตัวแปรอิสระตัวอ่ืน ดังนั้นจึงตองทําการปรับน้ําหนักของคาสัมประสิทธิ์ถดถอยให
อยูในหนวยเดียวกันกอน (ซ่ึงก็คือการเปลี่ยนคาของตัวแปรอิสระใหเปนคะแนนมาตรฐานกอน) จึงจะ
นําไปวิเคราะหในสมการถดถอย  เรียกคาสัมประสิทธ์ิถดถอยท่ีปรับหนวยการวัดแลวนี้วา คา
สัมประสิทธิ์ถดถอยมาตราฐาน ซ่ึงสามารถนําคาสัมประสิทธิ์ถดถอยที่ปรับคาแลวนี้มาเปรียบเทียบกัน
ได ดังแสดงในสมการที่ 2 ซ่ึงจะบอกไดวาอุณหภูมิ (X1) มีอิทธิผลตอคาความแข็งแรงของเจล (Y)
มากกวาเวลา (X2) และความเขมขนของเอนไซม (X3) และยังสามารถบอกแนวโนมของความสัมพันธได
อีกวาเปนไปในเชิงบวกหรือลบโดยพิจารณาจากเครื่องหมายของคาสัมประสิทธิ์ในสมการที่ 1 ซ่ึงจะ
เห็นไดวา เมื่ออุณหภูมิ และเวลาเพิ่มขึ้นคาความแข็งแรงของเจลมีแนวโนมเพิ่มขึ้นดวย แตเมื่อความ
เขมขนของเอนไซมเพิ่มขึ้นคาความแข็งแรงของเจลมีแนวโนมลดลง แตสมการท่ี 2 นี้จะไมสามารถ
นํามาใชในการทํานายคาความแข็งแรงของเจลได 
 

Y   =   0.72X1    +    0.42X2    –    0.24X3………………2 
 
 เมื่อหาความสัมพันธระหวางคาความหนืดของเจลของเจละตินกับ ความเขมขนของเอนไซม 
อุณหภูมิ และเวลาที่ใชในการสกัด (ผลการทดลองในตารางที่ จ.17-จ.20) ดวยวิธี Multiple Regression 
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เชนเดียวกัน(ผลการวิเคราะหแสดงในตารางที่ ก.7-ก.11 ภาคผนวก ก) ไดความสัมพันธเพื่อนํามาใชใน
การทํานายคาความหนืดของเจล ดังสมการที่ 3 
 

Y  =   0.29X1   +   5.74X2 –   3.60X3   +   1.35…………………….3 
 
        R-Squared = 0.248 
 
เมื่อ Y  คือ  คาความหนืดของเจล (Viscosity) 
 X1  คือ  อุณหภูมิ (oC) โดย 40 oC = 1, 50 oC = 2, 60 oC = 3 
 X2  คือ  เวลา (min) โดย 20 นาที = 1,…….,…… และ 180 นาที = 9 
 X3  คือ  ความเขมขนของเอนไซม (U/mg) โดย no enz. = 1, 200 U/mg = 2,  
   5000 U/mg = 3 และ 10,000 u/mg = 4 
 
 และเมื่อทําการปรับน้ําหนักของคาสัมประสิทธิ์ถดถอยใหอยูในหนวยเดียวกัน เพื่อเปรียบเทียบ
อิทธิพลของตัวแปรอิสระทั้งสาม ที่มีผลตอคาความหนืดสามารถแสดงไดในสมการที่ 4 ซ่ึงจะบอกไดวา
อุณหภูมิ (X1) มีอิทธิผลตอคาความหนืดของเจล (Y)มากกวาเวลา (X2) และความเขมขนของเอนไซม 
(X3) และแนวโนมของความสัมพันธระหวางสภาวะที่ใชในการสกัดกับความหนืดที่ไดจากสมการที่ 3 
นั้นจะเห็นไดวา เมื่ออุณหภูมิ และเวลาเพิ่มขึ้นคาความหนืดของเจลมีแนวโนมเพิ่มขึ้นดวย แตเมื่อความ
เขมขนของเอนไซมเพิ่มขึ้นคาความหนืดของเจลมีแนวโนมลดลง ซ่ึงสมการที่ 4 นี้จะไมสามารถ
นํามาใชในการทํานายคาความหนืดไดเชนเดียวกันกับสมการที่ 2 ของคาความแข็งแรงของเจล 
 

Y   =   0.42X1    +    0.26X2    –    0.07X3……………………….4 
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4.6 การศึกษาการทําบริสุทธ์ิของเจละติน 
 
  จากการทดลองทําโปรตีนใหบริสุทธิ์ โดยใชเจลฟลเตรชั่น Sephadex G-100 ซ่ึงมี 
fractination range อยูในชวง 4,000-150,000 ดัลตัน และบัฟเฟอรที่เลือกใชคือชนิดเดียวกับที่ใชใน
ขั้นตอนของการสกัด คือ 0.1 M Phosphste buffer pH 8.0, 9.5 และ 11.0 ในการทดลองใชอัตราการไหล
เทากับ 0.5 มิลลิลิตร ตอ นาที เก็บตัวอยางหลอดละ 2 มิลลิลิตร (คอลัมนที่ใชในการทดลองกวาง 2.4 
เซนติเมตร สูง 88 เซนติเมตร มีปริมาตรของคอลัมนเทากับ 398.25 มิลลิลิตร) แลวทําการตรวจสอบ
ตําแหนงของโปรตีนโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร 
  ผลการทดลองพบวาเมื่อนําตัวอยางเจละตินที่ไดจากการสกัดที่สภาวะ pH 8.0 ความ
เขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg U/mg อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 180 นาที ที่มีความเขมขนของ
โปรตีน 100 มิลลิกรัม ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผานคอลัมน Sephadex G-100 พบวาสามารถแยกตัวอยางเจ
ละตินออกมาไดอยางนอย 4 กลุม ที่ Elution Volume (Ve) เทากับ 26, 42, 82 และ 254 มิลลิลิตร (รูปที่ 
4.35) เมื่อทําการวัดปริมาณโปรตีนพบวามีคาเทากับ 0.2, 0.03, 3.02 และ 0.15 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
(กราฟมาตรฐาน BSA ตาราง ง.4 ภาคผนวก ง) ตามลําดับ แตจากกราฟรูปที่ 4.35 จะเห็นไดวาที่ Ve 
เทากับ 26 และ 42 มิลลิลิตรจะมีคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตรสูงที่สุดแตมีปริมาณโปรตีนนอย 
ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากโปรตีนที่มีอยูนั้นเปนโปรตีนที่มีวงแหวน (ring) แตมีในปริมาณนอย คาการดดูกลืน
แสงที่ 280 นาโนเมตร จึงมีคามากแตปริมาณโปรตีนที่ไดมีคานอย ดังนั้นในขั้นตอนการตรวจสอบความ
บริสุทธิ์จึงไดเลือกคา Ve ที่ 82 มิลลิลิตร มาทําการทดลองตอเนื่องจากมีปริมาณโปรตีนมากที่สุด 
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รูปที่ 4.35 โครมาโตแกรมจากการผานคอลัมน Sephadex G-100 ของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความ
 เขมขนของเอนไซมเทากับ 5,000 U/mg ที่เวลา 180 นาที อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และ pH 
 8.0  
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  จากการทดลองนําตัวอยางเจละตินที่ไดจากการสกัดที่สภาวะ pH 9.5 โดยไมใช
เอนไซมในการสกัด (เปนชุดทดลองควบคุม) อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 180 นาที ที่มีความ
เขมขนของโปรตีน 100 มิลลิกรัม ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผานคอลัมน Sephadex G-100 พบวาสามารถ
แยกตัวอยางเจละตินออกมาไดอยางนอย 3 กลุม ที่ Elution Volume (Ve) เทากับ 120, 200 และ 254 
มิลลิลิตร (รูปที่ 4.36) เมื่อทําการวัดปริมาณโปรตีนพบวามีคาเทากับ 2.93, 0.49 และ 0.536 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร (กราฟมาตรฐาน BSA ตาราง ง.4 ภาคผนวก ง) ตามลําดับ โดยในขั้นตอนการตรวจสอบความ
บริสุทธิ์จึงไดเลือกคา Ve ที่ 120 และ 254  มิลลิลิตร มาทําการทดลองตอเนื่องจากมีปริมาณโปรตีน และ
ปริมาตรมากเพียงพอที่จะใชในการทดลองตอไป 
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รูปที่ 4.36 โครมาโตแกรมจากการผานคอลัมน Sephadex G-100 ของเจละตินที่ไดจากการสกัดโดยไม
 ใชเอนไซม ที่เวลา 180 นาที อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และ pH 9.5 
 
  เมื่อนําตัวอยางเจละตินที่ไดจากการสกัดที่สภาวะ pH 9.5 ความเขมขนของเอนไซม 
5,000 U/mg U/mg อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 180 นาที ที่มีความเขมขนของโปรตีน 100 มิลลิกรัม 
ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เชนเดียวกัน มาผานคอลัมน Sephadex G-100 พบวาสามารถแยกตัวอยางเจละติน 
ออกมาไดอยางนอย 6 กลุม ที่ Elution Volume (Ve) เทากับ 120, 156, 292, 320, 342 และ 386 มิลลิลิตร 
(รูปที่ 4.37) เมื่อทําการวัดปริมาณโปรตีนพบวามีคาเทากับ 3.72, 1.50, 2.36, 1.10, 0.03 และ 0.396
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (กราฟมาตรฐาน BSA ตาราง ง.4 ภาคผนวก ง) ตามลําดับ ซ่ึงในขั้นตอนการ
ตรวจสอบความบริสุทธ์ิจึงไดเลือกคา Ve ที่ 120 มิลลิลิตร มาทําการทดลองตอเนื่องจากมีปริมาณ
โปรตีน และปริมาตรมากเพียงพอที่จะใชในการทดลองตอไป  
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รูปที่ 4.37 โครมาโตแกรมจากการผานคอลัมน Sephadex G-100 ของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความ
 เขมขนของเอนไซมเทากับ 5,000 U/mg ที่เวลา 180 นาที อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และ pH 
 9.5 
 
  และเมื่อนําตัวอยางเจละตินที่ไดจากการสกัดที่สภาวะ pH 11.0 ความเขมขนของ
เอนไซม 5,000 U/mg U/mg อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 180 นาที ที่มีความเขมขนของโปรตีน 100 
มิลลิกรัม ปริมาตร 3 มิลลิลิตร มาผานคอลัมน Sephadex G-100 เชนเดียวกันพบวาสามารถแยกตัวอยาง
เจละติน ออกมาไดอยางนอย 2 กลุม ที่ Elution Volume (Ve) เทากับ 148 และ 338 มิลลิลิตร (รูปที่ 4.38) 
เมื่อทําการวัดปริมาณโปรตีนพบวามีคาเทากับ 2.29 และ 1.43 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (กราฟมาตรฐาน 
BSA ตาราง ง.4 ภาคผนวก ง) ตามลําดับ โดยในขั้นตอนการตรวจสอบความบริสุทธิ์จึงไดเลือกคา Ve ที่ 
148 มิลลิลิตร มาทําการทดลองตอเนื่องจากมีปริมาณโปรตีน และปริมาตรมากเพียงพอที่จะใชในการ
ทดลองตอไป 
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รูปที่ 4.38 โครมาโตแกรมจากการผานคอลัมน Sephadex G-100 ของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความ
 เขมขนของเอนไซมเทากับ 5,000 U/mg ที่เวลา 180 นาที อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และ pH 
 11.0 
 
  จากการศึกษาพบวาที่สภาวะที่ใชในการสกัดตางกันจะทําใหไดผลของโครมาโตแกรม
ในการทําบริสุทธิ์ที่ตางกัน แตรูปแบบที่ไดจะมีความคลายคลึงกัน โดยในการทําบริสุทธิ์ของเจละตินแต
ละตัวอยางจะมีโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงออกมาในชวง Ve ประมาณ 80-140 มิลลิลิตร (รูปที่ 4.35-
4.38) และเมื่อนําเอาโปรตีนเหลานั้นมาทําใหเขมขนขนขึ้นโดยใชเทคนิค Freeze dry พบวาตัวอยางที่
ผานการทํา Freeze dry เมื่อนํามาละลายน้ําสามารถที่จะเกิดการรวมตัวกลับมาเปนเจลไดใหมในทุก
ตัวอยางที่เลือกมาทําการทดลองตอไปของแตละโครมาโตแกรมที่ผานการทําบริสุทธิ์ดังกลาวมาแลว 
และนอกจากนี้ยังพบวาตัวอยางที่ผานการทําบริสุทธ์ินี้จะมีสีและความใสเพิ่มขึ้น ซ่ึงจะไดนําเอาโปรตีน
เหลานี้ไปทําการตรวจสอบความบริสุทธิ์ตอไป 
 
4.7 การตรวจสอบความบรสิุทธ์ิและหาน้ําหนักโมเลกุลของเจละตินท่ีผานการทําบริสทุธ์ิ 
 
 4.7.1  การตรวจสอบความบริสุทธิ์และหาน้ําหนกัโมเลกุลของเจละตินที่ผานการทําบริสุทธิ์ 
 
  ในการทําตรวจสอบความบริสุทธิ์โปรตีนเจละติน โดยเทคนิคเจล อิเลคโตรโฟเรซิส 
เมื่อนําเจละตนิที่ไดมาแยกดวยกระแสไฟฟาดวยวิธี Native-PAGE โดยใช 10 % polyacrylamide 
เปรียบเทียบกบัโปรตีนมาตราฐาน ผลที่ไดพบวาเจละตนิที่ผานการทําบริสุทธิ์โดยใช Shephadex-100 ที่
มีสภาวะในการสกัด คือ pH 8.0 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg อุณหภูม ิ 60 oC เวลา 180 นาที 
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1 
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พบแถบโปรตีน 2 แถบ มีน้าํหนักโมเลกุลประมาณ 104 และ 67 กิโลดัลตัน (แถวที ่ 4 รูปที่ 4.39) เจละ
ตินที่มีสภาวะในการสกัด คอื pH 9.5 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg อุณหภมูิ 60 oC เวลา 180 
นาที พบแถบโปรตีน 2 แถบ มีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 101 และ 93 กิโลดัลตัน (แถวที่ 5 รูปที่ 4.39)  ที่
สภาวะทีใ่ชในการสกัด pH 9.5 อุณหภูมิ 60 oC เวลา 180 นาที ไมใชเอนไซมในการสกัด ที่มีคา Ve 
เทากับ 120 มลิลิลิตร พบแถบโปรตีน 2 แถบ มีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 104 และ 98 กิโลดัลตัน (แถวที ่
6 รูปที่ 4.39) และที่สภาวะในการสกัดเดียวกัน ที่มีคา Ve เทากับ 254 มิลลิลิตร พบแถบโปรตีนเพียง 1 
แถบ มีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 83 กิโลดัลตัน(แถวที่ 7 รูปที่ 4.39) เจละตินที่มีสภาวะในการสกัด คือ 
pH 11.0 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg อุณหภมูิ 60 oC เวลา 180 นาที พบแถบโปรตีน 1 แถบ 
และมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 76 กิโลดัลตัน(แถวที่ 8 รูปที่ 4.39) และ ในสวนของเจละตินมาตรฐานที่
มีความบริสุทธิ์สูงที่ใชเปนตวัเปรียบเทยีบพบแถบโปรตีน 2 แถบ มีน้าํหนักโมเลกุลประมาณ 209 และ 
67  กิโลดัลตัน (แถวที่ 3 รูปที่ 4.39) 
 
