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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

เจละติน (gelatin) เปนผลิตผลที่ไดจากการสลายตัวคร้ังแรกของคอลลาเจน 
(collagen) ซ่ึงเปนองคประกอบของเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (connective tissue) ที่พบในกระดูก ผิวหนัง 
และ เอ็นจากสัตว ในสมัยโบราณไดมีการนําเอาเจละตินมาใชในการทําอาหารเปนเวลานานกวา 
6,000 ปมาแลว เจละตินนั้นมาจากภาษาลาติน คือ gelatus ที่มีความหมายวา แข็ง หรือ แนน จาก
สถิติในตลาดโลกปริมาณการใชเจละตินมีมากถึง 110,000-140,000 ตันตอป (ปฐมพล และ มัณฑนา 
,2544) คิดเปนมูลคาเกินกวา 400 ลานเหรียญสหรัฐตอป และคาดวาจะมีแนวโนมเพิ่มมากขึ้นเรื่อย ๆ 
เนื่องจากปจจุบันตลาดของผลิตภัณฑที่มีเจละตินเปนสวนประกอบกําลังขยายตัวอยางรวดเร็ว
โดยเฉพาะในดานอุตสาหกรรมอาหารซึ่งเปนตลาดที่ใหญที่สุดของเจละติน ประมาณรอยละ 55 
รองลงมาคือ อุตสาหกรรมยา ประมาณรอยละ 25 ของตลาดโลก นอกนั้นใชในอุตสาหกรรม
ถายภาพรอยละ 15 และอีกรอยละ 5 ใชในอุตสาหกรรมอื่น ๆ เรียกวา technical gelatin เชน การทํา
กระดาษ อุตสาหกรรมสิ่งทอ ลูกกลิ้งตัวพิมพ เปนตน (สุพัตรา และ อาพร , 2541)  สําหรับประเทศ
ไทยยังคงตองสั่งซื้อเจละตินจากตางประเทศเพื่อนํามาใชในอุตสาหกรรมตาง ๆ จากสถิติขอมูลของ
กรมศุลกากรตั้งแตเดือนมกราคมป 2541 จนถึงเดือนตุลาคม 2546 ประเทศไทยมีการนําเขาเจละติน
เฉล่ียประมาณ 1,250 ตันตอป คิดเปนมูลคาประมาณ 260 ลานบาท ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดที่จะ
ทําการสกัดเจละตินจากเศษหนัง เพื่อนํามาประยุกตใชในอุตสาหกรรมตาง ๆ ทดแทนการนําเขาจาก
ตางประเทศ และเพื่อเปนการเพิ่มมูลคาของผลพลอยไดจากหนังสัตวเหลานั้นดวย 
  
  ในงานวิจัยนี้ไดศึกษาการสกัดและทําใหบริสุทธ์ิของเจละตินจากเศษหนังสัตว
ใหญที่เปนเศษหนังชั้นใน ที่ไดจากการขูดทิ้งเพื่อนําเอาหนังชั้นนอกเขาสูกระบวนการฟอกหนัง
เนื่องจากหนังชั้นในนี้มีองคประกอบหลัก  คือโปรตีนที่มีสวนประกอบสวนใหญเปนคอลลาเจน  
และเมื่อไดรับความรอนคอลลาเจนจะสลายตัวไดเปนเจละติน ซ่ึงกระบวนการสกัดเจละติน
แบบเดิมจะใชวิธีทางเคมี โดยใชกรดหรือดางในการสกัด  ทําใหเจละตินที่ไดมีกล่ินของกรดหรือ
ดางติดอยู  แตในงานวิจัยจะใชวิธีทางชีวภาพในการสกัดเจละติน โดยเลือกใชเอนไซมแอลคาไลน
โปรทีเอส  ซ่ึงเปนเอนไซมทางการคาทําใหเจละตินที่ไดไมมีกล่ินของกรดหรือดาง  และไมมี
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สารเคมีปนเปอนอยู  นอกจากนี้ยังเปนการประหยัดทรัพยากรตาง ๆ ที่จะตองใชในการบําบัดของ
เสียที่เหลือจากกระบวนการสกัดเจละตินดวยสารเคมีอีกดวย  
 
1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

1.2.1 ทําการศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซมที่ใชในการยอยเศษ
หนังเพื่อใหไดเจละติน 

 
การสกัดเจละตินจะขึ้นอยูกับปจจัยหลายอยาง ไดแก ความเขมขนของ

เอนไซม  อุณหภูมิ  เวลา  และ  คาความเปนกรด-ดาง (pH) ที่ใชในการสกัด 
 

 1.2.2 ศึกษาความสัมพันธระหวางสมบัติของเจละตินที่ไดจากการสกัดและภาวะที่ใชใน
การสกัด 
 
  เจละตินที่ไดจากการสกัดที่สภาวะตางกันจะมีสมบัติทางกายภาพที่สําคัญ
แตกตางกันคือ คาความแข็งแรงของเจล และความหนืด  ดังนั้นจึงตองทําการศึกษาถึงความสัมพันธ
ระหวางสมบัติของเจละตินที่ไดจากการสกัดและภาวะที่ใชในการสกัด  เพื่อท่ีจะไดเลือกสภาวะที่
เหมาะสมในการสกัดใหตรงตามสมบัติของเจละตินที่ตองการในการใชงานตอไป 
 
 1.2.3 ศึกษาการทําใหบริสุทธิ์ของเจละตินที่ไดจากการยอยเศษหนังดวยเอนไซม โดยใช
เจลฟลเตชั่นโครมาโตกราฟ (Gel filtration chromatography) 

 
เนื่องจากเจละตินไดจากการสลายตัวของคอลลาเจนจึงมีน้ําหนักโมเลกุล

คอนขางกวางตั้งแตหมื่นจนถึงแสนดัลตัน  ดังนั้นในการทําบริสุทธิ์จึงเลือกใชการแยกตามขนาด
ของโปรตีนเปนหลัก 

 
1.3 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 

1.3.1 สามารถเพิ่มมูลคาของวัสดุที่มีมูลคาต่ําใหมีมูลคาสูงเพิ่มมากขึ้น โดยการสกัดเจ-
ละตินจากเศษหนังสัตวที่จะนําไปทิ้งหรือผลิตเปนสินคาที่มีมูลคาต่ํา 
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1.3.2 ทราบสภาวะตาง ๆ ที่ใชในการยอยเศษหนังดวยเอนไซม เพื่อใหไดเจละตินที่มี
สมบัติตามตองการ และเพื่อเปนแนวทางในการนําไปปรับใชไดจริงในระดับอุตสาหกรรมการผลิต
เจละตินในเชิงการคาตอไป 

 
 1.3.3 ทําใหไดเจละตินชนิดใหม ที่ไดจากจากการยอยเศษหนังดวยเอนไซม และเปนเจ
ละตินมกีล่ินดี ไมมีกล่ินของกรดหรือดางหลงเหลืออยูเหมือนกับการใชวิธีการทางเคมี 

 
 1.4 ขอบเขตและวิธีดําเนินการวิจัย  

 
1.4.1 คนควาขอมูลและงานวิจัยที่เกี่ยวของดังตอไปนี้ 

 
1) ศึกษาชนิด  สมบัติ  และการทํางานของเอนไซม 
2) ศึกษาโครงสราง  องคประกอบ  และสมบัติของหนัง  และเจละติน 
3) ศึกษาการสกัด  และทําบริสุทธิ์พรอมทั้งตรวจสอบสมบัติของโปรตีน 
4) ศึกษาวิธีการตรวจสอบสมบัติของเจละติน 
5) ศึกษาวิธีประมวลผลเพื่อหาความสัมพันธระหวางสภาวะที่ใชในการสกัดกับ

สมบัติของเจละตินที่ได 
    
  1.4.2 ออกแบบการทดลอง เตรียมอุปกรณ และสารเคมี 
 

1.4.3 การสกัดเจละติน 
 

1) การสกัดเจละตินจะใชเศษหนังชั้นในที่ยังไมผานกระบวนการฟอกหนัง  และ
เอนไซมที่ใชในการทดลอง  คือ  Commercial Alkaline protease  มีชื่อทางการคาวา  Savinase 12T 

2) เลือกภาวะที่เหมาะสมของปจจัยที่มีผลตอการสกัด ไดแก  ความเขมขนของ
เอนไซม  อุณหภูมิ  เวลา  และ pH ของบัฟเฟอร ที่ใชในการสกัด      
 

 1.4.4 นําสารละลายเจละตินที่ไดจากการสกัดมาทําใหแหง  และทําการวิเคราะหปริมาณ
โปรตีนได 
  

นําเจละตินที่ไดมาทําใหเขมขนขึ้นโดยใชการระเหยภายใตสุญญากาศ  และ
วิเคราะหปริมาณโปรตนีที่สกัดโดยเลือกใช  Lowry’s method 
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 1.4.5 การทําบริสุทธิ์ของเจละตินโดยใชคอลัมนโครมาโตกราฟ 

  
  ในงานวิจัยนี้เลือกการทําบริสุทธิ์โปรตีนที่สกัดได โดยใชเจลฟลเตช่ันโครมาโต 
กราฟ เปนการแยกสารโดยอาศัยขนาดของโมเลกุลของสารที่ตองการแยก และยังสามารถใชหา
น้ําหนักโมเลกุลของสารไดอีกดวย  แลวทําการวิเคราะหปริมาณโปรตีนที่ไดจากการทําบริสุทธิ์อีก
ครั้งเพื่อวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนที่เสียไปหลังจากการทําใหบริสุทธิ์โดยใชคอลัมนโครมาโต 
กราฟ 
 
  1.4.6 ตรวจสอบความบริสุทธิ์และหาน้ําหนักโมเลกุลของเจละตินโดยใช Native-PAGE 
และ SDS-PAGE  โดยมีเจละตินมาตรฐานเปนตัวเปรียบเทียบ 
 

1.4.7 ทดลองแปรรูปสารละลายเจละตินที่ไดเปนเจละตินผงและตรวจสอบสมบัติทาง
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 (เทียบเปนตะกั่ว) 
8) ปริมาณความชื้น (Moisture content) 
9) ปริมาณเถา (Ash Content) 
10) ไขมัน (%Fat) 
11) Microbiology test  ทําการตรวจสอบปริมาณจุลินทรียทั้งหมด   
 

1.4.8 วิเคราะหองค ประกอบของกรดอะมิโนในเจละตินผง 
 

 1.4.9  วิเคราะหขอมูล สรุปผลการทดลอง และเขียนวิทยานิพนธ 
 
 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
2.1 แนวคิดและทฤษฏี 
 

  2.1.1  หนังสัตว 
 
 2.1.1.1 องคประกอบทางเคมีของหนัง 

 
  โดยทั่วไปหนังสัตวประกอบดวย น้ํา 64% โปรตีน 33% ไขมัน 2% เกลือแร 0.5% 

และสารอื่นๆอีก 0.5% โดยองคประกอบของโปรตีนในหนังสัตวประมาณ 80-90% เปนโปรตีน
คอลลาเจน (collagen) เคอราติน (keratin) อิลาสติน (elastin) อัลบูมิน (albumin) โกลบูลิน 
(globulin) และ มูโคโปรตีน (mucoprotein) ซ่ึงองคประกอบนี้จะขึ้นอยูกับชนิดของสัตวดวย (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 แสดงองคประกอบและปริมาณโดยเฉลี่ยของหนังสัตว 

  
 โปรตีนคอลลาเจน (collagen) ในหนังสัตวจะเปนคอลลาเจนชนิด I (type I) ประกอบดวย 
โซโพลีเพพไทดชนิดวนซายสามโซมาพันกันเปนโครงสรางเกลียวสาม (triple helix structure) แบบ
วนขวา (right handed super helix) มีความแข็งแรง ไมละลายน้ํา แตสามารถดูดน้ําไวในโมเลกุลได 
ทําใหแผนหนังพองตัวขึ้น ถานําหนังสัตวไปตมใหความรอนโมเลกุลของคอลลาเจนจะสลายตัวได
เปนเจละติน (gelatin) 
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2.1.1.2 โครงสรางของหนังสัตว 
 หนังสัตวมีโครงสรางที่ประกอบดวย 3 สวน คือ  

  
1) หนังชั้นบนสุด (epidermis) เปนชั้นปกคลุมหนัง มีความหนาประมาณรอยละ  

0.5-2.0 ของความหนารวมของหนัง มีลักษณะเปนเยื่อบางๆ ไมมีเสนเลือดมาหลอเล้ียง สามารถ
กําจัดออกไดในขั้นตอนการลงปูน 
 

2)  หนังชั้นกลาง (dermis or corium) มีความหนาประมาณรอยละ 15 ของความ 
หนารวมของหนัง หนังชั้นนี้จะเปนสวนประกอบหลักของหนังฟอก เปนชั้นควบคุมอุณหภูมิของ
รางกาย มีองคประกอบที่สําคัญ เชน โปรตีนเสนใย (fiber protein) เนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (connective 
tissue) ตอมเหงื่อ เสนประสาท เสนเลือด เปนตน เมื่อตัดดูตามขวาง (cross section) จะพบเสนใย
ขนาดตางๆกันสานกันอยู หนังชั้นนี้ยังแบงไดเปน 2 ช้ันคือ ช้ันบน (papillary layer) ประกอบดวย
เสนใยเล็กสานกันอยูอยางหนาแนน และชั้นลาง (reticular layer) เปนเสนใยที่หยาบกวาและสานกัน
อยูอยางหลวมๆ เมื่อนํามาผา (split) จะสามารถแยกออกไดเปน 2  สวน คือ upper split และ lower 
split  
 

3) หนังชั้นลางสุด (subcutaneous or hypodermis) ประกอบดวยไขมันและพังผืด
ถูกกาํจัดออกดวยเครื่องถากหนัง  
 

 
 

รูปที่ 2.2  โครงสรางของหนังสัตว (Sharphuse, 1989) 
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2.1.1.3  ประเภทของหนังสัตว 
   หนังสัตวสามารถแบงไดเปน 3 ประเภทใหญๆ คือ 

 
 1) หนังสัตวใหญ (hides) เชน หนังโค หนังกระบือ หนังมา 

1) หนังสัตวเล็ก (skins) เชน หนังลูกโค หนังแพะ หนังแกะ หนังสุกร หนัง
กระตาย 

 3) หนังสัตวเล้ือยคลาน เชน หนังงู หนังจระเข 
 

2.1.2 เจละติน (Gelatin) 
 