  จากผลการทดลองที่ไดแสดงใหเห็นวาเจละตินที่ไดจากการทําบริสุทธิ์โดยใช 
Shephadex-100 น้ันสามารถทําใหมีความบริสุทธิ์ไดเพียงบางสวนเทานั้น เพราะจะเห็นไดวาแถบของ
โปรตีนที่ไดจากการตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยเจล อิเลคโตรโฟเรซิส ดวยวิธี Native-PAGE นั้นยัง
ปรากฏแถบของโปรตีนมากกวา 1 แถบ ซ่ึงถาตองการใหโปรตีนเจละตินที่มีความบริสุทธ์ิมากกวานี้ควร
ทําการแยกโปรตีนที่ไดมากกวา 1 คร้ัง แตอยางไรก็ตามเมื่อเทียบกับโปรตีนมาตรฐานที่มีความบริสุทธ์ิ
สูง(ในแถวที่ 3 ) พบวามีความบริสุทธิ์ใกลเคียงกัน 
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รูปที่ 4.39 10%T Polyacrylamide gel ที่ไดจากการทําอิเลคโตรโฟเรซิสของเจละตินจากการสกัดที่
สภาวะ ตางๆ หลังจากผานคอลัมน Sephadex G-100 
 แถวที่ 1 = โปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนกัโมเลกุลต่ํา (กราฟมาตราฐาน ง.11) 
 แถวที่ 2 = โปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนกัโมเลกุลสูง (กราฟมาตราฐาน ง.12) 
 แถวที่ 3 = โปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนกัโมเลกุลสูงที่ใชเปนตัวเปรยีบเทียบ 
 แถวที่ 4 = pH 8.0 ความเขมขนของเอนไซม5,000 U/mg อุณหภูมิ 60 oC เวลา 180 นาที  
 แถวที่ 5 = pH 9.5 ความเขมขนของเอนไซม5,000 U/mg อุณหภูม ิ60 oC เวลา 180 นาท ี
 แถวที ่6 = pH 9.5ไมใชเอนไซมในการสกดั อุณหภูมิ 60 oC เวลา 180 นาที (Ve = 120) 
 แถวที ่7 = pH 9.5 ไมใชเอนไซมในการสกดั อุณหภูมิ 60 oC เวลา 180 นาที (Ve = 254) 
 แถวที ่8 = pH 11.0 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg อุณหภูม ิ60 oC เวลา 180 นาที 
   
 4.7.2  การหาน้ําหนักโมเลกุลของเจละตินที่ยังไมผานการทําบริสุทธิ์ 
 
  4.7.2.1 เปรียบเทียบผลของเวลา ความเขมขนของเอนไซม อุณหภูมิ และpH ที่ใชใน
การสกัด กับน้ําหนักโมเลกุลของเจละติน 
 
  ในการหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนเจละติน โดยเทคนิคเจล อิเลคโตรโฟเรซิส เมื่อ
นําเจละตินที่ไดมาแยกดวยกระแสไฟฟาดวยวิธี SDS-PAGE โดยใช 10 % polyacrylamide เปรียบเทียบ
กับโปรตีนมาตราฐาน เมื่อดูในแถวที่ 2-4 รูปที่ 4.40 ผลที่ไดพบวาเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความ
เขมขนของเอนไซมเดียวกัน อุณหภูมิ และ pH เดียวกันแตเวลาที่ใชสกัดตางกันจะมีน้ําหนักโมเลกุลที่
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เทากันแตความชัดเจนของแถบโปรตีนจะเขมขึ้นเมื่อเวลาที่ใชในการสกัดเพิ่มขึ้น เชนเดียวกับในแถวที่ 
5-7 รูปที่ 4.40 และเมื่อทําการเปรียบเทียบระหวางแถวที่ 2-4 กับ 5-7 โดยแถวที่ 2-4 ไมใชเอนไซมใน
การสกัด ซ่ึงเปนชุดการทดลองควบคุม แตแถวที่ 5-7ใชความเขมขนของเอนไซมในการสกัดเทากับ 
5,000 U/mg พบวามีความแตกตางของแถบโปรตีนโดยที่ชุดการทดลองควบคุมมีน้ําหนักโมเลกุลของเจ
ละตินที่สูงกวา และพบแถบของโปรตีน 3 แถบ มีน้ําหนักโมเลกุล 202, 200 และ 18.56 กิโลดัลตัน สวน
ในเจละตินที่ใชความเขมขนของเอนไซมในการสกัดเทากับ 5,000 U/mg พบแถบของโปรตีน 4 แถบ มี
น้ําหนักโมเลกุล 96.96, 86.42, 66.72 และ 18.46 กิโลดัลตัน ซ่ึงเมื่อนําผลการทดลองนี้ไปหา
ความสัมพันธระหวางน้ําหนักโมเลกุลของเจละตินกับสมบัติของเจละตินที่ไดคือ คาความแข็งแรงและ
ความหนืดของเจลจะพบวามีความสัมพันธกันแบบแปรผันตาม คือเมื่อน้ําหนักโมเลกุลของเจละติน
เพิ่มขึ้นคาความแข็งแรงและความหนืดของเจลจะมีคาเพิ่มขึ้นดวย (รูปที่ 4.43) 
 

 
รูปที่ 4.40 10%T Polyacrylamide gel ที่ไดจากการทําอิเลคโตรโฟเรซิสของเจละตินจากการสกัดที ่
 สภาวะตางๆ  
 แถวที่ 1 = โปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนกัโมเลกุลสูง (กราฟมาตราฐาน ง.5) 
 แถวที่ 2 = pH 9.5 ไมใชเอนไซมในการสกดั อุณหภูมิ 60 oC เวลา 20 นาที  
 แถวที่ 3 = pH 9.5 ไมใชเอนไซมในการสกดั อุณหภูมิ 60 oC เวลา 100 นาที  
 แถวที ่4 = pH 9.5ไมใชเอนไซมในการสกดั อุณหภูมิ 60 oC เวลา 180 นาที  
 แถวที ่5 = pH 9.5 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg อุณหภูม ิ60 oC เวลา 20 นาที  
 แถวที ่6 = pH 9.5 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg อุณหภูม ิ60 oC เวลา 100 นาที 
 แถวที่ 7 = pH 9.5 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg อุณหภูม ิ60 oC เวลา 180 นาที  
 แถวที่ 8 = โปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนกัโมเลกุลต่ํา (กราฟมาตราฐาน ง.6) 
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  จากรูปที่ 4.41 เมื่อดูในแถวที่ 2-4 ผลที่ไดพบวาเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความ
เขมขนของเอนไซม เวลา และ pH เดียวกันแตอุณหภูมิที่ใชสกัดตางกัน พบวาจะมีน้ําหนักโมเลกุลที่
เหมือนกันแตความชัดเจนของแถบโปรตีนจะเขมขึ้นเมื่ออุณหภูมิที่ใชในการสกัดเพิ่มขึ้น(เชนเดียวกับ
ในแถวที่ 5-7 รูปที่ 4.41 ที่แถบของโปรตีนจะเขมขึ้นเมื่อเวลาที่ใชในการสกัดนานขึ้น) และเมื่อทําการ
เปรียบเทียบระหวางแถวที่ 2-4 กับ 5-7 (รูปที่ 4.41) โดยแถวที่ 2-4 ใชความเขมขนของเอนไซม 200  
U/mg ในการสกัด แตแถวท่ี 5-7ใชความเขมขนของเอนไซมในการสกัดเทากับ10,000 U/mg  พบวามี
ความแตกตางของแถบโปรตีนเมื่อความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการสกัดตางกัน โดยเจละตินที่ใช
ความเขมขนของเอนไซม 200  U/mg ในการสกัด มีน้ําหนักโมเลกุลของเจละตินที่สูงกวา และพบแถบ
ของโปรตีน 4 แถบ มีน้ําหนักโมเลกุล 129.74, 110, 83.09 และ 29.70 กิโลดัลตัน สวนในเจละตินท่ีใช
ความเขมขนของเอนไซมในการสกัดเทากับ 10,000 U/mg พบแถบของโปรตีน 2 แถบ มีน้ําหนัก
โมเลกุล 36.27และ 28 กิโลดัลตัน ซ่ึงเมื่อนําผลการทดลองนี้ไปหาความสัมพันธระหวางน้ําหนักโมเลกุล
ของเจละตินกับสมบัติของเจละตินที่ไดคือ คาความแข็งแรงและความหนืดของเจลจะพบวามี
ความสัมพันธกันแบบแปรผันตาม คือเมื่อน้ําหนักโมเลกุลของเจละตินเพิ่มขึ้นคาความแข็งแรงและความ
หนืดของเจลจะมีคาเพิ่มขึ้นดวย (รูปที่ 4.43) และเมื่อนําผลการทดลองที่ไดนี้ไปเปรียบเทียบกับเจละติน
ที่ไดจากการสกัดดวยกรด ดาง และเอนไซม (Gudmundsson M., 2002) แลวพบวาใหผลเชนเดียวกัน 
กลาวคือ คาความแข็งแรงของเจลจะมีคาสูง และเพิ่มมากขึ้นเมื่อน้ําหนักโมเลกุลของเจละตินเพิ่มขึ้น 
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รูปที่ 4.41  10%T Polyacrylamide gel ที่ไดจากการทําอิเลคโตรโฟเรซิสของเจละตินจากการสกัดที ่
 สภาวะตางๆ 
 แถวที่ 1 = โปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนกัโมเลกุลต่ํา (กราฟมาตราฐาน ง.7) 
 แถวที่ 2 = pH 9.5 ความเขมขนของเอนไซม 200  U/mg อุณหภูมิ 60 oC เวลา 180 นาที  
 แถวที่ 3 = pH 9.5ความเขมขนของเอนไซม 200  U/mg อุณหภูมิ 50 oC เวลา 180 นาที  
 แถวที ่4 = pH 9.5ไมใชเอนไซมในการสกดั 200  U/mg อุณหภูมิ 40 oC เวลา 180 นาที  
 แถวที ่5 = pH 9.5 ความเขมขนของเอนไซม 10,000 U/mg อุณหภูม ิ60 oC เวลา 180 นาที  
 แถวที ่6 = pH 9.5 ความเขมขนของเอนไซม 10,000 U/mg อุณหภูม ิ50 oC เวลา 180 นาที 
 แถวที่ 7 = pH 9.5 ความเขมขนของเอนไซม 10,000 U/mg อุณหภูม ิ40 oC เวลา 180 นาที  
 แถวที่ 8 = โปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนกัโมเลกุลสูง (กราฟมาตราฐาน ง.8) 
 
  จากรูปที่ 4.42 เมื่อดูในแถวที่ 3-7 ผลที่ไดพบวาเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความ
เขมขนของเอนไซม เวลา และ อุณหภูมิเดียวกันแต pH ที่ใชสกัดตางกันจะมีน้ําหนักโมเลกุลที่เทากัน
เชนเดียวกับในแถวที่ 8-10 รูปที่ 4.42 และเมื่อทําการเปรียบเทียบระหวางแถวที่ 3-7 กับ 8-10 โดยแถวที่ 
3-7 ใชความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg ในการสกัด แตแถวที่ 8-10 ไมใชเอนไซมในการสกัดเ 
พบวามีความแตกตางของแถบโปรตีนโดยเจละตินที่ใชความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg ในการ
สกัด มีน้ําหนักโมเลกุลของเจละตินที่นอยกวา และพบแถบของโปรตีน 4 แถบ มีน้ําหนักโมเลกุล 96.96, 
86.42, 66.72 และ 18.46 กิโลดัลตัน สวนในเจละตินที่ไมใชเอนไซมในการสกัด พบแถบของโปรตีน 3 
แถบ มีน้ําหนักโมเลกุล 202, 200 และ 18.56 กิโลดัลตัน เชนเดียวกับในรูปที่ 4.40 
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รูปที่ 4.42  10%T Polyacrylamide gel ที่ไดจากการทําอิเลคโตรโฟเรซิสของเจละตินจากการสกัดที ่
 สภาวะตางๆ 
 แถวที่ 1 = โปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนกัโมเลกุลต่ํา (กราฟมาตราฐาน ง.9) 
 แถวที่ 2 = โปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนกัโมเลกุลสูง (กราฟมาตราฐาน ง.10) 
 แถวที่ 3 = pH 8.0 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg อุณหภมูิ 60 oC เวลา 180 นาที
 แถวที่ 4 = pH 9.5 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg อุณหภูม ิ60 oC เวลา 180 นาที 
 แถวที ่5 = pH11.0 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg อุณหภูม ิ60 oC เวลา 180 นาที 
 แถวที ่6 = pH11.0 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg อุณหภูม ิ60 oC เวลา 180 นาที 
 แถวที ่7 = pH 8 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg อุณหภูมิ 60 oC เวลา 180 นาที  
 แถวที่ 8 = pH 8.0 ไมใชเอนไซมในการสกดั อุณหภูม ิ60 oC เวลา 180 นาที 
 แถวที่ 9 = pH9.5 ไมใชเอนไซมในการสกดั อุณหภูม ิ60 oC เวลา 180 นาที 
 แถวที่ 10 = pH11.0 ไมใชเอนไซมในการสกัด อุณหภูม ิ60 oC เวลา 180 นาที 
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รูปที่ 4.43 กราฟความสัมพันธระหวางน้ําหนักโมเลกุลของเจละตินกับคาความแข็งแรงของและความ
 หนืดของเจลของเจละตินที่ไดจากการทดลองสกัดดวยเอนไซม Savinase 12T 
 
  จากผลการทดลองหาน้ําหนักโมเลกุลของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนตาง 
ๆ ของเอนไซม เมื่อนําคาผลที่ไดมาหาความสัมพันธระหวาง ความเขมขนของเอนไซม กับน้ําหนัก
โมเลกุลของเจละตินพบวามีความสัมพันธแบบแปรผกผันกัน คือเมื่อความเขมขนของเอนไซมเพิ่มขึ้น
จาก 200 U/mg เปน 5,000 และ 10,000 U/mg น้ําหนักโมเลกุลของเจละตินที่ไดจะมีคาลดลง (รูปที่ 4.44) 
เชนเดียวกับเจละตินที่ไดจากการสกัดดวย pepsin และ trypsin (Cabeza L.F et. al., 1997) เมื่อความ
เขมขนของเอนไซมเพิ่มขึ้นจาก 0.001 เปอรเซ็นต เปน 0.01, 0.1, 0.25 และ 0.5 เปอรเซ็นต น้ําหนัก
โมเลกุลของเจละตินที่ไดจะลดลงและมีปริมาณของเจละตินที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําเพิ่มขึ้น ซ่ึงเปนผลมา
จากการที่พันธะเพพไทดของเจละตินถูกตัดหรือยอยใหส้ันลงในกระบวนการสกัด (Linus G. Fonkwe, 
1997) เมื่อเปรียบเทียบน้ําหนักโมเลกุลของเจละตินที่ไดจากการสกัดดวยเอนไซม Savinase 12T ในการ
ทดลองนี้กับน้ําหนักโมเลกุลของเจละตินที่ไดจากการสกัดดวยกรดหรือดาง พบวาสามารถแบงไดเปน 2 
ชวงเชนเดียวกัน คือ ชวงน้ําหนักโมเลกุล 50-100 กิโลดัลตัน และ ชวงน้ําหนักโมเลกุล 100-1,000 
กิโลดัลตัน (Aristippos Gennadios, 2002) นอกจากนี้การสกัดเจละตินดวยเอนไซมในการทดลองยังทํา
ใหไดเจละตินที่มีน้ําหนักโมเลกุลที่ต่ํากวา 50 กิโลดัลตัน อีกดวย  
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รูปที่ 4.44 กราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนของเอนไซมกับน้ําหนักโมเลกุลของเจละติน 

4.8 ศึกษาถึงคา pI 
 
  วัดโดยใช Isoelectric focusing polyacrylamidegel electrophoresis พบวาเจละตินที่ได
จากการสกัดที่คาความเปนกรด-ดาง ตาง ๆ ที่ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg เวลา 180 นาที และ 
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส (ใชตัวอยางเดียวกับขอ 4.6 ) พบวามีคาของ pI อยูในชวงใกลเคียงกัน โดย 
เจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 180 
นาที pH 8 จะมีคา pI เทากับ 6.47 เจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg 
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 180 นาที pH 9.5 มคีา pI เทากับ 6.54 เจละตินที่ไดจากการสกัดโดยไม
ใชเอนไซม อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 180 นาที pH 9.5 มีคา pI เทากับ 6.40 และเจละตินที่ไดจาก
การสกัดที่ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 180 นาที pH 11.0 มี
คา pI เทากับ 6.47 เมื่อพิจารณาถึงคา pI ของเจละตินที่ไดจากการสกัดดวยเอนไซม Savinase 12T ที่
กลาวมาแลวนั้นจะเห็นไดวาคาของ pI ที่ไดมีคาอยูในชวงที่แคบ คือ 6.40-6.54 เมื่อเทียบกับเจละตินที่ได
จากการสกัดดวยกรดและดาง (ตารางที่ 4.17) และเปนคาที่อยูระหวางกลางของคา pI ของการสกัดดวย
กรดและดาง ซ่ึงเปนขอดีที่จะนํามาประยุกตใชงานในดานตางไดคอนขางกวาง 
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รูปที่ 4.45  Isofocusing polyacrylamide gel ที่ไดจากการทําอิเลคโตรโฟเรซิสของเจละตินที่ไดจากการ
 สกัดที่สภาวะตาง ๆ  
 แถวที่ 1 = standard pI maker : (เสนกราฟมาตราฐาน ง.13) 
   Amyloglucosidase      pI  3.50 
  Soybean trypsin inhibitor      pI  4.55 
  β-lactoglobulin       pI  5.20 
  Human carbonic anhydrae B     pI  6.55 
  Myoglobin-basic      pI  7.35 
  Lentil lectin acidic      pI  8.15 
  Lentil lectin middle      pI  8.45 
  Lentil lectin basic       pI  8.65 
  Trysinogen       pI  9.30 
 แถวที่ 2 = pH 8.0 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg U/mg อุณหภูมิ 60 oC เวลา 180 นาที  
 แถวที่ 3 = pH 9.5 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg U/mg อุณหภูมิ 60 oC เวลา 180 นาที 
 แถวที่ 4 = pH9.5 ไมใชเอนไซมในการสกดั อุณหภูม ิ60 oC เวลา 180 นาที 
 แถวที่ 5 = pH11.0 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg U/mg อุณหภมูิ 60 oC เวลา 180 นาที 
 