เจละตินเปนสารอินทรียเคมีชนิดหนึ่งที่เปนไฮโดรคอลลอยดของโปรตีนที่ใชเปน
อาหาร ประกอบดวยกรดอะมิโนชนิดตาง ๆ เกาะเกี่ยวพันกันอยูดวยพันธะเพพไทด เจละตินไดมา
จากการสลายตัวคร้ังแรกของคอลลาเจน ซ่ึงเปนองคประกอบหลักของเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่พบไดใน 
เอ็น ผิวหนัง กระดูก เขา กีบ จากสัตว  
 

หนวยยอยของโครงสรางคอลลาเจน คือ โทรโพคอลลาเจน (tropocollagen) ซ่ึง
เปนโมเลกุลที่มีรูปทรงกระบอก ยาวประมาณ 2,800 อังสตรอม (Å) และมีเสนผานศูนยกลาง 14-15 
อังสตรอม (Å) ประกอบดวยสายโซโพลีเพพไทดชนิดวนซาย 3 โซ (ใน 3 โซนี้มี 2 โซ เหมอืนกัน) 
มาพันขนานกัน มีโครงสรางเกลียวสาม (triple helix structure) แบบวนขวา (right handed super 
helix) ซ่ึงแตละโมเลกุลถูกเชื่อมขวางกันดวยพันธะโควาเลนต (covalent bond) และระหวางโมเลกุล
ถูกเชื่อมขวางกันดวยพันธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) (รูปที่ 2.3) สายของโพลีเพพไทดในโทรโพ
คอลลาเจนนี้มี 2 ชนิดเรียกวา ชนิดที่ 1 และ 2 ซ่ึงมีขนาดใกลเคียงกัน โดยที่แตละสายของโพลีเพพ
ไทดมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 100,000 ดัลตัน เมื่อรวมกันจะเกิดเปนโมเลกุลของโทรโพคอลลา
เจน ที่มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 300,000 ดัลตัน โพลีเพพไทดในโทรโพคอลลาเจนนี้มีโครงสราง
แบบเฮลิกซ ซ่ึงแตกตางไปจากแอลฟา - เฮลิกซ (α – helix) ทั่วไป เพราะในคอลลาเจนมีกรดอะมิ
โนโพรลีน (proline) อยูในปริมาณมาก ทําใหไมสามารถเกิดเปนแอลฟา – เฮลิกซได โมเลกุลของ
โทรโพคอลลาเจนจะเชื่อมกันปลายตอปลาย และอยูติดกันเกิดเปนคอลลาเจนไฟบริล (collagen 
fibril) โดยแตละโมเลกุลของโทรโพคอลลาเจนจะวางเหลื่อมกับโทรโพคอลลาเจนอีกโมเลกุลหนึ่ง
ที่อยูขางเคียง และประมาณหนึ่งในสี่ของความยาวทําใหเกิดเปนลายขวางบนเสนใยคอลลาเจน 
(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 องคประกอบของเจละติน 
 

 เจละตินประกอบไปดวยกรดอะมิโนหลายหมูที่เชื่อมกันอยูดวยพันธะเพพไทด 
เมื่อนําเจละตินมาทําการไฮโดรไลซอยางสมบูรณ  พบวาองคประกอบหลักของเจละติน
ประกอบดวย ไกลซีน (glycine) รอยละ 27 อะลานีน (alanine) รอยละ 9 โพลีนและไฮดรอกซีโพลีน 
(proline and hydroxyproline) รอยละ 25 อารจีนีน (arginine) รอยละ 8 กรดแอสปารติค (aspartic 
acid) รอยละ 6  กรดกลูตามิค (glutamic acid) รอยละ10  และ กรดอะมิโนอื่น ๆ รอยละ 15  (ตาราง
ที่ 2.1)  

 
ตารางที่ 2.1 องคประกอบของเจละติน (ปฐมพล  และ มัณฑนา , 2544) 

 
* กรดอะมิโนจําเปน ที่ถูกทําลายไดโดยการออกซิเดชั่น 

** กรดอะมิโนจําเปน ที่ถูกทําลายไดงายโดยการไฮโดรไลซ และสูญเสียไปในการผลิตเจละติน 

 
  การวิเคราะหในรูปของธาตุที่เปนองคประกอบในเจละตินพบวา มีองคประกอบ
คือ คารบอน = 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  ปริมาณแรธาตุชนดิตาง ๆ ที่พบในเจละตนิ 

 
2.1.2.2 โครงสรางของเจละติน 

 
 เนื่องจากเจละตินเปนผลผลิตที่ไดจากการสลายตัวของคอลลาเจนดังกลาวมาแลว 

ดังนั้นโครงสรางของเจละตินจึงมีลักษะเหมือนกับคอลลาเจนแตมีสายของโพลีเพพไทด
(polypeptide chain) ที่ส้ันกวา การเปลี่ยนจากคอลลาเจนเปนเจละตินสามารถทําไดโดยการใช กรด 
ดาง เอนไซม ความเย็น ความรอน ซ่ึงจะทําใหสายโซโมเลกุลคอลลาเจนแตกออกสั้นลง และ
สลายตัวเปนเจละตินที่ชวงน้ําหนักโมเลกุลกวางมากตั้งแต 2,000 จนถึงหลายแสนอะตอม (บุญรัตน 
และ นงนุช , 2533) 

 
 
C102H149N31O38  +  H2O C102H151N31O39 

 Collagen   Gelatin 
 
 รูปที่ 2.6  การเปลี่ยนแปลงจากคอลลาเจนเปนเจละติน ( Shreve R. N., 1967) 
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รูปที่ 2.7 โครงสรางของเจละติน 

 
 2.1.2.3 ประเภทของเจละติน 
 

 เจละตินแบงออกไดเปน 2 ชนิด คือ 

 1)  Type A ผลิตโดยใช acid process มีคา Isoelectric point อยูในชวง 7-9 
 2)  Type B ผลิตโดยใช alkali หรือ lime process มีคา Isoelectric point อยูในชวง 
4.6-5.2 
 
 2.1.2.4 การสกัดเจละติน 
 

1) Liming Process วิธีนี้นิยมใชกับวัตถุดิบที่เปนพวกกระดูก เขา และหนังจาก
หนังสัตวใหญ เชน โคและกระบือ สารละลายของดางที่ใชไดแก แคลเซียมไฮดรอกไซด [Ca(OH)2] 
การ liming จะชวยใหการเปลี่ยนจากคอลลาเจนไปเปนเจละตินเกิดไดงายขึ้น และชวยกําจัดพวก
โปรตีนที่ละลายน้ําออกไดอีกดวย เชน อัลบูมิน (albumin) มูซิน (mucin) ซ่ึงมีผลตอความใสของเจ-
ละติน และยังชวยทําใหเจละตินที่สกัดไดมี คาความแข็งแรงของเจล (gel strength) สูงขึ้นดวย 

 

 วัตถุดิบที่ผานกระบวนการ Liming แลวจะถูกนํามาสกัดเจละติน โดยใชน้ําที่มี
อุณหภูมิอยูในชวง 55-100 องศาเซลเซียส (Loeven, 1954) เพราะถาใชอุณหภูมิในการสกัดสูง
เกินไปเจละตินที่ไดจะมีคุณภาพต่ํา สารละลายของเจละตินที่สกัดไดจะนําไปผานการฟอกสีกอน
แลวนําไปผึ่งใหแหงที่อุณหภูมิหอง แลวจึงนําไปอบที่ 60 องศาเซลเซียสเพื่อลดความชื้น  
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2) Acid Process วิธีนี้นิยมใชกับวัตถุดิบจําพวกหนังหมู กรดที่นิยมใชไดแก HCl, 
H2SO4, H3PO4 และ H2SO3 การแชหนังในกรดนี้จะชวยเปลี่ยนคอลลาเจนไปเปนเจละตินไดงายขึ้น
และชวยกําจัดพวกโปรตีนที่ละลายน้ําออกไดอีกดวย เชน อัลบูมิน (albumin) มูซิน (mucin) ซ่ึงมี 
ผลตอความใสของเจละติน  และยังชวยทําใหเจละตินที่สกัดไดมี คาความแข็งแรงของเจล 
(gel strength) สูงขึ้นดวย หลังจากกระบวนการยอย เจละตินจะถูกสกัดดวยน้ําเชนเดียวกับ Liming 
Process 

 
3) Enzyme Process วิธีนี้เปนวิธีการใหมที่จะนํามาใชในการยอยหนัง โดยการใช 

Proteolytic enzyme มาทําการยอยพันธะเพพไทดของสายโปรตีนทําใหไดสายของโปรตีนที่ขนาด
ส้ันลง จึงทําใหเจละตินที่ไดมีขนาดเล็กลงและสามารถละลายน้ําไดดีขึ้น ซ่ึงขอดขีองการใชเอนไซม
นี้ คือ ทําใหไดเจละตินที่มีกล่ินที่ดีไมมีกล่ินของกรดหรือดางหลงเหลืออยูเหมือนกับ 2 วิธีแรก 
 
 2.1.2.5 ปจจัยที่มีผลตอการสกัดเจละติน 
 
 1)    วัตถุดิบจากโรงงาน 
 2)   ขนาดของอนุภาคในเจละติน 
 3)    ความเขมขนของเจละตินที่ตองการ 
 4)   เวลาที่ใช 
 5)   เครื่องมือ และ วิธีการที่ใช 
          6)   ความหนืดที่ไมเทากันของเจละตินแตละชนิด 

 
2.1.2.6 สมบัติของเจละติน 

 
โดยทั่วไปเจละตินทางการคา จะมีลักษณะเปนเม็ดหยาบจนถึงเปนผงละเอียด ไมมี

รส ไมมีกล่ิน สีจะใสเหมือนแกว มีคาความชื้นประมาณ 9-12% คาความถวงจําเพาะ 1.3-1.4  ซ่ึง
สมบัติของเจละตินขึ้นอยูกับปจจัยตาง ๆ ดังนี้ (Kirk-Othmer, 1978)  

 
1) ประเภทและแหลงของเจละติน 
2)  วิธีการผลิต 
3) สภาวะที่ใชในการสกัดและความเขมขนของ กรด ดาง หรือเอนไซม ที่ใชใน

การสกัด 
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 4) อุณหภูมิที่ใชในการสกัด 
 5) ความเปนกรด-ดาง 
 6) สมบัติทางเคมีของสารที่ปนเปอน (impurities) หรือที่เติมลงไป (additives) 
 

 สมบัติทางดานกายภาพ และเคมีของเจละติน มีดังนี้ 
  
 1)  การเกิดเจล (Gelation) 
 
 สมบัติที่สําคัญของเจละตินในการนํามาใชในงานดานตาง ๆ คือ การที่ 
เจละตินสามารถกลับมารวมตัวเปนเจลขึ้นใหมไดหลังจากผานการใหความรอน เมื่อนําสารละลาย
เจละตินที่มีความเขมขนมากกวา 0.5 เปอรเซ็นต มาทําใหมีอุณหภูมิเย็นลงจนถึงประมาณ 35-40 
องศาเซลเซียส ขั้นแรกคาความหนืดของเจละตินจะมีคาเพิ่มสูงขึ้นและอยูในรูปของเจล  ใน
กระบวนการขึ้นรูปของเจลมีสามขั้นตอนคือ ขั้นแรกจะเกิดการจัดเรียงตัวของหวงโซโมเลกุลที่อยู
อยางโดดเดี่ยวใหกลับมาอยูในลักษณะการจัดลําดับในรูปของเกลียวหรือโครงสรางของคอลลาเจน 
ขั้นที่สอง จะเกิดการเชื่อมตอของเจล โดยสองหรือสามสวนจะทําใหเกิดโครงสรางแบบผลึก 
(crystallites) และขั้นตอนที่สามโครงสรางจะมีความคงตัวโดยพันธะของไฮโครเจน ซ่ึงเกิดขึ้น
ระหวางบริเวณเกลียว (helical regions) โครงสรางที่เกดิการแข็งตัวหรือเปลี่ยนสภาพเปนเจล จะ
ขึ้นอยูกับความเขมขนของเจล  ความบริสุทธิ์ของตัวอยางเจลละติน  คาความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ 
และสารที่เติมลงไปในเจลละติน 
  
 เนื่องจากมูลคาของเจลลาตินจะขึ้นอยูกับคาความแข็งแรงของเจล  ดังนั้น
กระบวนการคิดคํานวณหาความความแข็งแรงของเจลจึงมีความสําคัญมาก  ในทางการคาคาความ
แข็งแรงของเจลคํานวณไดจากการทดสอบมาตรฐานดวยการวัดแรงที่กดลงไปบนผิวของเจลใหมี
ความลึก 4 มิลลิเมตร โดยใชหัววัดที่มีหนาตัดแบบราบเสนผานศูนยกลาง 12.7 มิลลิเมตร  โดยแรงที่
กดลงบนเจลจะมีเปนหนวยกรัม ซ่ึงจะอยูในรูปของ g Bloom โดยอุณหภูมิที่เปนจุดเปลี่ยนสําหรับ
การวัดหาการเซทตัว (setting point) ของเจลละติน  ไดแก การเปลี่ยนสภาพจากคอลลอยดเปนเจล 
(sol to gel) หรือจุดหลอมละลาย เจละตินในทางการคาจะมีจุดหลอมละลายระหวาง 23 ถึง 30 องศา
เซลเซียส  โดยคาอุณหภูมิที่เกิดการเซทตัวของเจลจะมีคาประมาณ 2 ถึง 5 องศาเซลเซียส 
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รูปที่ 2.8 แสดงการเกิดเจลของเจละติน (Linus Pauling, Robert B. Corey, and H. R. Branson, 1951) 
 a) แสดงโครงสรางของเจละตินเมื่อมีการใหความรอน 
  b) แสดงการเกิดเจลของเจละตินเมื่อทําใหอุณหภูมิเย็นลง 
 
 2)  การละลาย (Solubility) 
 