 
 
 
 
 

3.5 
4.55 
5.20 
6.55 
7.35 
8.15 
8.45 
8.65 
9.30 

    5          4            3           2                      1 
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ตารางที่ 4.17 เปรียบเทียบคา pI และ น้ําหนักโมเลกุลของเจละตินทีไ่ดจากการสกัดดวยวิธีตาง ๆ  
 

วิธีการสกัด pI 

การสกัดดวยกรด ได เจละตนิ Type A 
การสกัดดวยดาง ได เจละติน Type B  

7-9∗ 
4.6-5.2∗ 

การสกัดดวย Savinase 12T 
 

6.40-6.54 

 ∗ปฐมพล และ มัณฑนา, 2544  
 
4.9 ศึกษาองค ประกอบของกรดอะมิโนในเจละตินผง  
 
  จากการวิเคราะหกรดอะมิโนโดยการยอยดวยกรดไฮโดรคลอริคความเขมขน 6 N แลว
ทําการวิเคราะหกรดอะมิโนดวย HPLC (แสดงโครมาโตแกรมในภาคผนวก ฉ) ไดผลการวิเคราะหดัง
แสดงในตารางที่ 4.17 พบวาทั้งหนังเปยกและเจละติน(ที่ไดจากการทดลองที่สภาวะที่ใชในการสกัด คือ 
ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg U/mg เวลา 180 นาที อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส pH 9.5) มี
ปริมาณของกรดอะมิโนใกลเคียงกัน และมีกรดอะมิโนหลักเหมือนกัน คือไกลซีนประมาณ 25.13 และ 
26.25โพรลีนประมาณ 13.78 และ 14.62และกรดกลูตามิคประมาณ 10.55 และ 10.72 ตามลําดับ และ
เมื่อเทียบปริมาณกรดอะมิโนของเจละตินที่ไดจากการสกัดดวยเอนไซมในการทดลองนี้กับเจละตินที่ได
จากการสกัดดวยกรดและดางในอุตสาหกรรมพบวามีปริมาณของกรดอะมิโนที่ใกลเคียงกัน ทั้งนี้
ปริมาณของกรดะมิโนในเจละตินนี้จะขึ้นอยูกับวัตถุดิบที่นํามาใชในการสกัดเปนสําคัญ  
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ตารางที่ 4.18   ผลการวิเคราะหกรดอะมิโนของตัวอยางหนังเปยก และ เจละตินที่สกัดไดเทียบกับ 
 เจละตินในอุตสาหกรรม  
 

ปริมาณ (รอยละ) 
เจละตินในอุตสาหกรรม∗∗ AMINO ACIDS  หนังเปยก∗ เจละตินที่สกดัได∗ 

สกัดดวยกรด สกัดดวยดาง 
Aspartic acid 
Serine 
Glutamic acid 
Glycine 
Histidine 
Arginine 
Threonine 
Alanine 
Proline 
Tyrosine 
Valine 
Lysine 
Isoleucine 
Leucine 
Phenylalnine 

6.13 
4.04 
10.56 
25.13 
1.49 
10.08 
2.37 
9.38 
13.79 
1.21 
2.99 
3.91 
2.09 
3.97 
2.86 

6.02 
3.93 

10.73 
26.25 
1.35 

10.05 
2.34 
9.92 

14.63 
0.69 
2.56 
3.91 
1.81 
3.49 
2.32 

6.2-6.7 
2.9-4.1 

11.3-11.7 
26.4-30.5 
0.8-1.0 
8.3-9.1 

2.2 
8.6-10.7 

16.2-18.0 
0.4-0.9 
2.5-2.8 
4.1-5.2 

1.4 
3.1-3.3 
2.1-2.6 

6.6-6.9 
3.2-4.2 

11.1-11.4 
26.9-27.5 
0.7-0.8 
8.6-8.8 

2.2 
9.3-11.0 
14-14.5 
0.2-1.0 
2.6-3.4 
4.5-4.6 
1.7-1.8 
3.1-3.4 
2.2-2.5 

  
∗ คาเฉลี่ยจากการวัด 2 คร้ัง 
∗∗ Aristippos Gennadios, 2002.   
 



บทที่ 5 
 

สรุปผลการทดลอง และขอเสนอแนะ 
 

5.1 สรุปผลการวิจัย 
 
 5.1.1 การศึกษาหาสภาวะทีเ่หมาะสมตอการทํางานของเอนไซม Savinase 12T.ในการยอย
เศษหนังเพื่อใหไดเจละติน  
  - สภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซมในการยอยเศษหนังเพื่อใหไดเจละ
ติน คือ สภาวะที่เอนไซมมีกิจกรรมสูงสุด ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส คาความเปนกรด-ดาง 
เทากับ 9.5  
 
 5.1.2 การศึกษาความสัมพันธระหวางสมบตัิที่สําคัญของเจละตินคือคาความแข็งแรงของ
เจลและคาความหนืดของเจลกับภาวะทีใ่ชในการสกัด 

  - คาความแข็งแรงของเจล ขึ้นอยูกับ เวลา ความเขมขนของเอนไซม อุณหภูมิ คา
ความเปนกรด-ดาง และอิทธิพลรวมของปจจัยทั้งส่ีที่ใชในการสกัด ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 
ไดความสัมพันธเพื่อนํามาใชในการทํานายคาความแข็งแรงของเจล ดังสมการ 

Y  =   35.87X1   +   6.54X2   –   8.52X3   –   35.46 
 - คาความหนืดของเจล ขึ้นอยูกับ กับ เวลา อุณหภูมิ คาความเปนกรด-ดาง และอิทธิพลรวม
ระหวางปจจัยของ ความเขมขนของเอนไซม อุณหภูมิ pH เทานั้นที่มีผลตอคาความหนืดที่ระดับ
ความเชื่อมั่นรอยละ 95 ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 ไดความสัมพันธเพื่อนํามาใชในการทํานาย
คาความหนืดของเจล ดังสมการ 
  Y  =   0.29X1   +   5.74X2 –   3.60X3   +   1.35 

 
5.1.3 การศึกษาการทําบริสุทธิ์และหาน้ําหนักโมเลกุลของเจละติน 
 - เจละตินที่ไดจากการผานคอลัมน Sephadex G-100 เพียงคอลัมนเดียวมีความ

บริสุทธิ์ใกลเคียงกับเจละตินมาตรฐานที่มีความบริสุทธิ์สูง และเจละตินที่ไดจากการผานคอลัมนยัง
มีความสามารถในการเกิดเจล และมีสีและความใสดีขึ้นเมื่อเทียบกับเจละตินที่ยังไมไดผานคอลมัน 

- น้ําหนักโมเลกุลของเจละตินที่ไดจะมีความสัมพันธกับคาความแข็งแรง และ
ความหนืดของเจล แบบแปรผันตาม 

- คา pI ของเจละตินที่ไดจากการสกัดมีคาใกลเคียงกัน อยูในชวง 6.40-6.54 
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- น้ําหนักโมเลกุลของเจละตินจะมีคาลดลงเมื่อความเขมขนของเอนไซมเพิ่มขึ้น 
 

5.2 ขอเสนอแนะ 
 
 5.2.1  ทดลองสกัดเจละตินโดยเปลี่ยนเอนไซมที่ใช เพื่อทดลองหาเอนไซมที่มีความจําเพาะ
ตอการยอยโปรตีนในหนังมากขึ้น และมีราคาที่คุมทุนมากที่สุด  
 
 5.2.2  นําเจละตินที่สกัดไดมาผานการการทําบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น เพื่อใหไดเจละตินที่มีคุณภาพ
ดีมากขึ้น และมีลักษณะเฉพาะที่จะนํามาใชกับงานมากขึ้น 
 
 5.2.3  ทดลองแปรรูปเจละตินที่ไดดวยกระบวนการอื่น เพื่อหาวิธีที่มีคาใชจายคุมทุนที่สุด 
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ภาคผนวก ก 
 

1. องคประกอบของเจละตินท่ีมีความบริสุทธ์ิสูงท่ีใชเปนเจละตินมาตรฐานในการทดลอง 
 

 เจละตินที่มีความบริสุทธิ์สูงที่ใชเปนเจละตินมาตรฐานในการทดลอง มีสมบัติที่ไดจากการ
ทดลอง ดังนี ้
 
ตารางที่ ก.1 องคประกอบเจละตินที่มีความบริสุทธิ์สูง 
 

องคประกอบ ปริมาณโดยเฉลี่ย  
pH 

โปรตีน 
ไขมัน 
ความชื้น 
เถา 

คาความแข็งแรงของเจล 
ความหนดื 
สี (E) 

5.0 
86.16 % 
1.54 % 

10.41 % 
0.22 % 

250 g Bloom 
3.87 cps 

91.16 
 
2. การคํานวณน้ําหนักแหงและปริมาณโปรตีนของเจละตินท่ีไดจากการสกัด 
 
 2.1 Dry Weight Recovery (%) 
 จากการวิเคราะหความชื้นในหนังเปยก พบวาหนังเปยกมีความชื้น 62.83 เปอรเซ็นต ดังนั้น จึง
มีปริมาณของแข็ง (หนังแหง) 37.17 เปอรเซ็นต 
 หนังเปยก 100 กรัม มีน้ําหนักแหง  37.17  กรัม 
ใชหนังเปยกในการทดลอง 500 กรัม คิดเปนน้ําหนักแหง 185.85  กรัม 
 
ในการทดลองใชหนังแหง 185.85 กรัม เติมบัฟเฟอร 2000 มิลลิลิตร เก็บตัวอยางครั้งละ 200 มิลลิลิตร 
 ตัวอยางปริมาตร  2000  มิลลิลิตร มีน้ําหนักแหง  185.85 กรัม 
 ถาตัวอยางปริมาตร 200    มิลลิลิตร มีน้ําหนักแหง  18.58 กรัม 
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ตัวอยางการคํานวณ Dry Weight Recovery (%) 
เจละตินที่ไดจากการการสกัด ที่ความเขมขนของเอนไซม 200 U/mg อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 180 
นาที pH 9.5 ไดเจละตินหนัก 15.8132 กรัม 
 หนังแหงหนัก 18.58 กรัม คิดเปน  100 เปอรเซ็นต 
 ถาเจละตินหนัก 15.8132 กรัม คิดเปน  85.10 เปอรเซ็นต 
 
 2.2 Protein Recovery (%) 
 จากการวิเคราะหโปรตีนในหนังแหง พบวาหนังแหง 1 กรัม มีปริมาณโปรตีน 0.8241 กรัม คิด
เปน 82.41 เปอรเซ็นต 
 หนังแหง 1 กรัม มีโปรตีน 0.8241 กรัม 
ใชหนังแหในการทดลอง 185.85 กรัม มีโปรตีน 153.16 กรัม 
 
ในการทดลองใชหนังแหง 185.85 กรัม เติมบัฟเฟอร 2000 มิลลิลิตร เกบ็ตัวอยางครั้งละ 200 มิลลิลิตร 
 ตัวอยางปริมาตร  2000  มิลลิลิตร มีโปรตีน 153.16 กรัม 
 ถาตัวอยางปริมาตร 200    มิลลิลิตร มีโปรตีน 15.30 กรัม 
 
ตัวอยางการคํานวณ Protein Recovery (%) 
เจละตินที่ไดจากการการสกัด ที่ความเขมขนของเอนไซม 200 U/mg อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 180 
นาที pH 9.5 ไดเจละตินหนัก 15.8132 กรัม มีโปรตีน 12.33 กรัมตอกรัมเจละตินผง 
 โปรตีนเริ่มตน  15.30 กรัม คิดเปน  100 เปอรเซ็นต 
 ถาโปรตีน  12.33 กรัม คิดเปน  80.59 เปอรเซ็นต 
 
3. ผลการวิเคราะหความสัมพันธระหวางสภาวะที่ใชในการสกัด และสมบัติท่ีสําคัญของเจละติน  
 3.1 ความสัมพันธระหวางสภาวะที่ใชในการสกัดกับคาความแข็งแรงของเจล(Gel strength) 
 
ตารางที่ ก.2 ผลลัพธแสดงคาสถิติพรรณนาของสภาวะที่ใชในการสกัดกับคาความแข็งแรงของเจล  

 

Descriptive Statistics

47.6426 40.4744 648
5.0000 2.5840 648
2.5000 1.1189 648
2.0000 .8171 648
2.0000 .8171 648

GEL
TIME
ENZYME
TEMP
PH

Mean Std. Deviation N
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 จากตารางที่ ก.2 จะเห็นไดวาคาความแข็งแรงของเจลที่ไดจากการทดลอง จํานวน 648 ตัวอยาง 
มีคาความแข็งแรงของเจลโดยเฉลี่ยเทากับ 47.64 g Bloom ที่สภาวะที่ใชในการสกัด คือ เวลา 100 นาที 
ความเขมขนของเอนไซมระหวาง 200-5,000 U/mg อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และคาความเปนกรด-
ดาง เทากับ 9.5 
 
ตารางที่ ก.3 คาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ และ คา F และ คา Sig ที่เปลี่ยนไปของสภาวะที่ใชในการสกัด
กับคาความแข็งแรงของเจล  

 จากตารางที่ ก.3 จะเห็นไดวา อุณหภูมิ (TEMP) เวลา (TIME) และ ความเขมขนของเอนไซม 
(ENZYME) มีความสัมพันธกับคาความแข็งแรงของเจลสูงมาก (R = .868) และสามารถอธิบายความผัน
แปรของคาความแข็งแรงของเจลไดถึงรอยละ 75.4 (R2 = .754) 
 
ตารางที่ ก.4 การวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) ของสภาวะที่ใชในการสกัดกับคาความแข็งแรง
ของเจล  

 

ANOVAd

555804.2 1 555804.216 712.261 .000a

504097.9 646 780.337
1059902 647
740271.6 2 370135.791 746.917 .000b

319630.5 645 495.551
1059902 647
799120.9 3 266373.646 657.811 .000c

260781.2 644 404.940
1059902 647

Regression
Residual
Total
Regression
Residual
Total
Regression
Residual
Total

Model
1

2

3

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.

Predictors: (Constant), TEMPa. 

Predictors: (Constant), TEMP, TIMEb. 

Predictors: (Constant), TEMP, TIME, ENZYMEc. 

Dependent Variable: GELd. 

Model Summaryd

.724a .524 .524 27.9345 .524 712.261 1 646 .000

.836b .698 .697 22.2610 .174 372.247 1 645 .000

.868c .754 .753 20.1231 .056 145.329 1 644 .000 .566

Model
1
2
3

R R Square
Adjusted
R Square

Std. Error of
the Estimate

R Square
Change F Change df1 df2 Sig. F Change

Change Statistics
Durbin-W

atson

Predictors: (Constant), TEMPa. 

Predictors: (Constant), TEMP, TIMEb. 

Predictors: (Constant), TEMP, TIME, ENZYMEc. 

Dependent Variable: GELd. 
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 จากตารางที่ ก.4 ผลของการวิเคราะหความแปรปรวน พบวาจากการทดสอบตัวแปรอิสระทั้ง
สามมีความสัมพันธกับตัวแปรตามในรูปเชิงเสนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 
(คา Sig ของทั้ง 3 โมเดลเทากับ .000) แสดงวา สมการถดถอยที่สรางขึ้นสามารถนําไปใชไดจริง 
 
ตารางที่ ก.5 คาสัมประสิทธิ์การถดถอย และการทดสอบความสัมพันธระหวางตัวแปรอิสระแตละตัวกับ
ตัวแปรตามของสภาวะที่ใชในการสกัดกับคาความแข็งแรงของเจล  

 
 จากตารางที่ ก.5 สามารถนําคาสัมประสิทธิ์ถดถอยท่ีไดจากโมเดล 3 มาสรางสมการถดถอยเพื่อ
ทํานายคาตัวแปรตาม (คาความแข็งแรงของเจล) โดยใชคา B ในการสมการถดถอยที่ยังไมไดปรับคา
สัมประสิทธิ์ถดถอย และใชคา Beta ในการสมการถดถอยที่ปรับคาสัมประสิทธิ์ถดถอยแลว และบอก
ความสัมพันธวาไดวาตัวแปรอิสระ คือ อุณหภูมิ (TEMP) และเวลา (TIME) มีความกับตัวแปรตาม (คา
ความแข็งแรงของเจล) ในเชิงบวก สวนความเขมขนของเอนไซม (ENZYME) มีความสัมพันธกับตัว
แปรตามในเชิงลบ โดยพิจารณาจากเคื่องหมายของคาสัมประสิทธิ์ของคา B และสามารถบอกไดวา 
อุณหภูมิ มีอิทธิพลตอคาความแข็งแรงของเจลมากที่สุด รองลงมาคือ เวลา และความเขมขนของเอนไซม 
โดยพิจารณาจากคาสัมประสิทธิ์ถดถอยที่ปรับมาตราฐานแลวของคา Beta ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 
95 (คา Sig ของทั้ง 3 โมเดลเทากับ .000)  
 
  
 
 
 
 

Coefficientsa

-24.095 2.903 -8.299 .000
35.869 1.344 .724 26.688 .000 1.000 1.000

-56.768 2.867 -19.799 .000
35.869 1.071 .724 33.490 .000 1.000 1.000
6.535 .339 .417 19.294 .000 1.000 1.000

-35.459 3.137 -11.303 .000
35.869 .968 .724 37.048 .000 1.000 1.000
6.535 .306 .417 21.343 .000 1.000 1.000

-8.524 .707 -.236 -12.055 .000 1.000 1.000

(Constant)
TEMP
(Constant)
TEMP
TIME
(Constant)
TEMP
TIME
ENZYME

Model
1

2

3

B Std. Error

Unstandardized
Coefficients

Beta

Standardi
zed

Coefficien
ts

t Sig. Tolerance VIF
Collinearity Statistics

Dependent Variable: GELa. 
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ตารางที่ ก.6 ผลลัพธของคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (Correlations) ระหวางตัวแปรตางๆของสภาวะทีใ่ช
ในการสกัดกับคาความแข็งแรงของเจล  

 
 จากตารางที่ ก.6 แสดงใหเห็นวา มีตัวแปรอิสระเพียง 3 คา เทานั้นที่มีความสัมพันธกับตัวแปร
ตาม คือ อุณหภูมิ (TEMP)เวลา (TIME) และ ความเขมขนของเอนไซม (ENZYME) สวนคาความเปน
กรด-ดางไมมีความสัมพันธกับตัวแปรตาม อยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 โดย
ตัวแปรอุณหภูมิมีความสัมพันธกับตัวแปรตาม (คาความแข็งแรงของเจล) มากที่สุด โดยดูไดจากคา r 
(Pearson Correlation) ซ่ึงมีคาสูงกวาตัวแปรอื่น (r = .724) รองลงมาคือ เวลา (r = .417) สวนตัวแปร
ความเขมขนของเอนไซมมีความสัมพันธกับตัวแปรตามเพียง .236 และจะสังเกตเห็นวา ระดับ
ความสัมพันธระหวางตัวแปรอิสระดวยกันมีคาต่ํา ซ่ึงเปนสิ่งที่ดีเพราะในการวิเคราะหการถดถอยนั้นตัว
แปรอิสระตาง ๆ ตองไมมีความสัมพันธกัน 
 
 3.2 ความสัมพันธระหวางสภาวะทีใ่ชในการสกัดกับคาความหนดื (Viscosity) 
 
 ในการอานผลการวิเคราะหจากตารางสามารถทําไดเชนเดยีวกับผลของการวิเคราะหคาความ
แข็งแรงของเจลดังแสดงขางตน  

Correlations

1.000 .417 -.236 .724 -.024
.417 1.000 .000 .000 .000

-.236 .000 1.000 .000 .000
.724 .000 .000 1.000 .000

-.024 .000 .000 .000 1.000
. .000 .000 .000 .272

.000 . .500 .500 .500

.000 .500 . .500 .500

.000 .500 .500 . .500

.272 .500 .500 .500 .
648 648 648 648 648
648 648 648 648 648
648 648 648 648 648
648 648 648 648 648
648 648 648 648 648

GEL
TIME
ENZYME
TEMP
PH
GEL
TIME
ENZYME
TEMP
PH
GEL
TIME
ENZYME
TEMP
PH

Pearson Correlation

Sig. (1-tailed)

N

GEL TIME ENZYME TEMP PH
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ตารางที่ ก.7 ผลลัพธแสดงคาสถิติพรรณนาของสภาวะที่ใชในการสกัดกับคาความหนืด 

 
ตารางที่ ก.8 คาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ และ คา F และ คา Sig ที่เปลี่ยนไปของสภาวะที่ใชในการสกัด
กับคาความหนืด 

 
ตารางที่ ก.9 การวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) ของสภาวะที่ใชในการสกัดกับคาความหนืด 

 

ANOVAd

35.713 1 35.713 135.557 .000a

170.192 646 .263
205.906 647
49.922 2 24.961 103.214 .000b

155.984 645 .242
205.906 647
50.970 3 16.990 70.620 .000c

154.936 644 .241
205.906 647

Regression
Residual
Total
Regression
Residual
Total
Regression
Residual
Total

Model
1

2

3

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.

Predictors: (Constant), TEMPa. 

Predictors: (Constant), TEMP, TIMEb. 

Predictors: (Constant), TEMP, TIME, ENZYMEc. 

Dependent Variable: VISCOSITd. 

Descriptive Statistics

2.1226 .5641 648
5.0000 2.5840 648
2.5000 1.1189 648
2.0000 .8171 648
2.0000 .8171 648

VISCOSIT
TIME
ENZYME
TEMP
PH

Mean Std. Deviation N

Model Summaryd

.416a .173 .172 .5133 .173 135.557 1 646 .000

.492b .242 .240 .4918 .069 58.752 1 645 .000

.498c .248 .244 .4905 .005 4.357 1 644 .037 1.904

Model
1
2
3

R R Square
Adjusted
R Square

Std. Error of
the Estimate

R Square
Change F Change df1 df2 Sig. F Change

Change Statistics
Durbin-W

atson

Predictors: (Constant), TEMPa. 

Predictors: (Constant), TEMP, TIMEb. 

Predictors: (Constant), TEMP, TIME, ENZYMEc. 

Dependent Variable: VISCOSITd. 
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ตารางที่ ก.10 คาสัมประสิทธิ์การถดถอย และการทดสอบความสัมพันธระหวางตัวแปรอิสระแตละตัว
กับตัวแปรตามของสภาวะที่ใชในการสกัดกับคาความหนืด 

 
 
ตารางที่ ก.11 ผลลัพธของคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (Correlations) ระหวางตัวแปรตางๆ ของสภาวะที่
ใชในการสกัดกับคาความหนืด 

 

Coefficientsa

1.548 .053 29.009 .000
.288 .025 .416 11.643 .000 1.000 1.000

1.261 .063 19.905 .000
.288 .024 .416 12.152 .000 1.000 1.000

5.735E-02 .007 .263 7.665 .000 1.000 1.000
1.351 .076 17.664 .000
.288 .024 .416 12.184 .000 1.000 1.000

5.735E-02 .007 .263 7.685 .000 1.000 1.000
-3.60E-02 .017 -.071 -2.087 .037 1.000 1.000

(Constant)
TEMP
(Constant)
TEMP
TIME
(Constant)
TEMP
TIME
ENZYME

Model
1

2

3

B Std. Error

Unstandardized
Coefficients

Beta

Standardi
zed

Coefficien
ts

t Sig. Tolerance VIF
Collinearity Statistics

Dependent Variable: VISCOSITa. 

Coefficientsa

1.548 .053 29.009 .000
.288 .025 .416 11.643 .000 1.000 1.000

1.261 .063 19.905 .000
.288 .024 .416 12.152 .000 1.000 1.000

5.735E-02 .007 .263 7.665 .000 1.000 1.000
1.351 .076 17.664 .000
.288 .024 .416 12.184 .000 1.000 1.000

5.735E-02 .007 .263 7.685 .000 1.000 1.000
-3.60E-02 .017 -.071 -2.087 .037 1.000 1.000

(Constant)
TEMP
(Constant)
TEMP
TIME
(Constant)
TEMP
TIME
ENZYME

Model
1

2

3

B Std. Error

Unstandardized
Coefficients

Beta

Standardi
zed

Coefficien
ts

t Sig. Tolerance VIF
Collinearity Statistics

Dependent Variable: VISCOSITa. 
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ภาคผนวก ข 

 
การเตรียมสาร 

 
1. การเตรียม Azo-casein 

  1.1 เตรียม 0.2% azo-casein  
 ช่ัง azo-casein 1 กรัม เติม absolute ethanol มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร 
คนจนสารละลายหมด แลวจึงเติม toluene 1 มิลลิลิตร 
 วิธีคํานวณแอคติวิตีของเอนไซมแอลคาไลดโปรติเอส 
 1 ยูนิต แอคติวิตี = คาการดูดกลืนแสงที่ 440 เปล่ียนไป 0.1หนวย 
 -ใชเอนไซม 100 ไมโครลิตร คิดเปน แอคติวิตี 1 ยูนิต 
   ถาใชเอนไซม 1000 ไมโครลิตร คิดเปน แอคติวิตี 1x1000/100  =  10 ยูนิต 
   คาการดูดกลืนแสงที่   440   เปล่ียนไป   0.1   หนวย  คิดเปน แอคติวิตี  1  ยูนิต 
 - ถาคาการดูดกลืนแสงที่  440  เปล่ียนไป  1  หนวย  คิดเปน แอคติวิตี 1x1/.01 = 10  ยูนิต 
 ดังนั้น  Activity of alkaline protease = (A440sample- A440control) x 100 
 

2. การเตรียมสารสําหรับอะคริละไมดเจลอิเลคโตรโฟเรซิส   
 
 2.1 โพลีอะคริละไมด  30  เปอรเซ็นต 
  ชั่งอะคริละไมด  30  กรัม  และ  เมทิลรีนบิสอะคริละไมด  0.8  กรัม  ละลายในน้ํา
กล่ัน  100  มิลลิลิตร  คนสารในที่มืด  กรองและเก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส 
 

 2.2 Separating gel  ชนิดที่มีอะคริละไมดความเขมขน  10  เปอรเซ็นต  และ  Stacking 
gel  ชนิดที่มีอะคริละไมดความเขมขน  3  เปอรเซ็นต  ไดจากการผสมสารดังนี้ 
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ตารางที่ ข.1  การเตรียมสารที่ใชในการทําโพลีอะคริละไมดเจล  อิเลคโตรโฟเรซิสแบบดีเนเจอร 
 

 
   
  2.3 บัฟเฟอรที่ใชกับตัวอยาง (Sample buffer) 

  
ชั่งโบรโมฟนอลบลู  0.005  กรัม  นํามาละลายใน  ทริส-ไฮโดรคลอลิค  ความเขมขน  0.5  โมลาร  
pH 6.8  ปริมาตร 12.5  มิลลิลิตร  เติมไกลซีลีน  ปริมาตร  10  มิลลิลิตร  เอสดีเอส  เขมขน  10  
เปอรเซ็นต  ปริมาตร  30  มิลลิลิตร  เติมน้ํากล่ันจนปริมาตรครบ  100  มิลลิลิตร  ผสมใหเปนเนื้อ
เดียวกัน 
 
 2.4 อิเลคโตรโฟเรซิส บัฟเฟอร (Electrophoresis buffer) 
   
  ชั่งทริส(ไฮดรอกซี)-แอมมีโนมีเทน 3.03 กรัม ไกลซีน 14.40 กรัม และ เอสดีเอส 
1.0 กรัม ละลายในน้ํากล่ันปริมาตร 1 ลิตร โดยไมตองปรับคาความเปนกรด-ดาง (คาความเปนกรด
ดางสุดทายประมาณ 8.3) 
 
 
 
 
 
 
 
 

Reagent Stacking  gel  3 % Separating  gel  10% 
30% Acrylamide+0.8% Bis Acryl (ml)   
1.5  M  Tris-HCl   pH 8.8              (ml) 
0.5  M  Tris-HCl   pH 6.8              (ml) 
1%  SDS                                       (ml) 
Distilled  water                              (ml) 
10%  Ammonium  persulfate        (ml) TEMED      
(ml) 

3.9    ml 
- 

0.75   ml 
20     µl 
1.85   ml 
30      µl 
5        µl 

3.75 ml 
2.813 ml 

- 
1.125 ml 
3.25 ml 

   282           µl 
     6             µl 

Total                                          30.25            ml         11.225           ml 
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3. การเตรียมสารสําหรับไอโซอิเลคตริค โฟกัสซิ่ง อิเลคโตรโฟเรซิส  
 
 3.1 การเตรียม 24.25% อะคริละไมด ; 0.75% บิส-อะคริละไมด   
  
  ช่ังอะคริละไมด  24.25  กรัม  และ  เมทิลรีนบิสอะคริละไมด  0.75  กรัม  ละลาย
ในน้ํากลั่น  100  มิลลิลิตร  คนสารในที่มืด  กรองและเก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส 
 
 3.2 การเตรียม 0.1% ไรโบฟลาวิน (Riboflavin) 
 
  ช่ัง ไรโบฟลาวิน 50 มิลลิกรัม เติมน้ํากลั่น 40 มิลลิลิตร นําไปตมจนละลายปรับ
ปริมาตรจนได 50 มิลลิลิตร 
 
ตารางที่ ข.2  การเตรียมสารที่ใชในการทําไอโซอิเลคตริค โฟกัสซ่ิง อิเลคโตรโฟเรซิส  
 

Reagent Volume (ml) 

25 % Polyacrylamide 
H2O 
25 % glyceral 
Ampholyte 
10 % Ammonium persulfate 
0.1 % Riboflavin 
TEMED 

1 
2.75 

1 
0.25 

0.015 
0.050 
0.005 

  
3.3 การเตรียมสารละลายฟกเซทีฟ (Fixative solution) 

 
  ช่ัง Sulfosalicylic acid 4 กรัม และ Trichloroacetic acid 12.5 กรัม ละลายในน้ํา
กล่ัน เติมเมทานอลปริมาตร 30 มิลลิลิตร ลงไป ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนได 100 มิลลิลิตร 
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 3.4 สียอมโปรตีน  ( staining solution) 
  
  ช่ังโคแมสซี  บริลเลียนท  บลู  อาร  250  จํานวน  5  กรัม  ละลายใน  เอทานอล  95  
เปอรเซ็นต  ปริมาตร  450  มิลลิลิตร  กรดกลาเซียลอะซิติค  100  มิลลิลิตร  เติมน้ํากลั่นปริมาตร  
450  มิลลิลิตร  ผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน 
 
 3.5 สารละลายลางสียอมโปรตีน  (destaining solution) 
 

 ผสมเอทานอล  95  เปอรเซ็นต ปริมาตร  250  มิลลิลิตร  กรดกลาเซียลอะซิติค  
100  มิลลิลิตร  เติมน้ํากลั่นปริมาตร  450  มิลลิลิตร  ผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน      
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ภาคผนวก ค 
 

วิธีวิเคราะหสมบัติของเจละติน 
 

1. วิธีหาปริมาณความชื้น (Moisture content)   A.O.A.C. 1980 - 14.004 
 

 1.1  นําถวยอะลูมิเนียมไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 130 องศาเซลเซียส จนน้ําหนัก
คงที่ ทิ้งใหเย็นในโถดูดความชื้นเปนเวลา 1 ชั่วโมง  

 1.2   ช่ังน้ําหนักที่แนนอนของถวยอะลูมิเนียมจากนั้นใสตัวอยางที่ตองการ
วิเคราะหประมาณ 1 กรัม ใหละเอียดถึงทศนิยมตําแหนงที่ 4 (คือมีความผิดพลาดนอยกวา 0.1 มิลลิกรัม) 
ในถวยอะลูมิเนียมบันทึกน้ําหนักที่ไดของตัวอยางกอนอบแหง (A)  