   เจละตินจะไมละลายใน แอลกอฮอล อะซีโตน คารบอนเตตระคลอไรด 
อีเทอร เบนซีน ปโตรเลียมอีเทอร และ ตัวทําละลายที่ไมมีขั้วอ่ืน ๆ แตละลายไดใน น้ํา กรดอะซิติก  
สารละลายเจือจางของ polyhydric alcohol เชน กลีเซอรอล เซอรบีทอล โพรไพลีนไกลคอล และ 
แมนนิทอล เมื่อเจละตินละลายน้ําจะดูดน้ําเขาไวในโมเลกุล  และพองตัว การดูดน้ําของเจละติน
จะปนปฏิกิริยาคายความรอน ซ่ึงสามารถเรงปฏิกิริยาไดโดยการลดอุณหภูมิลง และที่ความเขมขน
ของเกลือต่ํา ๆ เมื่อมีการเติม ฟอสเฟต ซิเตรต หรือ ซัลเฟต ในสารละลายเจละติน จะชวยทําให
ความสามารถในการละลายดีขึ้น แตถาความเขมขนของเกลือสูงเกินไปจะทําใหเจละตินตกตะกอน 
(Mrak และ Stewart, 1957 และ Kirk -Othmer, 1966,1978) เมื่อเม็ดเจละตินดูดน้ําเขาไวในโมเลกุล 
และพองตัวออก แรงเกาะระหวางโมเลกุลจะนอยลงและเปลี่ยนจากลักษณะแข็งเปราะ เปนออนนุม 
ยืดหยุน  
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 3)  เสถียรภาพ (Stability) 
 
   เสถียรภาพของเจละตินขึ้นอยูกับ อุณหภูมิที่ใชในการไฮโดรไลซ electrolysis 
และคาความเปนกรด-ดาง  เจละตินแหงที่เก็บในภาชนะที่ปดสนิท ที่อุณหภูมิหองจะมีอายุการเก็บ
หลายป แตสามารถสลายตัวไดที่อุณหภูมิสูงกวา 100 องศาเซลเซียส และจะเกิดการสันดาปอยาง
สมบูรณที่อุณหภูมิสูงกวา 500 องศาเซลเซียส  สารละลายหรือเจลของเจละตินจะเปนแหลงอาหารที่
ดีสําหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรีย และไวตอการสลายตัวดวยเอนไซม (proteolytic enzyme) 
(Mrak และ Stewart, 1957 และ Kirk -Othmer, 1966,1978) 
 

4) ความแข็งแรงของเจล ( Gel strength )  
 

 เปนการทดสอบคุณภาพของเจละตินที่สําคัญอันหนึ่ง ซ่ึงคาความแข็งแรงของ
เจล คือ คาแรงที่ใชในการกดผิวหนาของเจละตินใหลึกลงไป 4 มิลลิเมตร โดยเจลที่ใชเตรียม
สารละลายเจละตินมีความเขมขนรอยละ 6.67 (โดยน้ําหนัก) แลวนําไปเก็บที่อุณหภูมิ 10 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง คาแรงที่ไดมีหนวยเปนกรัม วัดโดยใชเครื่อง Bloom gelometer 
หรือ texture analysis เจละตินทางการคามีคา bloom strength ประมาณ 50-300 กรัม 

 
 5) ความหนืด ( Viscosity ) 
 
  เปนคุณสมบัติที่สําคัญรองจาก Gel strength คาความหนืดของเจละตินจะ
แปรผกผันกับ อุณหภูมิ และ pH แตจะแปรผันตรงกับความเขมขนของสารละลายเจละติน คาความ
หนืดที่วัดไดจากสารละลายเจละตินที่ความเขมขน 6.67% (โดยน้ําหนัก)  วัดโดยใชเครื่อง U tube 
viscosmeter อุณหภูมิ 60oC คาความหนืดที่วัดไดมีหนวยเปน millipoise (mps) โดยทั่วไปเจละตินมี
ความหนืดประมาณ 15-70 mps 
 
 6) การพองตัว (Swelling) 
 
  เมื่อนําเจละตินมาแชน้ําจะสามารถดูดซับน้ําไดถึง 10 เทาของน้ําหนักเจละติน 
แลวจะเกิดการพองตัว และมีความหยืดหยุนซึ่งเปนสัดสวนโดยตรงกับความเขมขนยกกําลังสอง 
และจํานวนการเชื่อมขวาง (cross-links) การพองตวัจะทําใหจํานวนการเชื่อมขวางลดลง และจะมี
การเชื่อมขวางนอยที่สุดที่ Isoelectric point อยางไรก็ตามที่ pH ของสาละลายเจละตินต่ํากวา 
Isoelectric point การเลือกชนิดของ anions สามารถควบคุมการพองตัวได แตที่ pH สูงกวา 
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Isoelectric point การเลือกชนิดของ cations สามารถควบคุมการพองตัวไดเชนกัน โดยไอออน
เหลานี้จะไปทําให H-bond แตกออก ทําใหการพองตัวของเจละตินเพิ่มขึ้น (Mrak และ Stewart, 
1957 และ Kirk -Othmer, 1966,1978) 
 
 7) สี (Color) 
 

 สีของเจละตินจะขึ้นอยูกับชนิด และ คุณภาพ ของวัตถุดิบ รวมทั้งจํานวนครั้ง
ที่ทําการสกัด โดยทั่วไปเจละตินที่สกัดจากหนังหมูจะมีสีที่ออนกวาเจละตินที่ไดจากกระดูกสัตว 
อยางไรก็ตามพบวาสมบัติของเจละตินไมขึ้นอยูกับสี 

 
 8) ความขุน 
 

 ความขุนของสารละลายเจละตินอาจเกิดจากการปนเปอนของสารที่ไมละลาย
น้ําที่มาจากขั้นตอนการสกัด  การเติมเกลือ (Neutral Salt) จะชวยรักษาความใส ความหนืด และ 
ความแข็งแรงของเจล ( Gel strength ) ใหคงที่ นอกจากนี้ ความขุนยังขึ้นกับสัดสวนของสวนผสม
ในสารละลายและ pH อีกดวย 

 
 9) Amphoteric Character 
 
  คุณสมบัติ Amphoteric ของเจละตินเกิดขึ้นเนื่องจากหมูที่ทําหนาที่(functional 
group) ของ กรดอะมิโน, กรดอะมิโนที่อยูปลายสาย (terminal amino acid) และ หมูคารบอกซิล 
(carboxyl group) ที่เกิดขึ้นขณะทําการยอย (hydrolysis) สามารถวัดการกระจายของ functional 
group เหลานี้ และ Isoelectric point ไดโดยใช mixed-bed ion exchange resin ซ่ึงคาที่ไดจะอยูในรูป
ของ pH Units นอกจากนี้สมบัติ Amphoteric และ Isoelectric point ของเจละติน Type A จะขึ้นกับ
เวลาที่ใชในกระบวนการสกัดดวย (acid process) สวนเจละติน Type B จะขึ้นกับการกวนในการ
สกัดเจละติน (lime process) อยางไรก็ตามคา  Isoelectric point ของเจละตินจะขึ้นกับปริมาณเกลือที่
มีอยูดวย (Mrak และ Stewart, 1957 และ Kirk -Othmer, 1966,1978) 
 
 2.1.2.7 ประโยชนของเจละติน 

  เจละตินถูกนํามาใชประโยชนในอุตสาหกรรมดานตางๆ มากมาย ตัวอยางของการ
นําเจละตินมาใชในอุตสาหกรรมมีดังนี้ 
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1) อุตสาหกรรมอาหาร 

 ในอุตสาหกรรมอาหารมีการนําเจละตินมาใชประโยชนดังนี้ 

 

ก.   ใชผลิตเยลล่ี (gelling agent) 

ข.   ใชเปนภาชนะหอหุม (film former) ในการเคลือบผลไม, ไสกรอก, เนื้อสัตว 
เปนตน 

ค.   ใชเปนสารเพิ่มความขนหนืด (thickener) ในอาหารประเภทแยม, น้ําเชื่อม ,
ซุป เปนตน 

ง.   ใชเปนสารใหความคงตัว (stabilizer) ในไอศกรีม, โยเกิรต, ครีมชีส เปนตน 

จ.   เปนสารชวยใหความคงตัว (protective colloid) ในขนมอบ 

ฉ.   ใชเปน emulsifier ในเนื้อสัตว, ไสกรอก, ครีมซุป เปนตน 

ช.   ทําใหน้ําผลไม เบียร ไวนมีความใส (beverage fining agent) 

 โดยทั่วไปเจละตินที่นํามาใชงานในอุตสาหกรรมอาหารจะมีสมบัติที่สําคัญ ดังนี้ 

ตารางที่ 2.2 แสดงสมบัติที่สําคัญของเจละตินที่นํามาใชในอุตสาหกรรมอาหาร 

สมบัติของเจละติน ชนิด A ชนิด B 

pH 

pI (Isoelectric point) 

คาความแข็งแรงของเจล (Bloom) 

ความหนดื (mps) 

เถา 

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  แสดงตัวอยางปริมาณและคาความแข็งแรงของเจลในเจละตินที่ใชเปนสวนประกอบ 

 ในอุตสาหกรรมอาหาร 

 

ประเภทของอตุสาหกรรมอาหาร ปริมาณที่ใช (%) เจละติน (Bloom) 

ผลิตภัณฑที่เกียวกับนม 

อาหารแชแข็ง 

ผลิตภัณฑที่เปนผลไมและของหวาน 

กัมมี่ แบร (Gummi bears) 

มัสเมลโลว (Marshmallows) 

เซอคัส พีนัท (Circus Peanuts) 

ลูกกวาด 

วาฟเฟล (Wafers) 

ไสของขนมปง และ Icings 

ผลิตภัณฑประเภทเนื้อสัตว 

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 

  ในอุตสาหกรรมยามีการนําเจละตินมาใชดังนี้ 
 
ก. ใชผลิตแคปซูลยา 

-   แคปซูลชนิดแข็ง จะผลิตจากกระบวนการจุมใชเจละตินเปนสวนประกอบ 
ในการผลิตแคปซูลประมาณ 30 เปอรเซ็นต 
 -   แคปซูลชนิดออน จะผลิตจากกระบวนการหมุนแหงใชเจละตินเปน
สวนประกอบ ในการผลิตแคปซูลประมาณ 40-45 เปอรเซ็นต 

ข. ใชเปนตัวประสานในเม็ดยา 
ค. ใชเปนสารชวยกระจายตัว (Emulsifier) ในน้ํามันตับปลาที่มีการเติมวิตามิน 
ง. ใชเปนพาหนะ (Vehicle) ในการควบคุมการสงผานเม็ดยา  
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จ. ใชในการผาตัด sterile sponge โดยจะเปนตัวดูดซับเลือดในขณะทําการ 

 รักษา  ซ่ึงจะสามารถทิ้ไวในรางกายได เพราะสามารถสลายไดดวยเอนไซม ของรางกาย 

  ฉ. ใชเปนสารเพิ่มเสถียรภาพ (Stabilizer) ในน้ํามันที่มีคุณคาตาง ๆ 

 
ตารางที่ 2.4 แสดงสมบัติที่สําคัญของเจละตินที่นํามาใชในการผลิตแคปซูลยาชนิดแข็ง 
 

สมบัติของเจละติน ชนิด A ชนิด B 
คาความแข็งแรงของเจล (Bloom) 
ความหนืด (mp) 
pH 
จํานวนจุลินทรียทั้งหมดที่ใชออกซิเจน 
E. coli 
แซลโมเนลลา (Salmonella) 

240 - 300 
44 - 55 

4.5 - 5.5 
<1000/กรัม 
ตองไมพบ 
ตองไมพบ 

200 - 250 
45 - 60 

5.3 - 6.5 
<1000/กรัม 
ตองไมพบ 
ตองไมพบ 

 
 
ตารางที่ 2.5 แสดงสมบัติที่สําคัญของเจละตินที่นํามาใชในการผลิตแคปซูลยาชนิดออน 
 

สมบัติของเจละติน ชนิด A ชนิด B 
คาความแข็งแรงของเจล (Bloom) 
ความหนืด (mp) 
pH 
จํานวนจุลินทรียทั้งหมดที่ใชออกซิเจน 
E. coli 
แซลโมเนลลา (Salmonella) 

150 - 200 
25 - 35 

4.5 - 5.5 
<1000/กรัม 
ตองไมพบ 
ตองไมพบ 

125 - 175 
30 - 45 

5.3 - 6.5 
<1000/กรัม 
ตองไมพบ 
ตองไมพบ 
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ตารางที่ 2.6 แสดงสมบัติที่สําคัญของเจละตินที่นํามาใชในการผลิตยาเม็ด 
 

สมบัติของเจละติน ชนิด A ชนิด B 
คาความแข็งแรงของเจล (Bloom) 
ความหนืด (mp) 
pH 
จํานวนจุลินทรียทั้งหมดที่ใชออกซิเจน 
E. coli 
แซลโมเนลลา (Salmonella) 

75 - 150 
17 - 35 

4.5 - 5.5 
<1000/กรัม 
ตองไมพบ 
ตองไมพบ 

75 - 150 
20 - 35 

5.3 - 6.5 
<1000/กรัม 
ตองไมพบ 
ตองไมพบ 

 
3) อุตสาหกรรมถายภาพ 

ในอุตสาหกรรมถายภาพมีการนําเจละตินมาใชประโยชนดังนี้ 
 
ก. ใชเปนองคประกอบสําคัญของ silver halide photographic film  
ข. ใชเปนตัวนําสี และจะชวยทําหนาที่ยึดเกาะ  

 โดยยึดอนุภาคของผงสีและพื้นผิวใหเกาะไวดวยกัน เพราะเจละตินมีลักษณะ
โปรงใส ไมมีสี ทนทานตอการขัดถูยืดหยุนได ทําใหผงสีติดกับฟลมไดนานขึ้น 

ตารางที่ 2.7 แสดงสมบัติที่สําคัญของเจละตินที่นํามาใชในอุตสาหกรรมภาพถาย 
 

สมบัติของเจละติน ชวงที่เลือกใช 

ความชื้น (เปอร็เซนต) 

pH∗ 

ความหนืด∗ (mp) 

คาความแข็งแรงของเจล (g Bloom) 

คาการดูดกลืนแสง∗ 

 - 420 นาโนเมตร 

 - 650 นาโนเมตร 

ความหนืดที่สูญเสียไป∗∗ (เปอรเซ็นต) 

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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∗ วัดที่ความเขมขนของเจละตินเทากับ 6.16 เปอรเซ็นต อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

∗∗ วัดที่ความเขมขนของเจละตินเทากับ 10.0 เปอรเซ็นต อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และ
ทิ้งไวเปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวจึงทําการวัดไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

 

4) อุตสาหกรรมเครื่องสําอาง 

 

 จะมีการเติมเจละตินลงไปเพื่อเพิ่มความเหนียวขน และเพิ่มผิวสัมผัสที่ใหแก 

เนื้อครีมในเครื่องสําอาง และเจละตินยังชวยในการซอมแซมสวนที่สึกหรอใหผิวไมเหี่ยวยน นุมชุม
ช่ืน เพราะเจละตินเปนแหลงที่อุดมไปดวยโปรตีน 

 

5) ดานอื่น ๆ 

   นอกจากนี้ยังมีการนําเจละตินมาประยุกตใชในดานตาง ๆ เชน 

 

  ก.  ใชเจละตินเปนองคประกอบในการผลิตทอ PVC 

  ข.  ใชเจละตินในการผลิตกระดาษไรคารบอนที่ปลอดภัยตอส่ิงแวดลอม 

 
2.2 งานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 
 ในการศึกษาและพัฒนากระบวนการเพื่อใหไดมาซึ่งโปรตีนคอลลาเจนหรือเจลาตินจากเศษ
หนัง ในชวงแรกนิยมใชกรดหรือดางในกระบวนการสกัด ตอมาเริ่มนิยมนําเอนไซมมาใชในการ
สกัดดวย  จากศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการยอยสลายโปรตีนในเศษหนังจากขั้นตอนการขูดบาง 
โดยใชเอนไซมอัลคาไลนโปรทีเอส เพื่อการนําโครเมียมและโปรตีนกลับมาใชประโยชนใหม โดย
การแปรผันปริมาณปูนขาว เอนไซม อุณหภูมิ และเวลาที่ใช พบวา การใชปูนขาว 5-6%, และ
เอนไซมอัลคาไลนโปรทีเอส 6% ที่อุณหภูมิ 60-65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 120 นาที สามารถยอย
โปรตีนในเศษหนังออกมาไดถึง 76% ตอจากนั้นทําการกรองเพื่อแยกตะกอนโครเมียมออกจาก
ไฮโดรไลเซตโปรตีน พบวาไฮโดรไลเซตโปรตีนที่ไดมีโครเมียมอยูนอยกวา 4.5 ppm  (Taylor และ
คณะ ,1990 ) หลังจากนั้นมีการศึกษาถึงการยอยโปรตีนในเศษหนังดวยเอนไซมอัลคาไลนโปรที
เอส โดยการเตรียมตัวอยางเศษหนังในน้ําที่มากพอ อุณหภูมิ 60-85 องศา-เซลเซียส แลวเติมเกลืออัล
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คาไลนเอิรธ และ/หรือ เกลืออัลคาไลน เพื่อปรับ pH ใหอยูในชวง pH 8-12 และเติมเอนไซม 
Alkalase 3%โดยน้ําหนัก หลังจากนั้นแยกไฮโดรไลเซตโปรตีนที่ไดออกมา พบวาไฮโดรไลเซต
โปรตีนที่ไดมีโครเมียมอยูนอยกวา 1 ppm และไมมีการเปลี่ยนสัดสวนของกรดอะมิโนเมื่อเทียบกับ
กรดอะมิโนของคอลลาเจน (Taylor และคณะ , 1992)  นอกจากนี้ยังไดมีการศึกษาถึงกระบวนการ
ใชเอนไซมกับเศษหนัง หรือ วัตถุดิบที่มีโครเมียมปนอยูดวย (Taylor และคณะ , 1992) โดยในการ
ทดลองตองมีการเติมน้ําประมาณ 75-95% ของสวนผสมทั้งหมดลงไป แลวเติมดางเพื่อปรับ pH 
และแคลเซียมหรือแมกนีเซียมเพื่อใชเปนโคแฟกเตอรของเอนไซม แลวนําไปใหความรอนที่
อุณหภูมิ 60-75 องศาเซลเซียส เวลาที่ใชในการทดลอง คือ คร่ึงชั่วโมงจนถึง 4 ชั่วโมง โดยจะใช
ความเขมขนของเอนไซมที่นอยที่ สุดที่สามารถยอยโปรตีนออกมาไดมากที่ สุด   ดังนั้นใน
กระบวนการผลิตจะทําใหไดไฮโดรไลเซตโปรตีนที่ละลายอยูในน้ําและโครเมียมที่ไมละลายน้ํา 
ตอจากนั้นทําการแยกสวนที่ละลายน้ํากับสวนที่ไมละลายน้ําออกจากกัน ในสวนที่ไมละลายน้ําจะมี
โครมเมียมเหลืออยูซ่ึงอาจนํากลับมาใชใหมไดในขั้นตอนของการดองกรดและการฟอกโครม และ
ที่สําคัญที่สุดไฮโดรไลเซตโปรตีนที่ไดจะไมมีโครมเมียมลงเหลืออยูซ่ึงสามารถนํามาใชประโยชน
ไดโดยการนํามาใชเปนสวนผสมในอาหารสัตว ปุย และเครื่องสําอาง กระบวนการดังกลาวขางตน
ถือเปนความกาวหนาสําหรับการจัดการกับของเสียที่เกิดขึ้นจากอุตสาหกรรมฟอกหนัง ตัวอยางของ
เสียที่นํามาใชสกัดโปรตีนไดแก หนังที่ผานการฟอกโครมแลว หนังฟอกที่ผานการเจียร โครมเคก 
โครมสลัด 
 
 P.G. Dalev และ L.S. Simeonova (1992) ไดศึกษาถึงการใชเอนไซมในกระบวนการ
เทคโนโลยีชีวภาพ เพื่อสกัดแยกโปรตีนและไขมันออกจากเศษหนังที่ไดจากการผาแยกชั้น โดยใช
เอนไซม Alkaline proteinase จาก B. subtilis ที่ความเขมขนของเอนไซม 50,000 UI/g ที่อุณหภูมิ 
55-66 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง ใหปริมาณโปรตีน 35-45% และปริมาณไขมัน 4-8% โดย
โปรตีนที่สกัดไดสวนมากเปนคอลลาเจนซึ่งนําไปผลิตเปนกาวตอไป  ตอมาไดมกีารศึกษาการสกัด
โปรตีนจากเศษหนังแบบ 2 ขั้นตอน (two step process) โดยใชเอนไซม Alkalase ความเขมขน 
0.1% โดยน้ําหนัก อุณหภูมิ 70-72 องศาเซลเซียสโดยการไฮโดรไลซในสารละลายของเกลือ MgO 
พบวา ไฮโดรไลเซตโปรตีนที่ไดจากการยอยเศษหนังดวยเอนไซม เมื่อใช MgO 6% มีปริมาณ
โครเมียมอยู 5 ppm และเมื่อใช MgO 3% รวมกับ NaOH หรือ KOH 2% จะมีโครเมยีมอยู 14 และ 
10 ppm ตามลําดับ และการใช MgO เพียงอยางเดียว ใหผลไมแตกตางจากการใช MgO รวมกับ 
Na2CO3 หรือ K2CO3 (Taylor และคณะ , 1994) 
 
 นอกจากนี้ในทําฟารมปศุสัตวไดมีการศึกษาถึงการสกัดโปรตีนจากของเสีย โดยใชการยอย
ดวยเอนไซม  ซ่ึงวัตถุดิบที่ ใชคือ  เขา  และ  กีบ  ของวัว  และ  ควาย  จะตองทําใหมีขนาด
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เสนผาศูนยกลางต่ํากวา 250 ไมโครเมตร สําหรับเอนไซมที่ใชในการทดลองเปนเอนไซมทางการคา
ที่ไดจาก Bacillussubtilis ในการยอยวัตถุดิบดวยเอนไซมจะใชเวลา 30-60 นาที pH เทากับ 8.3 
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส อัตราสวนระหวางวัตถุดิบกับเอนไซมเปน 1:0.05 และความเขมขนของ
วัตถุดิบเทากับ 62.5 กรัมตอลิตร ซ่ึงอัตราสวนนี้จะลดลงเปน 1:0.023 และ 61.0 กรัมตอลิตร
ตามลําดับ เมื่อเพิ่มรอบในการทําปฏิกิริยาในการทดลองใหมากกวาหนึ่งรอบในการทําปฏิกิริยา 
 (K. Kida, S. Morimura,J. Noda และคณะ , 1995)  
 
 P.G.Dalev และ L.S. Simeonova (1992) ไดทําการศึกษาถึงการใชเอนไซม Alkaline 
proteinase จาก B. subtilis ในการยอยเศษหนังชั้นลางที่ไดจากการผาแยกชั้นกอนการฟอกหนัง 
(lower splitting) ผลที่ไดแบงเปน 3 สวน คือ ไขมัน, คอลลาเจนไฮโดรไลเซต (collagen 
hydrolysate) และ โปรตีนคอนเซนเตรท (protein concentrate) โดยในสวนของคอลลาเจนไฮโดรไล
เซต (collagen hydrolysate) นั้นเมื่อนํามายอยใหมีโมเลกุลเล็กลงจะไดเจละติน (gelatin) และเมื่อ
นํามาผานการทําบริสุทธิ์จะทําใหไดเจละตินที่สามารถใชในการบริโภคได  สําหรับในอตุสาหกรรม
ภาพถายไดมีการศึกษาถึงการผลิตเจละตินเพื่อนําไปใชประโยชนเชนเดียวกัน (Rainville และคณะ , 
2000) จากการศึกษาพบวา ประมาณ 0-25% ของเจละตินที่สกัดได ประกอบดวยเจละตินที่มีน้ําหนัก
โมเลกุลสูง (> 250,000) ประมาณ 0-20% ประกอบดวยสวนที่เปนเบตา (150,000-250,000) และ
ประมาณ 15-55% ประกอบดวยสวนที่เปนแอลฟา (50,000-150,000) โดยเจละตินที่ไดจะมีความ
แข็งแรงของเจล (Gel strength) 150-350 g Bloom และมีคาดูดกลืนแสงที่ 420 นาโนเมตร นอยกวา 
0.069 เมื่อใชเอนไซมโปรตีเอสที่มีความเขมขนนอยกวา 10 ppb ของของเหลวผสมทั้งหมด แลวทํา
การกวนที่เวลาและอุณหภูมิที่เหมาะสมเจละตินที่ไดจะมีความหนืดนอยกวา 9 cps. (ที่ความเขมขน
ของเจล 6.16 % อุณหภูมิ 104 องศาฟาเรนไฮด) และเมื่อนําสารละลายเจละตินที่ไดมาทําใหบริสุทธิ์
เพ่ิมมากขึ้นจะทําใหไดเจละตินที่มีคุณภาพดีขึ้นดวย 

 
ตอมาไดมีการศึกษาถึงการสกัดและกระบวนการทําแหงของเจละติน (Bajza Zeljko และ 

Vrcek Valerije , 2001) โดยใชเอนไซม alkaline protease ที่ความเขมขนแตกตางกันในการสกัด
โปรตีนออกจากเศษหนังที่ยังไมไดผานการฟอก พบวาการใชเอนไซม alkaline protease ที่ความ
เขมขนของเอนไซม เทากับ 12000 units/g ของหนัง ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เปนเวลา 120 นาท ี
สามารถใหปริมาณโปรตีนออกมามากที่สุดเมื่อเทียบกับความเขมขนของเอนไซมอ่ืนๆ ที่อุณหภูมิ
และเวลาเดียวกัน โดยดูไดจากปริมาณของ dry substrate ที่เหลืออยูมีปริมาณนอยที่สุดและปริมาณ
กรดอะมิโนที่มีอยูในสารละลายเจละตินเมื่อใชเวลาในการยอยเศษหนังที่เหลืออยูมากที่สุด  และใน
การทําแหงของสารละลายเจละตินโดยใช Dispersion drying system และ Rollers drying system 
จากการถายภาพโดยใชกลองจุลทรรศอิเล็กตรอน ผลที่ไดพบวาการทําแหงโดยใช  Dispersion 
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drying system จะใหขนาดของผงเจละตินที่เล็กมาก คอนขางกลม และมีขนาดสม่ําเสมอ สวนการ
ทําแหงโดยใช Rollers drying system จะทําใหไดเจละตินแหงที่มีลักษณะเปนแผนบาง 

 
หลังจากนั้นไดมีการพัฒนากระบวนการสําหรับการสกัดโปรตีนและผลิตคอลลาเจนจาก

เศษหนังและกระดูก (S. Morimura, H. Nagata, Y. Uemura  และคณะ , 2002)  โดยใชเอนไซม ใน
การยอยนั้นไขมัน  และ  สารประกอบอนินทรียจะถูกกําจัดออกไปกอนในขั้นตอนของการ 
pretreatment  และโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงจะถูกสกัดออกมาภายใตสภาวะที่เปนกรด (pH 3) 
ที่อุณหภูมิ  60  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  1  ช่ัวโมง  น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนที่สกัดไดจากหนัง
หมูจะมีขนาดใหญกวา 100  กิโลดัลตัน  และมีสมบัติในการเก็บรักษาน้ําไวในโมเลกุลไดดีจึงเปน
ประโยชนในการชวยซอมแซมผิวหนังที่มีรองรอยเหี่ยวยน นอกจากนี้ยังไมมีปญหาเรื่องกลิ่นมา
รบกวนซึ่งไดผานการทดสอบและยอมรับแลววาสามารถนํามาใชเปนสวนผสมในเครื่องสําอางได 
สําหรับกระดูกปลาและหนังหมูที่ผานการ pretreatment  แลวจะถูกนํามายอยดวยเอนไซมทางการคา  
พบวาสวนที่ไดจากการยอยนี้มีสมบัติในการตานอนุมูลอิสระ ( IPOX50, 0.18 และ 0.45 มิลลิกรัม ตอ 
มิลลิลิตร )  และ ชวยลดแรงดันเลือดได (IC50, 0.16 และ 0.41 มิลลิกรัม ตอ มิลลิลิตร )  นอกจากนี้ยัง
สามารถนําไปเปนสวนประกอบหรือเติมในอาหารไดอีกดวย 