 1.3  นําไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 130 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง นําออก
จากตูอบ ทิ้งใหเย็นในโถดูดความชื้นเปนเวลา 1 ชั่วโมง 

 1.4   ชั่งน้ําหนักที่แนนอน และบันทึกน้ําหนักที่ไดของตัวอยางหลังอบแหง (B) 
  
 คํานวณคาความชื้น ดังนี ้
 

% ความชื้น  = [(A-B)/A] x 100 
 

2. วิธีหาปริมาณเถา (Ash content)   A.O.A.C. 1980 - 14.006 
 

  2.1 นํา crucible ไปเผาที่อุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส จนน้ําหนักคงที่ ทิ้งใหเย็นใน
โถดูดความชื้น  
  2.2 ชั่งน้ําหนักที่แนนอนของ crucible จากนั้นใสตัวอยางที่ตองการวิเคราะห
ประมาณ 2 กรัม ใหละเอียดถึงทศนิยมตําแหนงที่ 4 (คือมีความผิดพลาดนอยกวา 0.1 มิลลิกรัม) ใน 
crucible บันทึกน้ําหนักที่ไดของตัวอยางกอนเผา  
  2.3 นําไปเผาในตูควัน จนควันสีดําหมด 
  2.4 นําไปเผาตอในเตาเผาที่อุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส จนน้ําหนักคงที่ ทิ้งใหเย็น
ในโถดูดความชื้น  
  2.5 ช่ังน้ําหนักที่แนนอน และบันทึกน้ําหนักที่ไดของตัวอยางหลังอบแหง 
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 คํานวณหาปรมิาณเถา ดังนี ้
 
  %  เถา   =   (น้ําหนกั crucible  +  เถา)  -  น้ําหนัก crucible    x    100 

     น้ําหนักตัวอยางที่ใช 
  

 3. การหาปริมาณไขมัน (Soxhlet method)  A.O.A.C. 1980 ขอ 7.056 
 
   3.1  ช่ังตัวอยางแหง  2-3  กรัม  (ทราบน้ําหนักที่แนนอน)  หอดวยกระดาษกรอง
แลวนําไปใสใน  thimble  ใน  extraction tube  ของ  Soxhlet appartus 
   3.2  ใสปโตรเลียมอีเทอรประมาณ  200  มิลลิลิตร  ลงในขวดกนกลมที่ทราบ
น้ําหนักแนนอน 
    3.3  นําไป  reflux  บน  water bath อุณหภูมิประมาณ  65-70  องศาเซลเซียส  โดย
ใหอัตราการกลั่นตัวของปโตรเลียมอีเทอร  2-3  หยดตอวินาที  ใชเวลาในการ  reflux  ประมาณ  10  
ชั่วโมง   3.4  ระเหยเอาปโตรเลียมอีเทอรออกจากขวดกนกลมที่สกัดไขมัน  จากนั้นนําไป
อบที่อุณหภูมิ  100  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  30  นาที  หรือจนกวาจะมีน้ําหนักคงที่แนนอน 

 
   คํานวณหาปรมิาณไขมัน ดังนี้ 
 

% ไขมัน     =     (น้ําหนักขวดกนกลม  +  ไขมัน)  -  น้ําหนักขวดกนกลม     x   100 
     น้ําหนักตัวอยางที่ใช 

 
4. การตรวจสอบปริมาณจุลินทรียทั้งหมด 
  
  การเตรียมเพลตเคานตอะการ (plate count agar) 
   ทริปโตน   5 กรัม 
   ยีสตเอกซแตรกต  2.5 กรัม 
   เดกซโตรส   1 กรัม 
   อะการ    15 กรัม 
   น้ํากลัน    1 ลูกบาศกเดซิเมตร 
 
  นําสวนผสมทั้งหมดใสในน้ํากล่ัน ตมใหละลายใหหมดแบงใสหลอดทดลองหรือขวด
แกว ปดจุก นาํไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
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15 นาที (ควรมีความเปนกรด-ดางสุดทายประมาณ  7.0) เมื่อไดแลวนํามาเทใสเพลต ๆ ละ 
 20 มิลลิลิตร รอจนวุนแข็งตัวแลวจึงนําตัวอยางที่เตรียมไวมาเกลี่ยลงบนผิววุน นําไปบมที่ 37 
องศา-เซลเซียส 
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ภาคผนวก ง 
 

กราฟมาตราฐาน 
 

y = 0.0039x + 0.023
R2 = 0.993

0

0.1
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รูปที่ ง.1 แสดงกราฟมาตราฐาน BSA ของการวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธี Lowry's ของเจละตินที่ไดจาก
 การสกัดที่ pH 8 และ 9.5 ที่เวลา ความเขมขนของเอนไซม และอุณหภมูิตาง ๆ  
 

y = 0.0032x + 0.0185
R2 = 0.9924
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รูปที่ ง.2 แสดงกราฟมาตราฐาน BSA ของการวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธี Lowry's ของตัวอยางหนงัแหง 
 และเจละตินมาตรฐานที่มีความบริสุทธิ์สูง 
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y = 0.0037x + 0.0095

R2 = 0.9965

0
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รูปที่ ง.3 แสดงกราฟมาตราฐาน BSA ของการวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธี Lowry'sของเจละตินทีไ่ดจาก
 การสกัดที่ pH 11 ที่เวลา ความเขมขนของเอนไซม และอุณหภูมิตาง ๆ 

 
 

y = 0.0035x + 0.0125
R2 = 0.9952
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รูปที่ ง.4 แสดงกราฟมาตราฐาน BSA ของการวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธี Lowry's 
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y = -1.2484x + 5.3736
R2 = 0.9712

0

1

2

3

4

5

6

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Relative mobility

log
 10

 (M
.W

.)

 
 

รูปที่ ง.5 แสดงเสนกราฟมาตราฐานของโปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําระหวาง 
ระยะทางการเคลื่อนที่และน้าํหนักโมเลกุล ดวยวิธี SDS-PAGE 

 
 

y = -0.9565x + 5.3247
R2 = 0.9171
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รูปที่ ง.6 แสดงเสนกราฟมาตราฐานของโปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงระหวาง 
ระยะทางการเคลื่อนที่และน้าํหนักโมเลกุล ดวยวิธี SDS-PAGE 
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y = -1.423x + 5.6823
R2 = 0.922
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รูปที่ ง.7 แสดงเสนกราฟมาตราฐานของโปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําระหวาง 
ระยะทางการเคลื่อนที่และน้าํหนักโมเลกุล ดวยวิธี SDS-PAGE 

 
 

y = -1.4532x + 5.6777
R2 = 0.8775
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รูปที่ ง.8 แสดงเสนกราฟมาตราฐานของโปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงระหวาง 
ระยะทางการเคลื่อนที่และน้าํหนักโมเลกุล ดวยวิธี SDS-PAGE 
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y = -1.2233x + 5.4165
R2 = 0.9704
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รูปที่ ง.9 แสดงเสนกราฟมาตราฐานของโปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําระหวาง 
ระยะทางการเคลื่อนที่และน้าํหนักโมเลกุล ดวยวิธี SDS-PAGE 

 
 

y = -0.9469x + 5.308
R2 = 0.9094
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รูปที่ ง.10 แสดงเสนกราฟมาตราฐานของโปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงระหวาง 
ระยะทางการเคลื่อนที่และน้าํหนักโมเลกุล ดวยวิธี SDS-PAGE 
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y = -1.1906x + 5.2088
R2 = 0.99
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รูปที่ ง.11 แสดงเสนกราฟมาตราฐานของโปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําระหวาง 
ระยะทางการเคลื่อนที่และน้าํหนักโมเลกุล ดวยวิธี SDS-PAGE 

 
 

y = -1.6801x + 5.3722
R2 = 0.9621
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รูปที่ ง.12 แสดงเสนกราฟมาตราฐานของโปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงระหวาง 
ระยะทางการเคลื่อนที่และน้าํหนักโมเลกุล ดวยวิธี Native-PAGE 

 
 



 126

y = -1.3514x + 10.527
R2 = 0.9118
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รูปที่ ง.13 แสดงเสนกราฟมาตราฐานของ pI (เมื่อวัดระยะทางการเคลื่อนที่จากขัว้บวกไปยังขัว้ลบ) 
 ระหวางระยะทางการเคลื่อนที่และคาpI ดวยวิธี IEF 
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ภาคผนวก จ 
 

ขอมูลการทดลอง 
 

ตารางที่ จ.1  น้ําหนักของเจละตินหลังจากการทําแหงที่เวลาและความเขมขนตาง ๆ ของเอนไซม 
อุณหภูมิที่ใชในการสกัดคือ 50 องศาเซลเซียส pH 8.0  อัตรากวน 100 รอบตอนาที 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dry Weight Recovery (%) 
ความเขมขนของเอนไซนที่ใชในการสกัดเจละติน 

 
 

เวลา 
(นาที) 

 
 

Volume 
(ml) 

non 
enzyme 

 200 
U/mg 

 1,000 
U/mg 

3,000 
U/mg 

 5,000 
U/mg 

7,500 
U/mg 

10,000 
U/mg 

20 
40 
60 
80 

100 
120 
140 
160 
180 

200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 

17.01 
18.73 
20.54 
22.21 
24.14 
26.27 
28.65 
32.69 
40.11 

17.55 
18.78 
20.41 
22.40 
25.32 
26.94 
28.64 
32.16 
36.80 

17.98 
20.47 
22.56 
26.31 
28.81 
30.19 
35.82 
40.93 
48.51 

19.54 
22.99 
26.77 
30.50 
33.87 
37.46 
41.39 
47.29 
56.32 

19.60 
28.20 
32.86 
33.29 
37.89 
46.64 
51.50 
53.28 
58.39 

18.71 
24.25 
27.85 
32.10 
35.94 
41.35 
43.07 
48.74 
53.00 

20.56 
25.11 
28.93 
33.05 
38.29 
40.04 
49.78 
54.79 
61.03 



 128

ตารางที่ จ.2  ปริมาณโปรตีนของเจละตินหลังจากการทําแหงที่เวลาและความเขมขนตาง ๆ ของเอนไซม 
อุณหภูมิที่ใชในการสกัดคือ 50 องศาเซลเซียส pH 8.0 อัตรากวน 100 รอบตอนาที 
 

 
 
 

Protein Recovery (%) 
ความเขมขนของเอนไซนที่ใชในการสกัดเจละติน 

 
 

เวลา 
(นาที) 

non 
enzyme 

 200 
U/mg 

 1,000 
U/mg 

3,000 
U/mg 

5,000 
U/mg 

7,500 
U/mg 

10,0000 U/mg 

20 
40 
60 
80 

100 
120 
140 
160 
180 

9.08 
10.58 
13.07 
16.20 
19.73 
22.88 
26.67 
32.81 
42.02 

6.47 
9.21 
12.61 
17.19 
23.00 
25.36 
28.23 
33.39 
40.13 

8.23 
10.84 
15.94 
21.76 
26.08 
31.43 
36.67 
43.39 
53.33 

12.48 
13.13 
17.19 
24.50 
32.29 
36.47 
41.57 
51.30 
63.98 

15.68 
19.80 
24.70 
29.34 
38.76 
50.06 
57.96 
60.98 
70.91 

15.03 
20.13 
23.92 
30.19 
36.14 
41.83 
45.22 
51.50 
58.30 

21.57 
26.40 
30.78 
35.36 
41.43 
48.62 
56.80 
65.09 
72.74 
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 ตารางที่ จ.3 คาความแข็งแรงของเจล ของเจละตินที่เวลาและความเขมขนตาง ๆ ของเอนไซมที่ใชในการทดลองที่ 50 °C pH 8.0  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความแข็งแรงของเจลของเจละตินที่ได (g Bloom) 
ความเขมขนของเอนไซนที่ใชในการสกัดเจละติน 

non enzyme  200 U/mg 1,000 U/mg  3,000 U/mg  5,000 U/mg  7,500 U/mg  10,000 U/mg 

 
 

เวลา 
(นาที) 

⎯X± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X ± SD 

20 
40 
60 
80 
100 
120 
140 
160 
180 

17.6 ± 0.0 
25.7 ± 0.9 
37.8 ± 0.6 
47.4 ± 0.2 

53.2 ± 3.10.3 
67.7 ± 3.8 
81.1 ± 5.9 
96.9 ± 8.6 
118.3 ± 2.0 

19.7 ± 0.9 
29.4 ± 1.3 
40.9 ± 0.8 
53.7 ± 0.6 
66.6 ± 2.1 
83.7 ± 1.2 
98.9 ± 0.8 

115.8 ± 1.9 
129.9 ± 3.3 

15.3 ± 0.3 
29.2 ± 0.2 
46.5 ± 0.8 
64.3 ± 1.6 
74.7 ± 1.4 
92.1 ± 0.8 
80.8 ± 6.2 

123.6 ± 0.2 
129.6 ± 2.8 

16.7 ± 0.6 
26.8 ± 0.1 
30.3 ± 2.8 
36.3 ± 2.8 
41.1 ± 0.9 
35.6 ± 0.8 
45.8 ± 2.4 
49.9 ± 0.8 
38.3 ± 0.0 

32.9 ± 3.0 
37.30 ± 0.2 
46.5 ± 0.1 
56.8 ± 0.0 
59.9 ± 0.6 
40.8 ± 1.8 
45.2 ± 4.9 
42.5 ± 0.2 
19.1 ± 0.0 

9.0 ± 0.0 
20.2 ± 0.4 
14.8 ± 0.1 
27.0 ± 0.0 
13.0 ± 0.4 
13.0 ± 0.0 
19.1 ± 1.7 
9.3 ± 0.1 

ND 

ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 



 

 

130 

 

ตารางที่ จ.4 ความหนดืของเจละตินที่เวลาและความเขมขนตาง ๆ ของเอนไซมที่ใชในการทดลองที่ 50 °C pH 8.0 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความหนดืของเจละตินทีไ่ด (cP) 
ความเขมขนของเอนไซนที่ใชในการสกัดเจละติน 

non enzyme 200 U/mg 1,000 U/mg 3,000 U/mg 5,000 U/mg 7,500 U/mg 10,000 U/mg 

 
 

เวลา 
(นาที) 

⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD 
20 
40 
60 
80 
100 
120 
140 
160 
180 

1.21 ± 0.06 
1.34 ± 0.02 
1.49 ± 0.06 
1.70 ± 0.04 
1.87 ± 0.01 
2.15 ± 0.01 
2.38 ± 0.14 
2.55 ± 0.04 
2.91 ± 0.03 

1.21 ± 0.00 
1.36 ± 0.00 
1.43 ± 0.01 
1.61 ± 0.04 
1.71 ± 0.02 
1.79 ± 0.01 
1.88 ± 0.02 
2.13 ± 0.07 
2.25 ± 0.04 

1.08 ± 0.02 
1.22 ± 0.04 
1.38 ± 0.04 
1.49 ± 0.02 
1.60 ± 0.00 
1.71 ± 0.00 
1.57 ± 0.01 
2.05 ± 0.02 
2.20 ± 0.04 

1.07 ± 0.02 
1.19 ± 0.02 
1.27 ± 0.02 
1.33 ± 0.03 
1.44 ± 0.02 
1.43 ± 0.00 
1.51 ± 0.00 
1.59 ± 0.02 
1.52 ± 0.04 

1.12 ± 0.02 
1.17 ± 0.00 
1.30 ± 0.00 
1.46 ± 0.03 
1.49 ± 0.00 
1.33 ± 0.02 
1.42 ± 0.08 
1.44 ± 0.04 
1.33 ±0.08 

1.31 ± 0.00 
1.29 ± 0.09 
1.30 ± 0.01 
1.29 ± 0.09 
1.26 ± 0.03 
1.19 ± 0.00 
1.44 ± 0.11 
1.28 ± 0.01 
1.30 ± 0.19 

1.07 ± 0.00 
1.31 ± 0.16 
1.26 ± 0.14 
1.28 ± 0.30 
1.49 ± 0.03 
1.16 ± 0.06 
1.46 ± 0.07 
1.14 ± 0.02 
1.20 ± 0.02 
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ตารางที่ จ.5 น้าํหนักแหงของเจละตินทีไ่ดจากการสกัดทีค่วามเขมขนของเอนไซมเทากับ 200 U/mg ที่เวลา อุณหภมูิ และ pH ตาง ๆ  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dry Weight Recovery (%) 
Concentration of enzyme  200 U/mg 

pH 8.0 pH 9.5 pH 11.0 

 
 