 
2.3 สมมติฐาน 
 

 งานวิจัยนี้ไดศึกษาการสกัด และทําบริสุทธิ์ของเจละตินจากเศษหนังสัตวใหญโดย
ใชเอนไซมอัลคาไลนโปรทีเอส พรอมทั้งศึกษาถึงความสัมพันธระหวางสมบัติของเจละตินที่ไดกับ
สภาวะที่ใชในการทดลอง เพื่อใหสามารถนําไปประยุกตใชในงานอุตสาหกรรมดานตาง ๆ ซ่ึงใน
อุตสาหกรรมแตละประเภทนั้นมีความตองการเจละตินที่มีสมบัติที่แตกตางกัน ซ่ึงสมบัติที่สําคัญ
ของเจละตินที่ใชในการแบงประเภทของเจละตินนั้นไดแก คาความแข็งแรงของเจล และ ความหนืด 
สมบัติที่สําคัญของเจละตินเหลานี้จะแตกตางกันขึ้นกับสภาวะที่ใชในการสกัด ดังนั้นในงานวิจัยนี้
จะไดทําการศึกษาหาความสัมพันธระหวางสมบัติที่สําคัญของเจละตินกับสภาวะที่ใชในการสกัด 
โดยในขั้นตอนการสกัดเจละติน จะตองคํานึงถึงปจจัยตาง ๆ ท่ีมีผลตอสมบัติของเจละตินที่ไดดวย 
ไดแก ความเขมขนของเอนไซม อุณหภูมิ เวลา อัตราเร็วในการกวน และ pH ที่ใชในการสกัด  
ตอจากนั้นจะทําการแปรรูปสารละลายเจละตินที่ไดใหอยูในรูปเจลาตินผง สวนในการทําบริสุทธิ์
ของเจละตินจะเลือกใชเจลฟลเตชั่นโครมาโตกราฟ ซ่ึงเปนการแยกสารโดยอาศัยขนาดของโมเลกุล
ของสารที่ตองการแยก โดยสารที่มีขนาดโมเลกุลใหญจะหลุดออกมากอนสารที่มีขนาดโมเลกุลเล็ก 
แลวทําการตรวจสอบความบริสุทธิ์พรอมทั้งหาน้ําหนักโมเลกุลของเจละติน โดยใช Native-PAGE 
และ SDS-PAGE พรอมทั้งหาปริมาณโปรตีนของเจละติน และตรวจสอบสมบัติตาง ๆ เพื่อแยก
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ระดับของเจละติน ไดแก ความแข็งแรงของเจล, ความหนืด, การละลาย, pH, pI, สี, สารหนู, 
ทองแดง, สังกะสี, ตะกั่ว, โลหะหนัก, ซัลเฟอรไดออกไซด, ความชื้น, เถา, ไขมัน,  จํานวนจุลินทรีย
ทั้งหมด และองคประกอบของกรดอะมิโนในเจละตินผงที่ไดจากการทดลอง 



บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.1 เคร่ืองมือท่ีใชในการวิจัย 
 
 3.1.1 เครื่องเหวี่ยงแยกชนิดควบคุมความเยน็  (Refrigerated Centrifuge)   
   
  รุน  KB-20000T  บริษัท  Kubota, Japan  
  
 3.1.2 เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (UV-Visible Recording spectrophotometer)   
   
  รุน UV-160  บริษัท Shimadzu, Japan 
 
 3.1.3 แหลงจายไฟฟา (Power Supply)  
 
  รุน Model 1000/500 บริษัท Bio-RAD  สามารถปรับกระแสไฟฟาตามความตองการได 
 
 3.1.4 เครื่องปนกวน 
 
  ประกอบดวยมอเตอร และใบกวนที่สามารถปรับความเร็วรอบ และความสูงของใบพัด
ตามตองการได แกนใบกวนทําจากสแตนเลส 
 
 3.1.5 เครื่องระเหยสุญญากาศแบบเตาอบ (Vacuum Drying Oven )   
   
  รุน DP 41  บริษัท Yamato Hitec, Japan สามารถปรับอุณหภูมิของเตาอบตามความ
ตองการได 
 
 3.1.6 เตาอบ 
  รุน ConTherm Digital series Five บริษัท Jackson Electrical สามารถปรับระดับความ
รอนตามตองการได 
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 3.1.7 เตาเผา 
 
  รุน Carbolite CW F1200 บริษัท  สามารถปรับระดับความรอนตามตองการได 
 
 3.1.8 เครื่องวัดลักษณะเนื้อสัมผัส (Texture analyser)  
 
  รุน TA-XT 2I ใชหัววัด stable micro systems P/0.5HS บริษัท Stable micro systems 
 
 3.1.9 เครื่องวัดความหนืด (Brookfield analyser) 
 
  รุน Model DV-III ใชหัววดั UL-Adapter บริษัท Brookfield engineering Labs. INC. 
สามารถควบคุมอุณหภูมิขณะทําการทดลองได และปรบัความเร็วรอบพรอมทั้งเวลาที่ใชในการทดลอง
ได 
 3.1.10 เครื่องวัดสี  
 
  รุน CR-300 บริษัท Minolta 
 
 3.1.11 มาตรวัดความเปน กรด - ดาง (pH meter) 
 
  รุน F-13 บริษัท Horiba 
 
 3.1.12 ชุดอุปกรณสําหรับหาคา pI 
 
  รุน Model 111 MINI IEF CELL บริษัท BIO-RAD 
 
 3.1.13 ชุดอุปกรณสําหรับหาน้ําหนกัโมเลกุล 
 
  รุน Model No.Mini Trans-Blot Cell บริษัท BIO-RAD 
 
 3.1.14 เครื่องวิเคราะหปริมาณไนโตรเจน/Desket 
 
  รุน NA 2000 N-Protein ยี่หอ FISONS Instruments 
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3.2 ตัวอยางและสารเคมีท่ีใชในการทดลอง 
  ตัวอยางและสารเคมีที่ใชในการทดลองแสดงดังตารางที่ 3.1 
 
ตารางที่ 3.1 แสดงวัตถุดิบ และสารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 
วัตถุดิบ/สารเคมีท่ีใชในการ

ทดลอง คุณสมบัต ิ หนาท่ี ท่ีมา 

1. เศษหนังเปยกชั้นในทีย่ัง
ไมผานการฟอก บดละเอียด เปนวัตถุดิบหลักใน

งานวิจยั บริษัท Wold Pet International 

2. แอลคาไลนโปรทีเอส มี
ชื่อทางการคาวา Savinase 
12T 

เม็ดเล็ก สีขาว ยอยโปรตีน บริษัท Novo Nodisk 

3. กรดกลาเซียลอะซิติค   สารละลายใส ลางสียอมโปรตีน 
 

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 สียอมโปรตีน บริษัท Sigma-Aldrich 

7. โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต  ผงสีขาว ใชทําใหประจขุอง
โปรตีนเปนลบ 

บริษัท BHD Chemical 

8. โบรโมฟนอลบลู   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 

ความเขมขน 
95% ตัวทําละลาย บริษัท Merck 
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ตารางที่ 3.1 แสดงวัตถุดิบ และสารเคมีที่ใชในการทดลอง (ตอ) 
 
วัตถุดิบ/สารเคมีท่ีใชในการ

ทดลอง คุณสมบัต ิ หนาท่ี ท่ีมา 

12. Ammonium  persulfate   ความเขมขน 
10% 

ทําใหเกิดรางแหของ
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
ออน 

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 เรงปฎิกิริยา
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 
 
 งานวิจัยนี้เปนการศึกษาการสกัดและทําบริสุทธิ์ของเจละตินจากเศษหนังสัตวใหญที่ยังไมผาน
การฟอก โดยใชเอนไซมอัลคาไลนโปรทีเอส โดยในสวนของการสกัดเจละติน ทําการศึกษาถึงปจจัย
ตาง ๆ ในการสกัดดังนี้ ความเขมขนของเอนไซม เวลา อุณหภูมิ และ pH ทําการวิเคราะหหา น้ําหนัก
แหง ปริมาณโปรตีน คาความแข็งแรงของเจล ความหนืด การละลาย pH pI สี สารหนู  ตะกั่ว  โลหะ
หนัก  และ  ซัลเฟอรไดออกไซด ความชื้น ปริมาณเถา ไขมัน การตรวจสอบปริมาณจุลินทรียทั้งหมด 
วิเคราะหกรดอะมิโนในเจละตินที่สกัดได แลวนําผลที่ไดมาทําการประมวลผล เพื่อหาความสัมพันธ
ระหวางปจจัยที่ใชในการสกัดและสมบัติของเจละตินที่สําคัญ โดยใชโปรแกรม SPSS ในการวิเคราะห 
และในสวนของการทําบริสุทธิ์เจละติน ศึกษาถึงน้ําหนักโมเลกุลของเจละตินที่ไดวามีความสัมพันธกับ
สมบัติของเจละตินที่ไดอยางไร แลวทําการตรวจสอบความบริสุทธิ์ที่ไดดวยโพลีอะคริลาไมดเจลอิเลค
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 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ของ azo-casein ใสในหลอด
ทดลอง  เติมบัพเฟอร 0.9 มิลลิลิตร  และ supernatant  0.1 มิลลิลิตร  บมกับอุณหภูมิที่เหมาะสม
ของเอนไซม  นาน  20  นาที  เขยาที่  150  รอบตอนาที  หยุดปฏิกิริยา  โดยเติม  10% 
Trichloroacetic acid (TCA)  ที่เย็นจัด (4oC) ปริมาตร  2  มิลลิลิตร  นํามาปนเหวี่ยงที่ 3,500  
รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที  เก็บสวนใส นํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่  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  ลงไปกอนบมที่อุณหภูมิ 
 

3.4.2    วัดคาความเปนกรด-ดางของหนังเปยก 
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 ชั่งตัวอยางหนังเปยก  10  กรัม  เติมน้ําประปาปริมาตร  4  เทาของน้ําหนักหนัง (หรือ 
40 ml)  เขยาที่  150  รอบตอนาที  เปนเวลา  24  ชั่วโมง  วัดคา pH 
 
3.4.3 หาปริมาณโปรตีนในตัวอยางหนังเปยกเร่ิมตน  โดยใชเครื่องวิเคราะหปริมาณ
ไนโตรเจน/Deskjet 

 
   ช่ังตัวอยางหนังเปยกประมาณ 10 มิลลิกรัม ใสลงในถวยสําหรับเผา นํา
ตัวอยางใสในชองรับตัวอยาง รอจนตัวอยางเกิดการเผาไหม นําโครมาโตแกรมของผลการทดลองที่
ไดเปรียบเทียบกับสารมาตราฐาน แลวคํานวณปริมาณโปรตีนโดยใชแฟคเตอร 6.25 ในการคํานวณ 
(โครมาโตรแกรมของการทดลองแสดงในตารางที่ ฉ.5 ภาคผนวก ฉ) 
 

3.4.4  ทําการทดลองสกัดเจละตินจากหนังเปยกที่ยังไมผานการฟอก 
 

 3.4.4.1 ทําการทดลองสกัดเจละตินที่ความเขมขนตางๆ ของเอนไซม 
 
 ชั่งตัวอยางหนัง  500  กรัม  นํามาปนลางดวยน้ําประปาเปนเวลา  1  ช่ัวโมง  เท
น้ําลางทิ้ง  เติม  0.1 M Phosphate buffer pH 8.00  ปริมาตร  4  เทาของน้ําหนักหนัง  หรือเทากับปริมาตร  
2000 มิลลิลิตร  เติมเอนไซม Savinase 12 T ที่ความเขมขน 200 U/mg, 1,000 U/mg, 3,000 U/mg, 5,000 
U/mg, 7,500 U/mg, 10,000 U/mg และ ไมเติมเอนไซม(no enzyme) เพื่อใชเปนชุดทดลองควบคุมใน
การทดลอง ทําการสกัดเจละตินที่ อุณหภูมิ  50 องซาเซลเซียส  ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที  เก็บ
ตัวอยางทุก 20 นาที ปริมาตร  200  มิลลิลิตร  เปนเวลา  3  ช่ัวโมง  หยุดปฏิกิริยาของเอนไซมที่อุณหภูมิ  
75  องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําตัวอยางมาปนเหวี่ยงที่ 10,000  รอบตอนาที นาน 10 นาที  กรอง
ดวยกระดาษกรองเบอร 2   
 
 3.4.4.2 ทําการทดลองสกัดเจละตินดวยเอนไซมที่สภาวะตางๆ ไดแก ความเขมขนของ
เอนไซม  pH  อุณหภูมิ  และ เวลาในการสกัด 
 
 ชั่งตัวอยางหนัง  500  กรัม  นํามาปนลางดวยน้ําประปาเปนเวลา  1  ช่ัวโมง  เท
น้ําลางทิ้ง  เติม  0.1 M Phosphate buffer pH 8.00, 9.50, 11.00  ปริมาตร  4  เทาของน้ําหนักหนัง  หรือ
เทากับปริมาตร  2000 มิลลิลิตร  เติมเอนไซม Savinase 12 T ที่ความเขมขน 200, 5,000 และ 10,000 
U/mg ทําการสกัดเจละตินที่ อุณหภูมิ 40, 50, 60  องซาเซลเซียส  ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที  เก็บ
ตัวอยางทุก 20 นาที ปริมาตร  200  มิลลิลิตร  เปนเวลา  3  ชั่วโมง  หยุดปฏิกิริยาของเอนไซมที่อุณหภูมิ  
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75  องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 นาที  นําตัวอยางมาปนเหวี่ยงที่ 10,000  รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที  
กรองดวยกระดาษกรองเบอร 2   
 
 3.4.5 หาน้ําหนักแหงของเจละติน 
 
 นําสารละลายตัวอยางที่ไดมาอบแหงโดยใช ตูอบสุญญากาศ (Vacuum drying 
oven) ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา  16-18  ชั่วโมง  ช่ังน้ําหนักแหงของเจละตินที่ได 
 
 3.4.6 หาปริมาณโปรตีนของตัวอยางหลงัการอบแหง 
 
  3.4.6.1 การหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี  Lowry's (Komsa-Penkova et al,1996) 
 