Time (min) 
40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 

20 
40 
60 
80 
100 
120 
140 
160 
180 

15.98 
16.69 
18.06 
18.21 
19.71 
20.38 
22.10 
24.20 
25.93 

18.11 
20.98 
22.74 
24.88 
28.53 
31.55 
35.34 
40.30 
44.87 

22.50 
27.39 
30.59 
35.19 
39.18 
43.27 
51.37 
61.37 
78.23 

15.48 
16.38 
16.68 
18.52 
18.89 
19.77 
21.24 
23.40 
26.49 

18.90 
20.57 
24.20 
26.51 
31.13 
34.24 
36.49 
43.21 
50.53 

21.12 
25.09 
29.45 
32.65 
39.24 
43.45 
50.94 
64.64 
85.10 

17.69 
18.67 
18.80 
19.54 
21.08 
22.00 
24.24 
25.78 
29.35 

20.10 
21.99 
24.62 
26.38 
29.80 
32.64 
36.39 
42.09 
53.33 

 23.50 
27.51 
29.37 
34.01 
38.09 
43.67 
50.90 
57.78 
73.19 
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ตาราง จ.6 น้ําหนักแหงของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 5,000 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ 
 

Dry weigh Recovery (%)  
 

Time (min) 
Concentration of enzyme 5000 U/mg 

pH 8.0 pH 9.5 pH 11.0 
40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 

20 
40 
60 
80 
100 
120 
140 
160 
180 

17.54 
18.71 
23.18 
25.31 
25.41 
27.06 
29.69 
31.01 
32.95 

19.20 
24.33 
27.65 
32.35 
34.95 
39.35 
44.15 
50.34 
58.75 

23.57 
29.55 
34.20 
38.04 
42.47 
47.24 
52.38 
59.62 
71.83 

17.29 
20.25 
22.81 
25.02 
29.01 
31.68 
35.03 
36.97 
40.54 

19.79 
24.87 
29.34 
33.24 
37.40 
42.19 
45.86 
51.38 
56.68 

22.48 
28.61 
34.00 
37.48 
42.87 
47.96 
54.97 
62.29 
76.75 

17.34 
19.19 
21.50 
23.58 
26.44 
29.71 
32.93 
37.92 
43.74 

21.45 
25.73 
29.49 
33.65 
37.13 
41.89 
46.90 
51.36 
58.32 

23.91 
27.74 
31.46 
36.34 
44.03 
46.81 
54.60 
63.33 
73.22 
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ตาราง จ.7 น้ําหนักแหงของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 10,000 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ 

 
Dry weigh Recovery (%) 

Concentration of enzyme 10,000 U/mg 
pH 8.0 pH 9.5 pH 11.0 

 
 

Time (min) 
40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 

20 
40 
60 
80 
100 
120 
140 
160 
180 

15.31 
20.50 
22.38 
24.54 
25.30 
28.59 
32.26 
35.32 
39.54 

21.38 
27.08 
32.50 
36.28 
39.87 
45.27 
48.96 
54.86 
61.89 

26.75 
33.12 
37.59 
40.54 
41.14 
45.28 
53.66 
62.28 
76.81 

18.54 
20.66 
24.50 
28.67 
32.81 
36.67 
39.85 
41.70 
46.68 

 21.84 
27.78 
32.93 
38.30 
41.86 
46.64 
49.80 
47.85 
61.49 

26.57 
32.96 
38.76 
43.65 
46.84 
52.16 
56.90 
65.49 
78.81 

18.22 
21.35 
23.43 
25.77 
28.96 
31.97 
33.87 
38.06 
44.84 

21.31 
25.79 
30.49 
35.95 
40.57 
41.33 
48.44 
53.77 
62.84 

23.82 
25.38 
28.98 
32.98 
38.41 
42.06 
49.28 
57.22 
78.89 
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  ตาราง จ.8 น้ําหนักแหงของเจละตินที่ไดจากการสกัดโดยไมใชเอนไซม ที่เวลา อุณหภมูิ และ pH 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dry weigh Recovery (%) 
Non enzyme  

pH 8.0 pH 9.5 pH 11.0 

 
 

Time (min) 
40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 

20 
40 
60 
80 
100 
120 
140 
160 
180 

16.84 
17.38 
18.19 
19.00 
19.45 
20.24 
20.71 
22.17 
24.23 

19.60 
21.43 
23.17 
25.55 
26.94 
31.48 
32.50 
36.11 
45.04 

20.65 
23.57 
26.06 
29.46 
33.42 
37.32 
42.26 
50.33 
62.19 

16.57 
17.03 
16.79 
18.13 
18.47 
19.67 
21.13 
22.20 
24.92 

18.37 
19.93 
21.39 
22.81 
24.41 
26.25 
29.55 
33.06 
37.79 

21.83 
24.58 
27.76 
31.12 
33.56 
38.12 
45.24 
51.10 
61.86 

16.92 
17.62 
18.31 
19.51 
20.23 
20.40 
20.52 
21.49 
23.15 

20.66 
24.99 
24.18 
26.01 
27.93 
28.61 
33.98 
37.97 
45.66 

 22.11 
24.86 
27.85 
31.72 
35.61 
40.39 
46.11 
57.26 
69.21 
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ตารางที่ จ.9 ปริมาณโปรตีนของเจละตินทีไ่ดจากการสกดัที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 200 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Protein Recovery (%) 
Concentration of enzyme  200 U/mg 

pH 8.0 pH 9.5 pH 11.0 

 
 

Time (min) 
40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 

20 
40 
60 
80 

100 
120 
140 
160 
180 

4.64 
5.81 
7.58 
10.84 
12.88 
18.36 
21.83 
26.14 
30.65 

5.29 
10.84 
15.68 
19.54 
23.59 
28.88 
35.16 
44.64 
53.07 

 

14.38 
19.80 
25.88 
32.68 
39.48 
45.62 
55.88 
71.04 
81.18 

8.95 
10.19 
10.98 
13.46 
14.83 
16.33 
19.34 
24.70 
28.49 

7.06 
11.50 
16.92 
24.58 
35.42 
39.80 
44.31 
50.52 
60.26 

7.97 
11.70 
16.67 
21.76 
31.90 
37.51 
52.16 
69.01 
80.59 

2.16 
3.27 
3.79 
4.24 
5.56 
6.86 
9.15 

11.30 
15.29 

5.56 
7.51 

10.00 
11.76 
17.25 
20.84 
25.68 
31.83 
42.61 

6.73 
9.01 

11.11 
13.66 
15.68 
20.78 
33.86 
44.44 
66.27  
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ตาราง จ.10  ปริมาณโปรตีนของตัวอยางทีไ่ดจากการสกดัที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 5,000 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ 
 

Protein Recovery (%) 
Concentration of enzyme 5000 U/mg 

pH 8.0 pH 9.5 pH 11.0 

 
 

Time (min) 
40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 

20 
40 
60 
80 
100 
120 
140 
160 
180 

9.35 
11.50 
16.67 
19.74 
21.83 
24.84 
29.28 
33.86 
38.95 

15.56 
20.98 
25.56 
31.44 
36.41 
42.22 
48.22 
58.95 
70.72 

16.60 
22.61 
27.97 
32.29 
37.84 
45.56 
53.66 
67.84 
84.90 

10.00 
12.81 
15.23 
18.37 
23.37 
29.08 
35.16 
41.44 
48.30 

15.57 
20.65 
25.62 
29.22 
34.38 
41.83 
49.82 
57.65 
67.71 

16.01 
20.78 
16.21 
30.07 
37.91 
46.41 
57.65 
68.10 
88.76 

2.22 
3.53 
5.10 
8.10 

12.48 
17.45 
21.70 
30.33 
39.87 

10.92 
13.66 
16.27 
19.35 
22.22 
29.41 
34.51 
46.80 
58.69 

12.81 
16.34 
20.07 
26.01 
34.12 
38.17 
49.41 
60.85 
74.12 
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ตาราง จ.11 ปริมาณโปรตีนของตัวอยางทีไ่ดจากการสกดัที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 10,000 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Protein Recovery (%) 
Concentration of enzyme 10,000 U/mg 

pH 8.0 pH 9.5 pH 11.0 

 
 

Time (min) 
40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 

20 
40 
60 
80 
100 
120 
140 
160 
180 

5.88 
9.02 
12.42 
15.82 
21.37 
25.88 
31.05 
37.84 
46.21 

15.42 
20.72 
26.14 
30.46 
34.18 
40.20 
46.41 
57.71 
73.01 

20.13 
27.12 
32.94 
39.41 
43.01 
43.53 
60.07 
71.76 
92.42 

12.16 
15.29 
19.80 
25.03 
28.95 
33.79 
39.54 
45.03 
55.29 

14.97 
23.40 
28.50 
40.46 
45.23 
51.18 
56.01 
54.84 
72.09 

16.99 
23.07 
32.81 
40.00 
49.93 
56.34 
63.73 
74.51 
93.07 

6.01 
8.63 

11.63 
16.73 
21.57 
25.23 
29.48 
34.18 
42.22 

7.58 
9.74 

12.55 
15.29 
17.65 
27.12 
38.24 
47.52 
61.96 

12.55 
14.12 
17.52 
20.72 
25.75 
32.75 
42.35 
51.57 
78.69 
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  ตาราง จ.12 แสดงปริมาณโปรตีนของตัวอยางที่ไดจากการสกัดโดยไมใชเอนไซม ที่เวลา อุณหภมูิ และ pH ตาง ๆ  
 

Protein Recovery (%) 
Non enzyme  

pH 8.0 pH 9.5 pH 11.0 

 
 

Time (min) 
40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 

20 
40 
60 
80 
100 
120 
140 
160 
180 

7.45 
8.50 
10.78 
12.94 
16.01 
17.32 
18.04 
20.59 
23.27 

11.24 
14.05 
17.71 
21.37 
23.01 
29.02 
30.59 
36.34 
47.06 

16.01 
20.00 
23.66 
29.08 
36.01 
41.31 
48.24 
57.71 
72.94 

7.84 
8.76 
8.95 

11.44 
13.33 
15.69 
18.43 
20.92 
24.64 

16.08 
18.50 
20.26 
22.09 
24.25 
27.45 
32.16 
36.80 
43.40 

15.69 
20.13 
22.22 
33.73 
37.97 
44.38 
53.33 
60.65 
69.28 

4.12 
5.29 
6.34 
7.91 
9.22 
9.87 

10.59 
11.57 
13.07 

12.03 
13.07 
14.84 
17.19 
19.15 
21.18 
27.58 
32.68 
40.98 

9.80 
12.29 
16.80 
21.90 
26.08 
33.27 
42.42 
55.29 
74.44 
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ตารางที่ จ.13 คาความแข็งแรลของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 200 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ 

 
 

ความแข็งแรงของเจล (g Bloom) 
Concentration of enzyme  200 U/mg 

pH 8.0 pH 9.5 pH 11.0 
40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 

 
 

Time 
(min) 

⎯X± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X ± SD ⎯X± SD ⎯X± SD 

20 
40 
60 
80 
100 
120 
140 
160 
180 

ND 
ND 

14.2 ± 4.1 
15.6 ± 1.3 
19.6 ± 0.6 
18.8 ± 0.5 
23.9 ± 0.4 
43.1 ± 0.6 
60.3 ± 1.0 

19.4 ± 2.8 
41.6 ± 1.0 
48.1 ± 1.1 
73.8 ± 3.9 
83.9 ± 1.9 
95.4 ± 1.8 
121.0 ± 7.6 
115.0 ± 3.8 
158.0 ± 1.4 

56.0 ± 2.0 
84.8 ± 1.3 

109.3 ± 1.9 
121.4 ± 0.2 
128.3 ± 0.1 
152.0 ± 2.1 
161.6 ± 5.8 
155.6 ± 1.2 
160.0 ± 5.9 

ND 
4.6 ± 0.3 

11.4 ± 1.3 
14.7 ± 1.5 
20.4 ± 0.8 
28.7 ± 0.5 
33.8 ± 1.2 
 37.6 ± 0.5 
54.2 ± 2.6 

16.3 ± 0.1 
 29.2 ± 2.2 
45.0 ± 0.1 
58.2 ± 0.6 
68.8 ± 1.2 
82.8 ± 8.2 
94.6 ± 5.3 

111.9 ± 6.9 
124.8 ± 12.8 

34.6 ± 1.20 
54.4 ± 1.27 
74.1 ± 1.55 
87.7 ± 0.70 
95.6 ± 1.27 

101.7 ± 2.33 
121.6 ± 2.46 

124.0 ± 10.39 
 141.8 ± 5.79 

ND 
ND 

8.9 ± 1.69 
13.7 ± 1.06 
18.3 ± 3.39 
22.8 ± 0.10 
27.7 ± 1.13 
31.4 ± 2.33 
48.3 ± 3.25 

16.9 ± 0.84 
32.6 ± 0.28 
39.0 ± 0.64 
49.3 ± 5.16 
65.1 ± 5.44 
76.4 ± 0.98 
90.0 ± 3.88 

100.7 ± 4.03 
 126.1 ± 5.44 

24.1 ± 0.22 
48.8 ± 1.76 
69.2 ± 0.14 
78.7 ± 1.41 

107.7 ± 2.61 
108.9 ± 4.94 
115.0 ± 2.76 
139.2 ± 2.36 
126.4 ± 4.59  
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ตารางที่ จ.14  คาความแข็งแรงของเจละตนิที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 5,000 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ 

 

 

ความแข็งแรงของเจล (g Bloom) 
Concentration of enzyme 5,000 U/mg 

pH 8.0 pH 9.5 pH 11.0 
40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 

 
 

Time 
(min) 

⎯X± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X ± SD ⎯X± SD ⎯X± SD 

20 
40 
60 
80 
100 
120 
140 
160 
180 

ND 
12.4 ± 0.8 
11.4 ± 0.3 
17.3 ± 0.6 

ND 
ND 
ND 
ND 
ND 

 

ND 
27.0 ± 0.2 
8.0 ± 0.6 
23.4 ± 2.3 
40.0 ± 3.4 
40.8 ± 4.3 
41.3 ± 0.0 
43.4 ± 2.4 
28.8 ± 5.8 

53.7 ± 1.1 
77.8 ± 3.6 
80.8 ± 3.8 
97.0 ± 0.0 
90.1 ± 0.2 
99.1 ± 2.0 
88.4 ± 3.8 
91.8 ± 1.0 
81.7 ± 2.1 

ND 
11.1 ± 0.1 
15.0 ± 0.1 
20.1 ± 0.7 
21.2 ± 2.8 
25.5 ± 1.4 
26.8 ± 0.8 
31.7 ± 3.8 
33.1 ± 0.8 

25.3 ± 2.0 
32.3 ± 0.6 
40.4 ± 0.8 
40.0 ± 1.2 
 42.9 ± 0.1 
40.8 ± 3.3 
39.3 ± 1.0 
43.4 ± 4.3 
38.2 ± 2.1 

42.2 ± 0.8 
59.2 ± 1.0 
74.6 ± 1.3 
81.0 ± 2.6 
85.0 ± 2.6 
91.3 ± 2.2 
95.2 ± 3.8 

107.3 ± 2.4 
107.2 ± 1.6 

ND 
ND  

5.6 ± 0.2 
5.6 ± 0.0 

13.0 ± 0.3 
18.2 ± 0.1 
21.9 ± 1.6 
24.3 ± 1.3 
30.7 ± 0.1 

14.1 ± 0.3 
23.8 ± 1.2 
30.9 ± 0.6 
29.4 ± 0.6 
33.1 ± 2.3 
33.0 ± 1.2 
37.6 ± 3.1 
44.3 ± 0.3 
46.3 ± 4.1 

44.5 ± 2.1 
57.7 ± 0.1 
74.2 ± 1.4 
79.9 ± 3.0 
77.8 ± 3.0 

106.1 ± 4.6 
105.1 ± 1.6 
125.2 ± 0.8 
141.1 ± 7.1 
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ตารางที่ จ.15 คาความแข็งแรงของเจละตนิที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 10,000 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ 

 
 

ความแข็งแรงของเจล (g Bloom) 
Concentration of enzyme 10,000 U/mg 

pH 8.0 pH 9.5 pH 11.0 
40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 

 
 

Time 
(min) 