   ปเปตสารละลายตัวอยาง 0.2  มิลลิลิตร ผสมกับ   Copper  Solution  0.2  
มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน  นําไปบมที่อุณหภูมิ  50  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  20 นาที รอจนเย็นที่
อุณหภูมิหองจากนั้นเติมสารละลาย  Folin-ciocaltear (Folin-ciocalteau : H2O, 1:15 ) 0.6 มิลลิลตร เขยา
ใหเขากัน นําไปบมที่อุณหภูมิ  50  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  10  นาที  รอจนเย็นที่อุณหภูมิหอง  แลว
นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง  650 นาโนเมตร จากนั้นนําคาที่ไดไปเปรียบเทียบกับเสนกราฟมาตรฐานที่
เตรียมจากสารละลาย bovine serum albumin (BSA)  ที่ความเขมขน 20, 40, 80, 100 และ 120 
ไมโครกรัม  ตอ  0.2  มิลลิลิตร  (กราฟมาตรฐานแสดงในภาคผนวก ง) 

 
 3.4.7 ตรวจสอบสมบัติทางเคมีและกายภาพของเจละติน 
 
  3.4.7.1 วัดคาความแข็งแรงของเจล หรือ Gel strength (ดัดแปลงจากวิธีของ AOAC 
1995 - 38.1.04) 
 
   เตรียมสารละลายเจละติน 6.66% แลวนําไปเก็บที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
16-18 ชม. นําไปวัดคา Gel strength โดยเครื่อง Texture analyser หัววัด Stable Micro Systems P/0.5 HS 
(ปลายหัววัดมีลักษณะโคงคึ่งวงกลม เสนผานศนูยกลาง 12.5 มิลลิเมตร) โดยกดผิวหนาของเจลาตินให
ลึกลงไป 4 มิลลิเมตร มีหนวยเปน g Bloom 
 
  3.4.7.2 วัดคาความหนืด (ดัดแปลงจาก Gudmundsson and Hafsteinsson, 1997) 
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   เตรียมสารละลายเจละติน 6.66 % แลวทําการวัดความหนืดดวยเครื่องวัดความ
หนืด BROOKFIELD รุน Model DV-III ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที 
เปนเวลา 1 นาที มีหนวยเปน cp 
 
  3.4.7.3 การละลาย (ดัดแปลงจาก มอก. 799-2531 ขอ 4.3) 
 
   ทดสอบการละลายของเจละตินโดยใช น้ํากล่ันที่อุณหภูมิ 10, 20, 30, 40, 50, 
60 และ 70 องศาเซลเซียส และตัวทําละลาย ไดแก อีเทอร คลอโรฟอรม และ 95 % เอทานอล  
 
  3.4.7.4 pH (Choi S.S. and Regenstein J.M., 2000) 
    
   วัดโดยใช pH meter โดยใชสารละลายเจละตินความเขมขน 1.0% โดยน้ําหนัก 
 
  3.4.7.5 สี 
 
   วัดโดยใช Spectrocolorimeter (Minolta Chroma Meter) รุน CR-300  เลือกใช
ระบบวัดสีแบบ L a b โดยมีเจละตินที่มีความบริสุทธิ์เปนตัวเปรียบเทียบ แลวนําผลที่ไดมาคํานวณหาคา 
∆E เพื่อดูแนวโนมของสีของเจละตินที่ไดจากการสกัด (อรัญ หาญสบืสาย, 2547 และ Jamilah B. and 
Harvinder K.G., 2002) 

 
∆E = 222 baL ∆+∆+∆  

 
  3.4.7.6 สารหนู  ตะกั่ว  โลหะหนัก  และ  ซัลเฟอรไดออกไซด 
 
   ทําการวิเคราะหดวยวิธี ICP atomic emission spectrometry มีหนวยเปน ppm
โดยสงวิเคราะหที่ศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  
 
  3.4.7.7 ปริมาณความชื้น  
 
   ตามวิธีวิเคราะหของ A.O.A.C. 1980 - 14.004  ดังรายละเอียดในภาคผนวก ค 
 
  3.4.7.8 ปริมาณเถา  
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   ตามวิธีวิเคราะหของ A.O.A.C. 1980 - 14.006  ดังรายละเอียดในภาคผนวก ค 
 
  3.4.7.9 ไขมัน (%Fat) 
 
   ตามวิธีวิเคราะหของ A.O.A.C. 1980 - 7.056  ดังรายละเอียดในภาคผนวก ค 
 
  3.4.7.10 Microbiology test  ทําการตรวจสอบปริมาณจุลินทรียทั้งหมด   
 
 ก. วิธีเตรียมสารละลาย  (บุญรัตน และ นงนุช , 2533) 
 
  ชั่งตัวอยางเจละตินผงมา 1 กรัม  ใสในหลอดทดลองละลายในน้ํากล่ันที่
ปราศจากเชื้อ 10 มิลลิลิตร ใชแทงแกวคนจะไดความเขมขน 1 ตอ 10 แลวทําใหเจือจางตอไปจนกวาจะ
อานจํานวนจุลินทรียได 30 ถึง 300 โคโลนี 
 
 ข. วิธีเตรียมเพลตเคานตอะการ (plate count agar) ดัดแปลงจากวิธีของ มอก. 
335 เลม 1-2523 (ดังรายละเอียดในภาคผนวก ค) 
 
 3.4.8 วิเคราะหขอมูลโดยการวิเคราะหคาความแปรปรวน (Analysis of Variance) เพื่อหา
ความมีนัยสําคัญทางสถิติของแตละปจจัย และระหวางปจจัยของสภาวะ (ความเขมขนของเอนไซม  
0-10,000 U/mg, อุณหภูมิ 40-60 องศาเซลเซียส, เวลา 20-180 นาที และ คาความเปนกรด-ดาง 8-11) ที่
ใชในการสกัดกับคุณสมบัติทางกายภาพที่สําคัญของเจละติน (คาความแข็งแรงของเจลและความหนืด)
โดยใช Duncan's New Multiple Range Test และหาสมการความสัมพันธระหวางสภาวะที่ใชสกัดกับ
สมบัติที่สําคัญของเจละตินที่ได เพื่อทํานายคาความแข็งแรงของเจลและความหนืดที่ไดจากการทดลอง
สกัดที่สภาวะตาง ๆ โดยใช Multiple Regression  

 
3.4.9 การทําบริสุทธิ์ของเจละติน โดยใช เจลฟลเตรชัน ดวยคอลัมน Sephadex  G-100   
 
   นําเจละตินผงที่ไดจากการทําแหง ที่ทําการสกัดที่อุณหภูมิเดียวกันคือ 60 

องศา-เซลเซียส  เวลา 180 นาที และ ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg แต pH ตางกัน ไดแก pH 
8.0, 9.5, 11.0 และ ที่ pH 9.5 แตไมไดใสเอนไซม (control) มาละลายดวย 0.1 M phosphate buffer ที่ pH 
8.0, 9.5, 11.0  ปริมาตร  3  มิลลิลิตร  มาผานคอลัมน  Sephadex  G-100  โดยใชสารละลาย  0.1 M 
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phosphate buffer ที่ pH 8.0, 9.5, 11.0  เปนสารละลายชะ  (Eluent) เก็บตัวอยางหลอดละ  2  มิลลิลิตร
โดยใชอัตราการไหล  30 ml/hr นําแตละตัวอยางแตละหลอด ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่  280  นาโน
เมตร  ทดสอบหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี  Lowry  แลวนําสารละลายเจละตินที่ไดไปทําการไดอะไลซ
ดวยน้ํากลั่น เปนเวลา  24  ช่ัวโมง  (เปล่ียนน้ํากลั่นทุก ๆ 4-6  ชั่วโมง)   

 
3.4.10 การตรวจสอบความบริสุทธ์ิ  และหาน้ําหนักโมเลกุลของเจลติน โดยใชโพลีอะคริ-

ละไมดเจลอิเลคโตรโฟเรซิสแบบนอนดีเนเจอร และ แบบดีเนเจอร 
 
  3.4.10.1 การเตรียมสารละลายตัวอยาง 
 

   นําสารละลายตัวอยางที่สกัดไดมาละลายดวยน้ํากลั่นใหมีความเขมขนของ
โปรตีนเทากับ  1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  นําสารละลายตัวอยางและโปนตนีมาตรฐานผสมกับสารละลาย  
sample buffer  (การเตรียม sample buffer ดังในภาคผนวก ข) ในอัตราสวน 1:1 โดยปริมาตร นําไปทํา
การตรวจสอบโดยหยดลงในชองเจล  ตัวอยางละ  20  ไมโครลิตรตอ 1 ชอง 
 
 โปรตีนมาตรฐานที่ใชมี  2  กลุม  คือ  กลุมที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง (high 
molecular weight)  ไดแก  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)  กลุมที่ 2 ซ่ึงมี
น้ําหนักโมเลกุลต่ํา (low moleclar weght) ไดแก 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 การเตรียมโพลีอะคริละไมดเจล ชนิดแผน 
 
   การเตรียมเจลใชกระจก 2 แผนขนาด  กวาง 8 ยาว 10 เซนติเมตร  และ กวาง 7 
ยาว 10 เซนติเมตร  มีแผนพลาสติก  (spacer)  ขนาดกวาง 0.9 ยาว 8.5 หนา 0.1 เซนติเมตร  วางเปน
กรอบแมพิมพ  นํา separating gel  (วิธีเตรียมดังภาคผนวก ข)  ที่มีความเขมขนของอะคริลาไมด  10  
เปอรเซ็นต  เทลงในกระจกแมพิมพอยางชา ๆ โดยระวังไมใหเกิดฟองอากาศ  ใหเจลมีความสูง  5  
เซนติเมตร  ปรับผิวหนาเจลใหเรียบดวยน้ํากลั่น  ตั้งทิ้งไวจนแผนเจลแข็งตัว  (ประมาณ  45-90 นาที)  เท
น้ําสวนบนทิ้ง  จากนั้นเททับดวยสารละลาย  stacking gel  ที่มีความเขมขนของอะคริลาไมด  3  
เปอรเซ็นต  (วิธีเตรียมดังภาคผนวก ข)  ใสแมพิมพลลงในชองเจล (comb)  ทิ้งไวใหเจลแข็งตัว 
(ประมาณ  30-60 นาที)  
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  3.4.10.3 การยอมสีโปรตีนในแผนโพลีอะคริละไมดเจล 
 
   นําแผนเจลที่ผานขั้นตอนการทําอิเลคโตรโฟเรซิส  ไปยอมสีของโปรตีนดวย
สารละลายโคแมสซี  บริลเลียนท  บลู  อาร  250  ( coomasie brilliant blue R 250 : วิธีเตรียมดัง
ภาคผนวก ข)  เปนเวลาอยางนอย  4  ชั่วโมง  จากนั้นนําไปชะสีสวนเกินออก  โดยแชในสารละลายลาง
สียอมโปรตีน   ( destaining solution  : วิธีเตรียมดังภาคผนวก ข)   จนกระทั่งสวนที่เปนโปรตีนบนเจล 
ปรากฎเปนแถบสีน้ําเงินชัดเจน และนําแผนเจลมาทําแหง  แลวคํานวณหาน้ําหนักโมเลกุล (แสดงดัง
ภาคผนวก ง) 
 
 3.4.11. pI (Surachai, 2003) 
   วัดโดยใช ไอโซอิเลคตริค โฟกัสซิ่ง อิเลคโตรโฟเรซิส  (Isoelectric focusing 
polyacrylamide gel electrophoresis :IEF) 
  
   3.4.11.1  การเตรียมแผนรองรบัเจล (Preparation of gel support film) 
 
   ทําความสะอาดแผนกระจกดวยเอทานอลรอยละ 70 จนสะอาด หยดน้ําลงบน
แผนกระจกเล็กนอย นําแผนพลาสติกรองเจลมาประกบติดกับแผนกระจกดานที่มีน้ําโดยระวังอยาให
เกิดฟอง แลวนํามาคว่ําลงบนถาดสําหรับเซทเจล โดยคว่ําดานที่เปนแผนพลาสติกลงดานลาง 
 
   3.4.11.2  การเตรียมโพลีอะคริละไมดเจลสําหรับ IEF  
 
   เตรียมสารละลายโพลีอะคริละไมดเจล สําหรับ IEF (วิธีเตรียมดูรายละเอยีดใน 
ภาคผนวก ข) แลวนําไปทําใหปราศจากฟองอากาศเปนเวลา 30 นาที แลวนําสารละลายโพลีอะคริ-
ละไมดเจลมาเทลงในชองวางระหวางแผนพลาสติกกับถาดรอง ระวังอยาใหมีฟองอากาศ ทิ้งไวเปนเวลา 
45-90 นาที จนเจลแข็งตัว แลวจึงแกะแผนพลาสติกที่เจลเซทตัวแลวออกจากถาด หงายดานที่มีเจลขึ้น
เตรียมหยดตัวอยางตอไป 
 
   3.4.11.3  การเตรียมตัวอยาง และการทาํอิเลคโตรโฟเรซิส 
 
   นําสารละลายตัวอยางไปทําการเอาเกลือออกในน้ํากลั่น โดยเปลี่ยนน้ํากล่ันทุก 
6 ชั่วโมงเปนเวลา 2 วัน โดยใชถุงไดอะไลซีส นําตัวอยางที่ไดจากการเตรียมดังกลาวมาหยดลงบนตรง
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กลางของแผนเจลหลุมละ 10 ไมโครลิตร รอจนสารละลายตัวอยางซึมเขาเนื้อเจลจนหมดแลวจึงนํามาให
กระแสไฟฟา โดยขั้นแรกใหกระแสไฟ 100 โวลต เปนเวลา 45 นาที ขั้นที่สองใหกระแสไฟ 200 โวลต 
เปนเวลา 45 นาที ขั้นที่สามใหกระแสไฟ 400 โวลต เปนเวลา 120 นาที นําแผนเจลที่ผานการให
กระแสไฟฟามายอมใน Fixative reagent เปนเวลาอยางนอย 6 ช่ัวโมง แลวนําไปยอมสีของโปรตีนดวย
สารละลายโคแมสซี  บริลเลียนท  บลู  อาร  250  ( coomasie brilliant blue R 250 : วิธีเตรียมดัง
ภาคผนวก ข)  เปนเวลาอยางนอย  4  ชั่วโมง  จากนั้นนําไปชะสีสวนเกินออก  โดยแชในสารละลายลาง
สียอมโปรตีน   ( destaining solution  : วิธีเตรียมดังภาคผนวก ข)   จนกระทั่งสวนที่เปนโปรตนีบนเจล 
ปรากฎเปนแถบสีน้ําเงินชัดเจน และนําแผนเจลมาทําแหง  แลวคํานวณหาคา pI (แสดงดังภาคผนวก ง) 
 