⎯X± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X ± SD ⎯X± SD ⎯X± SD 

20 
40 
60 
80 

100 
120 
140 
160 
180 

ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 

ND 
9.8 ± 2.8 
17.4 ± 1.8 
15.8 ± 3.1 
18.7 ± 0.0 
10.8 ± 0.4 
10.4 ± 0.2 
7.9 ± 0.1 
9.0 ± 0.3 

49.3 ± 1.9 
67.8 ± 1.0 
74.8 ± 1.8 
75.2 ± 1.9 
81.6 ± 6.1 
80.1 ± 2.1 
80.2 ± 2.4 
70.5 ± 4.6 
73.8 ± 4.1 

ND 
ND 
ND 
ND 

7.4 ± 1.0 
8.0 ± 2.1 
9.8 ± 1.3 
9.2 ± 1.0 

ND 

11.7 ± 0.0 
15.6 ± 1.0 
14.6 ± 1.6 
13.9 ± 0.3 
14.0 ± 0.2 
10.4 ± 0.5 
9.7 ±  0.4 
6.9 ±  0.8 

ND   

33.0 ± 2.2 
48.5 ± 0.8 
45.8 ± 1.0 
54.8 ± 0.2 
59.5 ± 1.6 
59.4 ± 0.7 
64.3 ± 0.2 
63.9 ± 2.6 

65.2 ± 1.83 

ND 
ND 
ND 

6.9 ± 0.2 
6.7 ± 0.8 
8.4 ± 0.2 

10.9 ± 0.2 
12.0 ± 1.2 
13.0 ± 2.6 

12.1 ± 1.2 
16.2 ± 0.7 
17.5 ± 0.8 
19.2 ± 0.6 
19.4 ± 1.8 
22.0 ± 4.8 
22.2 ± 1.9 
25.0 ± 0.1 
24.3 ± 2.3 

33.0 ± 0.6 
52.2 ± 3.4 
65.1 ± 1.4 
79.0 ± 3.2 
93.9 ± 1.4 

101.2 ± 1.6 
107.3 ± 4.3 
120.4 ± 2.1 
128.6 ± 6.1 
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ตารางที่ จ.16 คาความแข็งแรงของเจละตนิที่ไดจากการสกัดโดยไมใชเอนไซม ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ 

 
 

ความแข็งแรงของเจล (g Bloom) 
Non enzyme  

pH 8.0 pH 9.5 pH 11.0 
40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 

 
 

Time (min) 

⎯X± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X ± SD ⎯X± SD ⎯X± SD 

20 
40 
60 
80 

100 
120 
140 
160 
180 

ND 
ND 

8.0 ±  1.2 
11.2 ± 2.0 
14.2 ± 2.6 
18.7 ± 0.2 
24.0 ± 1.4 
26.0 ± 3.0 
29.1 ± 0.8 

25.2 ± 0.8 
34.2 ± 0.3 
44.7 ± 3.6 
24.1 ± 0.4 
59.3 ± 1.8 
38.9 ± 1.0 
71.5 ± 3.9 
80.2 ± 0.1 
99.2 ± 2.8  

41.0 ± 0.6 
50.1 ± 3.1 
69.8 ± 2.9 
78.4 ± 3.6 
84.6 ± 7.8 
97.1 ± 3.5 

113.9 ± 2.6 
127.0 ± 3.6 
165.8 ± 6.6 

ND 
6.8 ± 0.1 

11.2 ± 0.1 
16.4 ± 0.1 
19.3 ± 1.9 
27.3 ± 0.3 
30.7 ± 2.6 
36.8 ± 1.9 
50.6 ± 2.4 

 

22.7 ± 0.2 
27.4 ± 0.2 
38.4 ± 1.4 
51.0 ± 0.2 
51.9 ± 0.7 
59.3 ± 1.9 
79.9 ± 3.3 

96.3 ± 11.1 
114.0 ± 7.8 

38.4 ± 0.1 
51.6 ± 4.8 
57.3 ± 6.8 
70.0 ± 1.2 
75.1 ± 4.5 
79.2 ± 1.3 
90.3 ± 3.2 

114.7 ± 16.4 
124.1 ± 0.4 

ND 
ND 
ND 

10.2 ±  0.4 
11.3 ± 0.8 
12.4 ± 0.2 
15.6 ± 0.6 
22.5 ± 0.8 
28.5 ± 0.6 

14.8 ± 1.0 
23.1 ± 0.4 
29.5 ± 0.2 
39.0 ± 1.0 
48.4 ± 2.2 

 62.9 ± 13.8 
68.6 ± 4.1 
82.4 ± 3.2 

106.0 ± 2.9   

24.8 ± 0.1 
32.0 ± 1.0 
49.5 ± 3.5 
66.1 ± 2.0 
79.7 ± 0.7 
82.4 ± 3.4 

104.0 ± 6.0 
88.9 ± 11.3 
148.3 ± 4.1  
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ตารางที่ จ.17 คาความหนดืของเจละตินทีไ่ดจากการสกดัที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 200 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ  

 
 

ความหนดื (cP) 
Concentration of enzyme  200 U/mg 

pH 8.0 pH 9.5 pH 11.0 
40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 

 
 

Time 
(min) 

⎯X± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X ± SD ⎯X± SD ⎯X± SD 

20 
40 
60 
80 

100 
120 
140 
160 
180 

1.65 ± 0.07 
1.60 ± 0.08 
1.76 ± 0.04 
1.73 ± 0.00 
1.79 ± 0.00 
1.78 ± 0.06 
1.84 ±  0.02 
1.89 ± 0.00 
1.96 ± 0.02 

1.73 ± 0.04 
1.89 ± 0.04 
1.92 ± 0.00 
2.20 ± 0.02 
2.32 ± 0.02 
2.16 ± 0.07 
2.27 ± 0.04 
2.22 ± 0.02 
2.36 ± 0.09 

2.06 ± 0.06 
2.29 ± 0.07 
2.43 ± 0.04 
2.44 ± 0.02 
2.48 ± 0.02 
2.59 ± 0.04 
2.64 ± 0.07 
2.62 ± 0.05 
2.43 ± 0.00 

1.68 ± 0.02 
1.70 ± 0.00 
1.76 ± 0.00 
1.70 ± 0.00 
1.82 ± 0.00 
1.92 ± 0.00 
1.95 ± 0.00 
2.02 ± 0.00 
2.14 ± 0.00 

1.78 ± 0.02 
1.90 ± 0.02 
1.98 ± 0.00 
2.08 ± 0.00 
2.12 ± 0.02 
2.26 ± 0.02 
2.39 ± 0.02 
2.44 ± 0.02 
2.48 ± 0.02 

1.99 ± 0.05 
2.13 ± 0.07 
2.34 ± 0.05 
2.42 ± 0.11 
2.47 ± 0.05 
2.59 ± 0.00 
2.66 ± 0.05 
2.69 ± 0.00 
2.74 ± 0.02 

1.63 ± 0.04 
1.70 ± 0.00 
1.71 ± 0.02 
1.73 ± 0.04 
1.76 ± 0.04 
1.80 ± 0.02 
1.90 ±0.02 
1.95 ± 0.00 
2.07 ± 0.02  

1.79 ± 0.00 
1.90 ± 0.02 
1.97 ± 0.07 
2.12 ± 0.02 
2.18 ± 0.05 
2.39 ± 0.06 
2.44 ± 0.02 
2.56 ± 0.04 
2.58 ± 0.02 

2.05 ± 0.04 
2.21 ± 0.00 
2.40 ± 0.00 
2.53 ± 0.00 
2.72 ± 0.04 
2.78 ± 0.00 
2.83 ± 0.02 
3.01 ± 0.00 
3.07 ± 0.04 
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ตารางที่ จ.18 คาความหนดืของเจละตินทีไ่ดจากการสกดัที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 5,000 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ  

 

 
 

ความหนดื (cP) 
Concentration of enzyme 5,000 U/mg 

pH 8.0 pH 9.5 pH 11.0 
40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 

 
 

Time 
(min) 

⎯X± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X ± SD ⎯X± SD ⎯X± SD 

20 
40 
60 
80 

100 
120 
140 
160 
180 

1.65 ± 0.07 
1.60 ± 0.08 
1.76 ± 0.04 
1.73 ± 0.00 
1.79 ± 0.00 
1.78 ± 0.06 
1.84 ± 0.02 
1.89 ± 0.00 
1.96 ± 0.00 

1.73 ± 0.04 
1.89 ± 0.04 
1.92 ± 0.00 
2.20 ± 0.02 
2.32 ± 0.02 
2.16 ± 0.07 
2.27 ± 0.04 
2.22 ± 0.02 
2.36 ± 0.09 

2.06 ± 0.06 
2.29 ± 0.07 
2.43 ± 0.04 
2.44 ± 0.02 
2.48 ± 0.02 
2.59 ± 0.04 
2.64 ± 0.07 
2.62 ±  0.05 
2.43 ± 0.00 

1.68 ± 0.02 
1.70 ± 0.00 
1.76 ± 0.00 
1.70 ± 0.00 
1.82 ± 0.00 
1.92 ± 0.00 
1.95 ± 0.00 
2.02 ± 0.00 
2.14 ± 0.00 

1.78 ± 0.02 
1.90 ± 0.02 
1.98 ± 0.00 
2.08 ± 0.00 
2.12 ± 0.02 
2.26 ± 0.02 
2.39 ± 0.02 
2.44 ± 0.02 
2.48 ± 0.02  

1.99 ±  0.05 
2.13 ± 0.07 
2.34 ± 0.05 
2.42 ± 0.11 
1.47 ± 0.05 
2.59 ± 0.00 
2.66 ± 0.05 
2.69 ± 0.00 
2.74 ± 0.02 

1.71 ± 0.02 
1.71 ± 0.02 
1.76 ± 0.00 
1.82 ± 0.00 
1.86 ± 0.00 
1.89 ± 0.00 
1.90 ± 0.02 
1.97 ± 0.02 
2.01 ± 0.05 

1.82 ± 0.00 
1.89 ± 0.00 
1.95 ± 0.00 
2.05 ± 0.04 
2.10 ± 0.02 
2.11 ± 0.00 
2.21 ± 0.00 
2.21 ± 0.00 
2.24 ± 0.00 

2.05 ± 0.04 
2.21 ± 0.00 
2.40 ± 0.00 
2.53 ± 0.00 
2.72 ± 0.04 
2.78 ± 0.00 
2.83 ± 0.02 
3.01 ± 0.00 
3.07 ± 0.04 
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ตารางที่ จ.19  ความหนดืของเจละตินทีไ่ดจากการสกัดทีค่วามเขมขนของเอนไซมเทากับ 10,000 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ 
 

 
 

ความหนดื (cP) 
Concentration of enzyme 10,000 U/mg 

pH 8.0 pH 9.5 pH 11.0 
40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 

 
 

Time 
(min) 

⎯X± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X ± SD ⎯X± SD ⎯X± SD 

20 
40 
60 
80 

100 
120 
140 
160 
180 

1.63 ± 0.00 
1.56 ± 0.02 
1.64 ± 0.02 
1.71 ± 0.07 
1.73 ± 0.00 
1.78 ± 0.06 
1.78 ± 0.02 
1.80 ± 0.02 
1.79 ± 0.00 

1.73 ± 0.00 
1.84 ± 0.02 
1.92 ± 0.00 
1.94 ± 0.02 
2.00 ±  0.02 
1.95 ± 0.00 
1.97 ± 0.07 
1.95 ± 0.00 
1.95 ± 0.04 

1.98 ± 0.00 
2.12 ± 0.02 
2.18 ± 0.00 
2.24 ± 0.00 
2.26 ± 0.02 
2.24 ± 0.00 
2.28 ± 0.02 
2.22 ± 0.02 
2.28 ± 0.02 

1.67 ± 0.05 
1.73 ± 0.00 
1.78 ± 0.02 
1.80 ± 0.02 
1.88 ± 0.02 
1.92 ± 0.00 
1.98 ± 0.00 
1.99 ± 0.05 
1.92 ± 0.00 

1.84 ± 0.02 
1.97 ± 0.02 
2.00 ± 0.28 
1.96 ± 0.09 
2.00 ± 0.28 
2.01 ± 0.05 
2.07 ± 0.22 
2.04 ± 0.02 
1.97 ± 0.02  

1.97 ± 0.07 
2.08 ± 0.00 
2.12 ± 0.02 
2.16 ± 0.02 
2.24 ±  0.00 
2.21 ± 0.04 
2.29 ± 0.02 
2.26 ± 0.02 
2.30 ± 0.00  

1.70 ± 0.00 
1.79 ± 0.00 
1.80 ± 0.02 
1.88 ±  0.02 
1.90 ± 0.02 
1.93 ± 0.02 
2.02 ± 0.00 
1.92 ± 0.00 
2.06 ± 0.02 

1.66 ± 0.00 
1.84 ± 0.02 
1.86 ± 0.00 
1.92 ± 0.00 
1.95 ± 0.00 
1.93 ± 0.02 
2.00 ± 0.02 
1.98 ± 0.00 
1.98 ± 0.00 

1.89 ± 0.00 
2.16 ± 0.07 
2.27 ± 0.06 
2.48 ± 0.02 
2.51 ± 0.02 
2.54 ± 0.06 
2.59 ± 0.04 
2.69 ± 0.00 
2.78 ± 0.05 
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 ตารางที่ จ.20  ความหนดืของเจละตินทีไ่ดจากการสกัดโดยไมใชเอนไซม ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ 
 
 

 

ความหนดื (cP) 
Non enzyme  

pH 8.0 pH 9.5 pH 11.0 
40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 

 
 

Time 
(min) 

⎯X± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X  ± SD ⎯X ± SD ⎯X± SD ⎯X± SD 

20 
40 
60 
80 

100 
120 
140 
160 
180 

1.59 ± 0.06 
1.70 ± 0.16 
1.67 ± 0.05 
1.71 ± 0.07 
1.78 ± 0.02 
1.88 ± 0.02 
1.92 ± 0.00 
1.88 ± 0.02 
2.02 ± 0.00 

1.89 ± 0.04 
2.07 ± 0.02 
2.11 ± 0.00 
1.78 ± 0.02 
2.32 ± 0.02 
2.00 ± 0.07 
2.46 ± 0.00 
2.50 ± 0.00 
2.60 ± 0.02 

2.10 ± 0.02 
2.26 ± 0.02 
2.46 ± 0.00 
2.50 ± 0.00 
2.59 ± 0.04 
2.54 ± 0.02 
2.68 ± 0.02 
2.70 ± 0.02 
3.20 ± 0.08 

1.60 ± 0.01 
1.70 ± 0.01 
1.73 ± 0.01 
1.82 ± 0.01 
1.79 ± 0.01 
1.89 ± 0.01 
1.92 ± 0.01 
2.02 ± 0.01 
2.27 ± 0.01 

1.94 ± 0.02 
2.02 ± 0.00 
2.16 ± 0.02 
2.31 ± 0.05 
2.31 ± 0.05 
2.43 ± 0.00 
2.55 ± 0.02 
2.58 ± 0.02 
2.74 ± 0.02 

2.08 ± 0.04 
2.29 ± 0.02 
2.40 ± 0.04 
2.43 ± 0.00 
2.53 ± 0.00 
2.61 ± 0.07 
2.64 ± 0.07 
2.70 ± 0.02 
3.00 ± 0.02 

1.64 ± 0.02 
1.66 ± 0.00 
1.73 ± 0.00 
1.74 ± 0.02 
1.74 ± 0.02 
1.74 ± 0.02 
1.79 ± 0.00 
1.80 ± 0.02 
1.89 ± 0.00 

1.86 ± 0.00 
1.95 ± 0.04 
2.05 ± 0.04 
2.12 ± 0.02 
2.27 ± 0.00 
2.41 ± 0.06 
2.43 ± 0.00 
2.58 ± 0.02 
2.69 ± 0.04 

1.90 ± 0.02 
1.95 ± 0.00 
2.13 ± 0.07 
2.27 ± 0.04 
2.34 ± 0.00 
2.39 ± 0.06 
2.51 ± 0.02 
2.40 ± 0.04 
2.70 ± 0.02 
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 ตารางที่ จ.21  น้ําหนกัแหง, โปรตีน, คาความแข็งแรงของเจล และความหนืด ที่สูงทีสุ่ดของเจละตนิที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมตาง ๆ ที่เวลา 
   180 นาที อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส pH 8.0 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Concentration of enzyme  
สมบัติ Non enzyme 200 U/mg 1,000 U/mg 3,000 U/mg 5,000 U/mg 7,500 U/mg 10,000 U/mg 

Dry weight Recovery(%) 
 
Protein Recovery (%) 
 
Gel strength (g Bloom) 
 
Viscosity (cP) 