 3.4.12 วิเคราะหองค ประกอบของกรดอะมิโนในเจละตินผง (Lui H.J. et. al., 1995) 
 
   3.4.12.1 การเตรียมตัวอยาง 
   
  นําตัวอยาง 200 มิลลิกรัม ใสในหลอดทดลองเติม 6 N ของกรดไฮโดรคลอริค ใหความ
รอนที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 22 ชั่วโมง ทําใหเย็น เติมสารมาตราฐาน (Internal standard) 
ลงไปแลวเจือจางดวยน้ําที่ปราศจากอิออน นําตัวอยางที่กรองแลวปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมกับ 
AccQ • fluor derivatization buffer ปริมาตร 70 ไมโครลิตร แลวเติม AccQ • fluor reagent ปริมาตร 20 
ไมโครลิตรลงไป นําไปใหความรอนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 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 
 

 งานวิจัยนี้เปนการศึกษาการสกัด และทําบริสุทธิ์ของเจละตินจากเศษหนังสัตวใหญที่ยังไมผาน
การฟอกโดยใชแอลคาไลนโปรทีเอส ในสวนของการสกัดเจละตินจะเริ่มทําการศึกษาจากการหาสมบัติ
เฉพาะตัวในการทํางานของเอนไซม พรอมทั้งวิเคราะหสมบัติเบื้องตนของตัวอยางหนัง แลวจึงหา
ปริมาณความเขมขนที่เหมาะสมของเอนไซมที่ใชในการสกัด ตอจากนั้นจะทําการหาสภาวะที่เหมาะสม
ตอการสกัดเจละติน  แลวจึงนําสารละลายเจละตินที่ไดไปทําแหง และวิเคราะหปริมาณโปรตีนในผงเจ
ละติน สวนการศึกษาการทําบริสุทธิ์ จะศึกษาถึงความสัมพันธระหวางสภาวะที่ใชในการสกัดกับ
น้ําหนักโมเลกุลของเจละตินที่ได และศึกษาถึงความสัมพันธระหวางสมบัติของเจละตินที่ไดจากการ
สกัดและภาวะที่ใชในการสกัดโดยใชโปรแกรม SPSS ตอไป  
 
4.1 การศึกษากิจกรรมของเอนไซม Savinase 12T   โดยวิธี Azo-casein hydrolysis 
 
 จากการหาสมบัติเฉพาะตวัของเอนไซม Savinase 12T นัน้ สมบัติเฉพาะตัวของเอนไซมที่สนใจ
ศึกษา ไดแก อุณหภูมิ และ pH ที่เหมาะสมในการทํางาน โดยทําการทดลองที่อุณหภูมิ 20-80 องศา
เซลเซียส  และ ที่ pH 2-12 ไดผลการทดลองดงัแสดงในรูปที่ 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 จะเห็นไดวาเอนไซมสามารถทํางานไดดีเมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ้นในชวง 20-60 องศา
เซลเซียส โดยที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เอนไซมจะมีการทํางานดีที่สุด มีแอคติวิตี (activity) เทากับ 
1,325 U/mg แตเมื่ออุณหภูมิที่ใชในการทํางานของเอนไซมเพิ่มขึ้นมากกวา 60 องศาเซลเซียส การ
ทํางานของเอนไซมจะลดลงอยางรวดเร็ว สวนในรูปที่ 4.2 จะเห็นไดวาเอนไซมสามารถทํางานไดดี
ยิ่งขึ้นเมื่อคาของ pH เพิ่มขึ้นในชวง pH 4-10 โดยคาของ pH ที่เอนไซมทํางานไดดีจะมีชวงคอนขาง
กวางคอื pH 8-10 ซ่ึงคาของ pH ที่เอนไซมมีการทํางานสูงที่สุดคือ pH 9 มีแอคติวิตีเทากับ 1,387 U/mg 
และการทํางานของเอนไซมจะลดลงอยางรวดเร็วเมื่อสภาวะที่ใชในการทํางานของเอนไซมมีคา pH 
มากกวา 10.0 
   
4.2 การศึกษาองคประกอบของตัวอยางหนังเปยก 
 
  ศึกษาคาความเปนกรด-ดาง และองคประกอบของตัวอยางหนังเปยกที่ใชในการทดลอง 
ไดแก โปรตีน ไขมัน ความชื้น เถา  ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 4.1 
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  ตารางที่ 4.1 คาความเปนกรด-ดาง และองคประกอบของหนังเปยก 
 

องคประกอบของหนัง คาที่ได ∗ 
pH 

โปรตีน 
ไขมัน 
ความชื้น 
เถา 

11.81 
16.00 % 
1.31 % 

62.83 % 
4.12 % 

  ∗ คาเฉลี่ยจากการวัด 3 คร้ัง 
 
  จากการทดลองศึกษาสมบัติเบื้องตนของตัวอยางหนังเปยกที่ใชในการทดลอง พบวา
หนังเปยกที่ยังไมผานการฟอกที่ไดมาจากโรงงานนั้น มีคา pH ที่วัดไดจากสารละลายน้ําประปาที่ใชใน
การแชหนังเมื่อเวลาผานไป 24 ชั่วโมง ประมาณ 11.81 มีปริมาณโปรตีนในหนังเปยกเทากับ 16.00 
เปอรเซ็นต มีปริมาณไขมัน 1.31 เปอรเซ็นต ความชื้น 62.83 เปอรเซ็นต และเถา 4.12 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ  
 
4.3 ศึกษาการสกัดเจละตินจากหนังเปยก 
 
  ในขั้นตอนของการสกัดเจละตินจะแบงเปน 2 ขั้นตอน  โดยในขั้นตอนแรกจะ
ทําการศึกษาเพื่อหาความเขมขนของเอนไซมที่เหมาะสมตอการสกัดเจละตินกอน โดยแปรคาความ
เขมขนของเอนไซม 6 คา แลวทําการทดลองที่อุณหภูมิ เวลา pH และ ความเร็วรอบในการกวนเดียวกัน 
สวนในขั้นตอนที่ 2 จะทําการเลือกคาความเขมขนของเอนไซมที่ใชในขั้นตอนแรกมาเพียง 3 คา เพื่อทํา
การทดลองตอ โดยในขั้นตอนที่ 2 นี้จะศึกษาสภาวะที่เหมาะสมที่ใชในการสกัดเจละติน 4 ปจจัย ไดแก 
ความเขมขนของเอนไซม เวลา อุณหภูมิ และ pH โดยวางแผนการทดลองแบบแฟคทอเรียล 

 
 4.3.1 ศึกษาชวงความเขมขนที่เหมาะสมของเอนไซมสําหรับการศึกษาปจจัยตาง ๆ ในการสกัด
เจละติน  
    ในการศึกษานี้เปนการหาชวงความเขมขนของเอนไซมที่เหมาะสมสําหรับการศึกษา
ปจจัยอ่ืน ๆ โดยทําการสกัดเจละตินที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส pH 8.0 อัตราการกวน 100 รอบตอ
นาที โดยเอนไซมที่ใชจะมีความเขมขนในชวง 200 - 10,000 U/mg เปรียบเทียบกับการไมใชเอนไซม 
ซ่ึงจะทําการเก็บตัวอยางปริมาตร 200 มิลลิลตร ทุก 20 นาที เปนเวลา 180 นาที นําตัวอยางที่ไดมาทําให
แหง วัดหาปริมาณโปรตีน คาความแข็งแรงของเจล และความหนืด ไดผลการทดลองดังตอไปนี้ 
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 4.3.1.1  ผลของน้ําหนักของเจละตินหลังจากการทําแหงโดยใชตูอบสุญญากาศในการอบแหงที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา16-18 ชม.   
    
   จากการเปรียบเทียบน้ําหนักแหงของตัวอยางเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขน
ของเอนไซมเทากับ 0-10,000 U/mg ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และคาความเปนกรด-ดางเทากับ 8.0 
พบวาน้ําหนักของตัวอยางเจละตินจะเพิ่มมากขึ้นเมื่อความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการทดลองเพิ่ม
มากขึ้นและยังไมมีแนวโนมที่จะคงที่เมื่อเวลาผานไป 180 นาที (รูปที่ 4.3) เมื่อพิจาราณาผลของปริมาณ
ของเอนไซมตอน้ําหนักของเจละตินรวมทั้งหมด ที่เวลา 180 นาที พบวาปริมาณของเจละตินที่สกัดไดจะ
แปรผันตามความเขมขนของเอนไซม ในชวง 0-5,000 U/mg แตเมื่อเพิ่มความเขมขนของเอนไซมให
มากขึ้นปริมาณเจละตินรวมที่ไดจะคอนขางคงที่ (รูปที่ 4.5) แสดงใหเห็นวาปริมาณเอนไซมสูงสุดที่ควร
ใชในการสกัดใหไดปริมาณเจละตินสูงสุดจะมีคาประมาณ 5,000 U/mg อยางไรก็ตามในการสกัดเจละ
ตินเพื่อการใชงานดานตางๆ นั้น จะตองคํานึงถึงคุณสมบัติอ่ืนๆ ดวยเชน ความหนืด ความแข็งแรงของ
เจล ดังนั้นในการเพิ่มปริมาณเอนไซมใหสูงกวา 5,000 U/mg แมจะไมมีการเพิ่มขึ้นของปริมาณเจละติน
ที่สกัดได แตอาจมีผลตอคุณสมบัติของเจละตินซึ่งจะไดทําการศึกษาในขั้นตอไป (ตัวอยางการคํานวณ
น้ําหนักแหงของเจละตินที่ไดกลับคืนมาเปนเปอรเซ็นตแสดงในภาคผนวก ก) 
 

 
 
รูปที่ 4.3 น้ําหนักของเจละตินผงที่ไดจากการสกัดที่เวลาและความเขมขนตาง ๆ ของเอนไซมที่อุณหภูมิ 
 50 องศาเซลเซียส pH 8.0(ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.1 ในภาคผนวก จ) 



 42

 4.3.1.2  ผลของปริมาณโปรตีนของเจละตินหลังจากการทําแหงโดยใชตูอบสุญญากาศในการ
อบแหงที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา16-18 ชม.  
 
   ในการหาปริมาณเจละตินที่ไดจากการสกัดในรูปของน้ําหนักแหงโดยรวมอาจมีความ
คลาดเคลื่อน เนื่องจากสารสกัดที่ไดอาจมีสารอื่นเชน ไขมัน หรือสารอื่นที่ปนเปอนมากับหนังเปยกปน
อยู ดงันั้นจึงทําการหาปริมาณเจละตินในรูปของโปรตีนซึ่งจะเปนคาที่บงบอกถึงปริมาณของเจละตินที่
ไดใหมีความถูกตองมากขึ้น ซ่ึงจากการเปรียบเทียบปริมาณโปรตีน (กราฟมาตรฐาน BSA ตาราง ง.1 
ภาคผนวก ง) ของตัวอยางเจละตินแหง พบวาปริมาณโปรตีนของเจละตินจะมีคาเพิ่มมากขึ้นเมื่อความ
เขมขนของเอนไซมและเวลาที่ใชในการทดลองเพิ่มมากขึ้น (รูปที่ 4.4) และ ปริมาณโปรตีนที่เพิ่มขึ้นนีม้ี
ความสัมพันธแบบแปรผันตามกับน้ําหนักของเจละติน โปรตีนที่สูงที่สุดที่ไดกลับคืนมามีคาเทากับ 
72.74 เปอรเซ็นต ที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 10,000 U/mg เวลา 180 นาที และจากการ
เปรียบเทียบปริมาณเจละตินในรูปของน้ําหนักแหงกับปริมาณโปรตีน พบวาเสนกราฟมีแนวโนมที่
เพิ่มขึ้นเหมือนกัน แตปริมาณโปรตีนที่ไดมีคาสูงกวาปริมาณน้ําหนักแหงของเจละตินและมีคาเพิ่มมาก
ขึ้นเมื่อความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการสกัดเพิ่มขึ้น ซ่ึงแสดงใหเห็นวาการสกัดเจละตินที่ความ
เขมขนของเอนไซมต่ํา ๆ มีสารอื่นปนออกมา และเมื่อความเขมขนของเอนไซมสูงขึ้น ปริมาณโปรตีนที่
สกัดไดเพิ่มมากขึ้นมากกวาการปนเปอน ทําใหปริมาณโปรตีนที่ไดกลับคืนมาเปนเปอรเซ็นตมีคาที่สูง
เพิ่มขึ้น ในรูปที่ 4.5 (ตัวอยางการคํานวณปริมาณโปรตีนของเจละตินที่ไดกลับคืนมาเปนเปอรเซ็นต
แสดงในภาคผนวก ก) 

 
รูปที่ 4.4 ปริมาณโปรตีนของตัวอยางทีไ่ดจากการสกัดทีเ่วลาและความเขมขนตาง ๆ ของเอนไซมที่ 
 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส pH 8.0  (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.2 ในภาคผนวก จ) 
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รูปที่ 4.5  น้ําหนักแหงและปริมาณโปรตีนของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนตาง ๆ ของ
 เอนไซมที่เวลา 180 นาที อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส pH 8.0 (ขอมูลการทดลองแสดงดังตาราง
 ที่ จ.21 ในภาคผนวก จ) 
 