40.11 
 

40.02 
 

118.30 
 

2.91 

36.80 
 

40.13 
 

129.90 
 

2.25 

48.51 
 

53.33 
 

129.60 
 

2.20 

56.32 
 

63.98 
 

38.30 
 

1.52 

58.39 
 

70.91 
 

19.10 
 

1.33 

53.00 
 

58.30 
 

1.00 
 

1.30 

61.03 
 

72.74 
 

1.00 
 

1.20 
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 ตารางที่ จ.22  น้ําหนกัแหง ปริมาณโปรตีน ความแข็งแรงของเจล และความหนืดทีสู่งที่สุดของเจละติน ที่ความเขมขนของเอนไซมตาง ๆ ที่ใชในการทดลอง ที่
   เวลา 180 นาท ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Concentration of enzyme 
สมบัติ 

Non enzyme 200 U/mg 5,000 U/mg 10,000 U/mg 

Dry Weight Recovery (%) 
 
Protein Recovery (%) 
 
Gel strength (g Bloom) 
 
Viscosity (cP) 

69.20 (pH11) 
 

74.44 (pH11) 
 

165.8 (pH 8.0) 
 

3.20 (pH 8.0) 
 

85.10 (pH9.5) 
 

80.59 (pH9.5 
 

160.0 (pH 8.0) 
 

3.07 (pH 11.0) 

76.74 (pH9.5) 
 

88.76 (pH9.5) 
 

141.1 (pH 11.0) 
 

3.07 (pH 11.0) 

78.80 (pH9.5) 
 

93.07 (pH9.5) 
 

128.6 (pH 11.0) 
 

2.78 (pH 11.0) 
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ตารางที่ จ.23 คาความเปนกรด-ดางของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 200 U/mg ที่เวลา อุณหภมูิ และ pH ตาง ๆ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  ∗ คาเฉลี่ยจากการวัด 3 ครั้ง 

pH∗ 
Concentration of enzyme  200 U/mg 

pH 8.0 pH 9.5 pH 11.0 

 
 

Time 
(min) 40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 

20 
40 
60 
80 
100 
120 
140 
160 
180 

 

8.46 
8.70 
8.80 
8.82 
8.84 
8.86 
8.82 
8.78 
8.89 

8.52 
8.61 
8.68 
8.78 
8.79 
8.78 
8.83 
8.80 
8.80 

8.78 
8.83 
8.85 
8.86 
8.87 
8.88 
8.78 
8.88 
7.79 

8.74 
8.82 
8.90 
8.72 
8.81 
9.00 
8.78 
8.85 
8.94 

8.76 
8.85 
8.84 
8.75 
8.76 
8.78 
8.90 
8.90 
8.90 

8.85 
8.91 
8.94 
8.96 
8.87 
8.93 
8.96 
8.97 
8.90 

9.67 
9.65 
9.76 
9.75 
9.75 
9.69 
9.70 
9.69 
9.71 

 

9.64 
9.63 
9.65 
9.85 
9.73 
9.74 
9.68 
9.67 
9.65 

9.44 
9.48 
9.49 
9.53 
9.50 
9.51 
9.44 
9.38 
9.38  



 

  

 
 ตารางที่ จ.24  คาความเปนกรด-ดางของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 5,000 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  ∗ คาเฉลี่ยจากการวัด 3 ครั้ง 

pH∗ 
Concentration of enzyme 5,000 U/mg 

pH 8.0 pH 9.5 pH 11.0 

 
 

Time (min) 

40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 
20 
40 
60 
80 
100 
120 
140 
160 
180 

 

8.27 
8.36 
8.40 
8.40 
8.30 
8.39 
8.31 
8.42 
8.35 

8.41 
8.60 
8.61 
8.63 
8.68 
8.68 
8.63 
8.62 
8.59 

8.45 
8.55 
8.58 
8.61 
8.59 
8.61 
8.63 
8.58 
8.58 

8.81 
8.83 
8.77 
8.88 
8.87 
8.80 
8.90 
8.92 
8.91 

8.82 
8.74 
8.75 
8.63 
8.70 
8.68 
8.63 
8.69 
8.67 

9.10 
9.17 
9.08 
9.13 
9.05 
9.01 
8.95 
8.98 
9.01 

9.46 
9.46 
9.54 
9.52 
9.55 
9.58 
9.56 
9.53 
9.48 

9.37 
9.39 
9.29 
9.31 
9.19 
9.21 
9.15 
9.16 
9.15 

9.39 
9.37 
9.38 
9.35 
9.34 
9.35 
9.36 
9.38 
9.34 



 

  

 
 ตารางที่ จ.25 คาความเปนกรด-ดางของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 10,000 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  ∗ คาเฉลี่ยจากการวัด 3 ครั้ง 

pH∗ 
Concentration of enzyme 10,000 U/mg 

pH 8.0 pH 9.5 pH 11.0 

 
 

Time (min) 

40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 
20 
40 
60 
80 
100 
120 
140 
160 
180 

8.34 
8.36 
8.49 
8.50 
8.46 
8.49 
8.48 
8.48 
8.43 

8.31 
8.43 
8.47 
8.49 
8.50 
8.56 
8.51 
8.44 
8.44 

8.54 
8.62 
8.68 
8.76 
8.74 
8.70 
8.78 
8.76 
8.78 

 

8.53 
9.00 
8.86 
8.79 
8.80 
8.80 
8.88 
8.75 
8.60 

 

8.82  
8.80 
8.75 
8.66 
8.65 
8.58 
8.58 
8.49 
8.46 

8.64 
8.77 
8.83 
8.83 
8.85 
8.87 
8.96 
8.88 
8.94 

9.37 
9.40 
9.41 
9.36 
9.32 
9.31 
9.29 
9.28 
9.25 

9.45 
9.44 
9.40 
9.29 
9.31 
9.31 
9.28 
9.28 
9.27 

9.21 
9.63 
9.60 
9.54 
9.58 
9.58 
9.54 
9.51 
9.53 



 

  

 
  ตารางที่ จ.26 คาความเปนกรด-ดางของเจละตินที่ไดจากการสกัดโดยไมใชเอนไซม ที่เวลา อุณหภมูิ และ pH ตาง ๆ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  ∗ คาเฉลี่ยจากการวัด 3 ครั้ง 

pH∗ 
Non enzyme  

pH 8.0 pH 9.5 pH 11.0 

 
 

Time (min) 

40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 
20 
40 
60 
80 
100 
120 
140 
160 
180 

 

8.45 
8.52 
8.61 
8.64 
8.68 
8.73 
8.70 
8.76 
8.77 

 

8.83 
8.94 
9.00 
9.00 
9.12 
9.10 
9.12 
9.17 
9.27 

8.84 
8.92 
8.99 
9.00 
9.01 
9.03 
9.07 
9.07 
9.08 

8.31 
8.50 
8.38 
8.44 
8.41 
8.48 
8.42 
8.51 
8.55 

 

8.41 
8.50 
8.55 
8.56 
8.55 
8.49 
8.53 
8.53 
8.51 

8.31 
8.29 
8.31 
8.21 
8.24 
8.32 
8.35 
8.31 
8.41 

9.18 
9.11 
9.18 
9.34 
9.33 
9.39 
9.30 
9.43 
9.40 

9.32 
9.29 
9.30 
9.39 
9.38 
9.44 
9.41 
9.35 
9.39 

9.31 
9.35 
9.35 
9.30 
9.30 
9.33 
9.30 
9.27 
9.26 

  



 

  

 
ตารางที่ จ.27 คาสีเจละตินทีไ่ดจากการสกดัที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 200 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ 

 
 

 
∗ คาเฉลี่ยจากการวัด 3 ครั้ง 
 
 
 
 

สี∗ 
Concentration of enzyme  200 U/mg 

pH 8.0 pH 9.5 pH 11.0 
40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 

 
Time 
(min) 

L          a          b   L          a          b   L          a          b   L          a          b   L          a          b   L          a          b   L          a          b   L          a          b   L          a          b   
20 
ΔE 

84.36 +2.60 +22.30 
8.05 

89.43 +0.32 +16.98 
0.46 

84.13 +1.36 +20.18 
6.63 

80.98 +3.25 +22.01 
10.58 

88.84 +0.98 +18.58 
2.19 

86.44 +0.86 +18.70 
3.84 

74.86 +4.27 +24.31 
17.09 

80.45 +3.07 +21.81 
10.88 

87.56 +1.50 +17.53 
2.50 

100 
ΔE 

84.18 +3.35 +22.51 
8.54 

82.33 +2.01 +19.96 
8.19 

79.81 +1.88 +32.66 
18.88 

88.89 +1.42 +16.91 
1.26 

83.40 +1.76 +18.30 
6.60 

82.06 +1.84 +16.81 
7.70 

69.90 +5.83 +27.62 
23.23 

78.42 +1.68 +26.95 
14.84 

83.04 +3.14 +19.92 
7.86 

180 
ΔE 

71.48 +5.94 +28.56 
22.42 

75.22 +4.08 +20.22 
15.30 

74.17 +3.52 +16.37 
15.77 

81.60 +3.21 +20.17 
9.21 

83.96 +1.65 +17.50 
5.87 

87.86 +1.52 +16.89 
2.09 

65.32 +7.18 +29.82 
28.48 

71.25 +2.81 +20.93 
19.03 

78.75 +5.26 +19.38 
12.12 



 

  

ตารางที่ จ.28 คาสีเจละตินทีไ่ดจากการสกดัที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 5,000 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ  
 

 
∗ คาเฉลี่ยจากการวัด 3 ครั้ง 
 
 
 
 

สี∗ 
Concentration of enzyme  5,000 U/mg 

pH 8.0 pH 9.5 pH 11.0 
40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 

 
Time 
(min) 

L          a          b   L          a          b   L          a          b   L          a          b   L          a          b   L          a          b   L          a          b   L          a          b   L          a          b   
20 
ΔE 

91.11 +0.46 +15.23 
2.00 

87.81 +1.80 +16.41 
2.27 

77.96 +2.19 +16.42 
11.80 

89.33 +1.75 +15.24 
1.90 

78.42 +4.66 +20.38 
12.56 

86.10 +1.58 +18.93 
4.38 

88.46 +1.76 +14.08 
3.07 

85.90 +2.44 +20.07 
5.47 

87.16 +1.78 +18.25 
3.26 

100 
ΔE 

83.87 +2.73 +15.11 
6.38 

77.55 +2.18 +17.99 
12.29 

67.33 +4.15 +16.43 
22.61 

83.12 +1.67 +16.87 
6.63 

77.45 +2.98 +18.93 
12.66 

84.88 +2.44 +20.90 
6.71 

82.10 +3.56 +23.88 
10.92 

80.85 +2.16 +19.64 
9.45 

80.46 +3.16 +20.96 
10.51 

180 
ΔE 

81.38 +2.96 +16.62 
8.63 

74.61 +3.47 +17.67 
15.36 

64.11 +3.59 +15.01 
25.77 

80.13 +3.97 +24.11 
12.61 

76.37 +4.38 +19.90 
14.22 

78.32 +3.04 +21.30 
12.52 

79.82 +3.26 +17.08 
10.22 

79.43 +4.04 +24.25 
13.25 

77.82 +2.47 +17.59 
12.03 



 

  

ตารางที่ จ.29 คาสีเจละตินทีไ่ดจากการสกดัที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 10,000 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ 
 

 
∗ คาเฉลี่ยจากการวัด 3 ครั้ง 
 
 
 
 

สี∗ 
Concentration of enzyme 10,000U/mg 

pH 8.0 pH 9.5 pH 11.0 
40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 

 
Time 
(min) 

L          a          b   L          a          b   L          a          b   L          a          b   L          a          b   L          a          b   L          a          b   L          a          b   L          a          b   
20 
ΔE 

82.01 +2.90 +19.81 
8.62 

86.14 +2.19 +14.42 
4.25 

82.31 +1.81 +21.95 
9.17 

84.29 +2.41 +16.01 
5.72 

88.61 +1.59 +11.26 
5.55 

80.73 +2.92 +21.88 
10.64 

81.82 +1.14 +10.36 
10.02 

88.90 +1.69 +15.27 
2.83 

90.05 +1.05 +17.46 
1.12 

100 
ΔE 

86.24 +2.51 +16.41 
3.97 

84.58 +1.12 +17.01 
5.11 

74.81 +3.29 +19.12 
15.30 

78.80 +3.59 +18.14 
11.38 

79.17 +1.79 +13.42 
11.02 

84.73 +1.73 +18.60 
5.45 

82.48 +3.14 +15.84 
7.68 

79.77 +3.73 +19.51 
10.79 

82.58 +2.88 +21.70 
9.03 

180 
ΔE 

83.83 +2.80 +14.58 
6.58 

66.71 +3.77 +16.27 
23.17 

71.45 +5.04 +20.68 
19.19 

77.77 +3.39 +18.15 
12.32 

79.70 +3.37 +18.48 
10.52 

79.26 +4.18 +24.76 
13.71 

78.03 +3.90 +16.01 
12.12 

77.86 +3.13 +21.18 
12.91 

78.32 +3.09 +17.03 
11.62 



 

  

ตารางที่ จ.30 คาสีเจละตินทีไ่ดจากการสกดัโดยไมใชเอนไซม ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ 
 

 
∗ คาเฉลี่ยจากการวัด 3 ครั้ง 
 

สี∗ 
Non enzyme 

pH 8.0 pH 9.5 pH 11.0 
40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 40oC 50oC 60oC 

 
Time 
(min) 

L          a          b   L          a          b   L          a          b   L          a          b   L          a          b   L          a          b   L          a          b   L          a          b   L          a          b   
20 
ΔE 

83.44 +1.37 +19.50 
6.90 

84.37 +1.87 +17.83 
5.59 

77.00 +2.66 +19.14 
13.07 

82.10 +2.44 +21.72 
9.32 

87.05 +1.76 +17.68 
3.09 

92.49 +0.76 +9.44 
7.71 

87.33 +1.93 +15.81 
2.84 

87.50 +1.84 +18.23 
3.02 

87.41 +2.20 +17.24 
2.90 

100 
ΔE 

88.10 +1.36 +19.33 
3.26 

84.72 +1.31 +18.49 
5.33 

74.39 +2.66 +18.95 
15.58 

79.42 +3.93 +23.30 
12.70 

82.63 +3.18 +19.06 
7.91 

90.76 +0.73 +13.00 
3.78 

85.73 +2.96 +19.51 
5.48 

84.17 +2.50 +17.56 
5.91 

83.82 +3.00 +20.61 
7.51 

180 
ΔE 

81.13 +3.40 +20.30 
9.73 

78.36 +3.46 +19.55 
12.03 

73.39 +2.48 +13.65 
16.63 

76.17 +4.72 +21.71 
15.02 

71.73 +4.89 +20.11 
18.78 

84.44 +2.20 +18.10 
5.68 

83.53 +3.41 +17.14 
6.80 

81.24 +2.02 +16.42 
8.54 

81.14 +284 +19.68 
9.34 
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ภาคผนวก ฉ 
 

โครมาโตแกรมของกรดอะมิโน 
 

รูปที่ ฉ.1โครมาโตแกรมของกรดอะมิโนในตัวอยางหนังเปยก โดยใช HPLC ในการวิเคราะห (คร้ังที่ 1) 
 

 
รูปที่ ฉ.2 โครมาโตแกรมของกรดอะมิโนในตัวอยางหนังเปยก โดยใช HPLC ในการวิเคราะห (คร้ังที่ 2) 
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รูปที่ ฉ.3 โครมาโตแกรมของกรดอะมิโนในตัวอยางเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของ
เอนไซมเทากับ 5,289.375 U/mg อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 180 นาที และ pH 9.5โดยใช HPLC 
ในการวิเคราะห (คร้ังที่ 1) 
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รูปที่ ฉ.4 โครมาโตแกรมของกรดอะมิโนในตัวอยางเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของ
เอนไซมเทากับ 5,289.375 U/mg อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 180 นาที และ pH 9.5โดยใช HPLC 
ในการวิเคราะห (คร้ังที่ 2) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาวปาริชาติ   ลบแยม เกิดเมื่อวนัที่ 27 พฤษภาคม พ.ศ. 2522 ที่จังหวัด ระยอง
สําเร็จการศึกษาหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต  สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ  คณะวิทยาศาสตร  
มหาวิทยาลัยรามคําแหง  ในปการศึกษา 2544  และเขาศึกษาตอหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตร
มหาบัณฑิต  ที่จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  เมื่อ พ.ศ. 2545 
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