 4.3.1.3  ผลของความแข็งแรงของเจล หรือ คา ความแข็งแรงของเจล 
 
   เมื่อนําเจละตินที่ไดจากการสกัดมาวิเคราะหสมบัติทางกายภาพที่สําคัญของเจ
ละติน ไดแก ความแข็งแรงของเจล และความหนืดเพื่อเปนขอมูลเบื้องตนในการเลือกใชความเขมขน
ของเอนไซมในการทดลองขั้นตอไป จากการวิเคราะหพบวาคาความแข็งแรงของเจลที่ไดจะแปรผกผัน
กับความเขมขนของเอนไซม (รูปท่ี 4.8) คือ เมื่อความเขมขนของเอนไซม เพิ่มมากขึ้นคาความแข็งแรง
ของเจลจะมีคาต่ําลงและเมื่อพิจารณาถึงผลของเวลาที่ใชในการยอย พบวาที่ความเขมขนของเอนไซมต่ํา
กวา 1000 U/mg ความแข็งแรงของเจลจะเพิ่มมากขึ้นเมื่อเวลาในการสกัดเพิ่มขึ้น แตที่ความเขมขนของ
เอนไซม 3000, 5000, 7500 และ 10,000 U/mg ความแข็งแรงของเจลจะเพิ่มขึ้นในชวงแรกของการสกัด
และจะลดลงเมื่อเวลาที่ใชในการสกัดนานขึ้น (รูปที่ 4.6)  ที่เปนเชนนี้ เนื่องมาจากที่ความเขมขนของ
เอนไซมสูง ๆ เอนไซมมีปริมาณมากพอที่ยอยสายโพลิเพพไทดของเจละตินใหส้ันลงมาก แตยังสามารถ
เกิดเจลได ทําใหคาความแข็งแรงของเจลที่วัดไดมีคาต่ํา และเมื่อเวลาที่ใชในการสกัดเพิ่มขึ้นสายของโพ
ลีเพพไทดยิ่งสั้นลงจนเปนโปรตีนชิ้นเล็ก ๆ  (fragments) ที่ไมสามารถเกิดเจลได เนื่องจากพันธะเพพ
ไทดของเจละตินถูกตัดหรือยอยใหส้ันลงในกระบวนการสกัด (Linus G. Fonkwe, 1997) แตเมื่อใชความ
เขมขนของเอนไซมนอยกวา 1,000 U/mg สายโพลีเปบไทดจะถูกตัดใหส้ันลงแตยังมีความยาวพอที่จะ
เกิดเจลที่มีความแข็งแรงได ดังนั้นเจละตินที่ไดจึงยังคงมีคาความแข็งแรงของเจลที่สูงอยู และเมื่อเวลา
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เพิ่มขึ้นปริมาณของคอลลาเจนที่ถูกยอยเปนเจละตินก็มีเพิ่มขึ้นจึงทําใหไดเจละตินที่มีความแข็งแรงของ
เจลเพิ่มขึ้น  
  

 
 
 รูปที่ 4.6 คาความแข็งแรงของเจลของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่เวลาและความเขมขนตาง ๆ  
  ของเอนไซม ที่เวลา 180 นาที อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส pH 8.0 (ขอมูลการทดลอง 
  แสดงดังตารางที่ จ.3 ในภาคผนวก จ)  
 
 4.3.1.4 ผลของคาความหนืด  
 
   จากการวิเคราะหคาความหนืดของสารละลายเจละตินที่ความเขมขน 6.67 เปอรเซ็นต 
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส พบวาความหนืดของเจลจะมีคาแปรผกผันกบัความเขมขนของเอนไซม คือ 
เมื่อความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการสกัดเพิ่มมากขึ้นความหนืดของเจลจะลดต่ําลง (รูปที่ 4.7) และ
ความหนืดของเจลจะมีคาแปรผันตามกับคาความแข็งแรงของเจล (รูปที่ 4.8) สวนผลของเวลาที่ใชใน
การสกัดจะเหมือนกับคาความแข็งแรงของเจล  
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รูปที่ 4.7  ความหนืดของเจละตินที่เวลาและความเขมขนตาง ๆ ของเอนไซม ที่เวลา 180 นาที อุณหภูมิ 
 50 องศาเซลเซียส pH 8.0 (ขอมูล การทดลองแสดงดังตารางที่ จ.4 ในภาคผนวก จ)  

 
 

รูปที่ 4.8 คาความแข็งแรงของเจลกับความหนืดของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่เวลาและความเขมขน
 ตาง ๆ ของเอนไซม ที่เวลา 180 นาที อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส pH 8.0(ขอมูลการทดลอง 

แสดงดังตาราง ที่ จ.21 ในภาคผนวก จ) 
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  จากผลการทดลองที่ได ไดทําการเลือกความเขมขนของเอนไซม  3  คา  คือ 200 U/mg 
เปนตัวแทนของเอนไซมที่มีความเขมขนต่ํา, 5000 U/mg เปนตัวแทนของเอนไซมที่มีความเขมขนปาน
กลาง และ  10,000 U/mg เปนตัวแทนของเอนไซมที่มีความเขมขนสูง เพื่อนํามาทําการสกัดเจละตินที่
อุณหภูมิ 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส เวลาที่ใชคือ 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160 และ 180 นาที
และที่ pH 8.00 pH 9.50 และ pH 11.00 ตอไป โดยใชการวางแผนการทดลองแบบแฟคเทอเรียลดีไซด 
 
 4.3.2 ศึกษาการสกัดเจละตินดวยเอนไซม Savinase 12T ที่สภาวะตางๆ ไดแก ความเขมขนของ
เอนไซม เวลา อุณหภูมิ  และ pH ในการสกดั 
 
 4.3.2.1  ผลของน้ําหนักของเจละตินหลังจากการทําแหงโดยใชตูอบสุญญากาศในการอบแหงที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา16-18 ชม.  
  
  ผลของการเปรียบเทียบน้ําหนักแหงของเจละตนิที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ ที่
ความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการสกัดเจละตินเทากับ 200 U/mg พบวาน้ําหนักของตัวอยางจะเพิ่ม
มากขึ้น เมื่อเวลาที่ใชในการสกัดเพิ่มขึ้น และมีอุณหภมูิในการสกัดเพิ่มสูงขึ้นเชนเดียวกัน สวนคาของ 
pH ที่เหมาะสมในการทดลองที่ทําใหน้ําหนักของตวัอยางสูงที่สุด คือ pH 9.5 ซ่ึงเปนคา pH ที่อยูในชวง
ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม  และจากผลการทดลองทําใหสามารถแบงชวงน้ําหนักของเจละ
ติน ไดเปนสามชวงตามอุณหภูมิทีใ่ชในการทดลองไดแก 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส (รูปที่ 4.9) โดย
สภาวะทีท่ําใหไดน้ําหนักของเจละตินมากที่สุดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 200 U/mg ที่อุณหภูม ิ
60 องศาเซลเซียส pH 9.5 เวลา 180 นาที ไดน้ําหนักของเจละตินกลับคืนมาถึง 85 เปอรเซ็นต ซ่ึงเปน
ภาวะที่กจิกรรมของเอนไซมมีคาสูงที่สุด (ตัวอยางการคาํนวณน้ําหนักแหงของเจละตินที่ไดกลับคืนมา
เปนเปอรเซ็นตแสดงในภาคผนวก ก) และเมื่อเพิม่ความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการทดลองเปน 
5,000 U/mg และ 10,000 U/mg พบวาน้ําหนกัแหงของเจละตินที่ไดกลับคืนมามรูีปแบบเหมือนกับที่
ความเขมขนของเอนไซม 200 U/mg คือ สามารถแบงกลุมของน้ําหนักเจละตินไดเปน 3 กลุมตาม
อุณหภูมิที่ใชในการสกัด และจะมีคาเพิม่ขึ้นเมื่อความเขมขนของเอนไซม และเวลาที่ใชในการสกัด
เพิ่มขึ้นเชนเดยีวกัน (รูปที่ 4.10 และ 4.11) สวนในชุดการทดลองควบคุมที่ไมไดเติมเอนไซมในการสกัด
นั้นผลที่ไดมีรูปแบบเหมือนกับการสกัดทีม่ีการใชเอนไซม แตน้ําหนักของเจละตินที่ไดมีคานอยกวา 
(รูปที่ 4.12) ซ่ึงเจละตินผงที่ไดจากการสกัดนี้อาจมีสารอื่นปนอยู เชน ไขมัน จงึไดทําการทดลองหา
ปริมาณโปรตีนที่ได โดยวิธี Lowery’s เพื่อเปนการยนืยนัผลที่ไดอีกครั้ง 
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รูปที่ 4.9  น้ําหนักแหงของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 200 U/mg ที่เวลา 
 อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.5 ในภาคผนวก จ)  
 

 
 
รูปที่ 4.10  น้ําหนักแหงของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 5,000 U/mg ที่
 เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.6 ในภาคผนวก จ) 
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รูปที่ 4.11  น้ําหนักแหงของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 10,000 U/mg ที่
 เวลาอุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.7 ในภาคผนวก จ) 
 

 
รูปที่ 4.12  น้ําหนักแหงของเจละตินที่ไดจากการสกัดโดยไมใชเอนไซม ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ  
 (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.8 ในภาคผนวก จ)  
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 4.3.2.2  ผลของปริมาณโปรตีนของเจละตินหลังจากการทําแหงโดยใชตูอบสุญญากาศในการ
อบแหงที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา16-18 ชม.   
 
   จากการทดลองหาปริมาณโปรตีนดวยวิธี Lowry’s ผลของการเปรียบเทียบปริมาณ
โปรตีนของเจละตินที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ ที่ความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการสกัดเจละติน
เทากับ 200 U/mg พบวาปริมาณโปรตีนจะมีคาเพ่ิมมากขึ้น เมื่อเวลาที่ใชในการสกัดเพิ่มขึ้น และมี
อุณหภูมิในการสกัดเพิ่มสูงขึ้นเชนเดียวกัน (รูปที่ 4.13)  สวนคาของ pH ที่เหมาะสมในการทดลองที่ทํา
ใหปริมาณโปรตีนที่ไดกลับคืนมามีคาสูงอยูในชวง pH 8.0- 9.5 ซ่ึงเปนคา pH ที่อยูในชวงที่เหมาะสม
ตอการทํางานของเอนไซม และเมื่อทําการเปรียบเทียบคาของ pH ที่ใชในการทดลองที่เวลาและอุณหภมูิ
เดียวกันจะเห็นไดอยางชัดเจนวา ที่ pH 11.0 มีปริมาณของโปรตีนที่ไดกลับคืนมานอยที่สุด และคาดวา
ปริมาณโปรตีนที่ไดกลับคืนมานี้เปนผลเนื่องมาจากอุณหภูมิและสภาวะที่เปนดางเพราะที่ pH 11.0 นี้
เอนไซมมีแอคติวิตีลดลงมามากเกินกวาครึ่งหนึ่งแลว และเมื่อเพิ่มความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการ
ทดลองเปน 5,000 U/mg และ 10,000 U/mg พบวาปริมาณโปรตีนของเจละตินที่ไดกลับคืนมามีรูปแบบ
เหมือนกับที่ความเขมขนของเอนไซม 200 U/mg คือปริมาณโปรตีนจะมีคาเพิ่มขึ้นเมื่อความเขมขนของ
เอนไซม อุณหภูมิ และเวลาที่ใชในการสกัดเพิ่มขึ้น (รูปที่ 4.14 และ 4.15) โดยปริมาณโปรตีนที่ได
กลับคืนมาที่มีคามากที่สุดนั้นมีคาประมาณ 93 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลาที่ใชในการ
สกัดเทากับ 180 นาที pH เทากับ 9.5  ที่ความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการสกัดคือ 10,000 U/mg (รูป
ท่ี 4.15) สวนในชุดการทดลองควบคุมที่ไมไดเติมเอนไซมในการสกัดนั้นผลที่ไดมีรูปแบบเหมือนกับ
การสกัดที่มีการใชเอนไซม แตปริมาณโปรตีนของเจละตินที่ไดมีคานอยกวา (รูปที่ 4.16) และจากการ
เปรียบเทียบปริมาณเจละตินในรูปของน้ําหนักแหงกับปริมาณโปรตีนที่ไดกลับคืนมา พบวาปริมาณ
โปรตีนจะมีคาแปรผันตามกับน้ําหนักของตัวอยางเจละตินที่ได (รูปที่ 4.17) โดยเสนกราฟมีแนวโนมที่
เพิ่มขึ้นเหมือนกัน แตปริมาณโปรตีนที่ไดมีคาสูงกวาและมีคาเพิ่มขึ้นเมื่อปริมาณน้ําหนักแหงของเจละ
ตินเพิ่มมากขึ้น ซ่ึงแสดงใหเห็นวาเจละตินที่ไดจะมีสารอื่นปนอยูนอยลงหรือมีความบริสุทธ์ิมากขึ้นเมื่อ
ความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการสกัดเพิ่มขึ้น ดังแสดงในรูปที่ 4.17 (ตัวอยางการคํานวณปริมาณ
โปรตีนของเจละตินที่ไดกลับคืนมาเปนเปอรเซ็นตแสดงในภาคผนวก ก) 
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รูปที่ 4.13  ปริมาณโปรตีนของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 200 U/mg 
 ที่เวลา อุณหภมูิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.9 ในภาคผนวก จ) 
  
   

 
 
รูปที่ 4.14  ปริมาณโปรตีนของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 5,000 U/mg 
 ที่เวลาอุณหภมูิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.10 ในภาคผนวก จ)  
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รูปที่ 4.15  ปริมาณโปรตีนของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 10,000 
 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.11 ในภาคผนวก จ)  
 

 
 
รูปที่ 4.16  ปริมาณโปรตีนของเจละตินที่ไดจากการสกัดโดยไมใชเอนไซม ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH 
 ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.12 ในภาคผนวก จ)  
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รูปที่ 4.17  น้ําหนกัแหงและปริมาณโปรตีนของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนตาง ๆ ของ
 เอนไซม ที่เวลา 180 นาที อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.22 

 ในภาคผนวก จ) 
 
 4.4 ศึกษาสมบัติทางกายภาพและเคมีของเจละติน 
 
  ในการศึกษาสมบัติทางกายภาพของเจละตินนั้น สมบัติที่สําคัญประการแรกที่จะใช
ในการแบงระดับของเจละตินคือ คาความแข็งแรงของเจล รองลงมาคือ ความหนืด ดังนั้นในการทดลอง
จึงไดทํ าการศึกษาสมบัติของสองขอนี้ เปนหลัก  แลวนําผลที่ ไดมาทําการประมวลผลดวย 
โปรมแกรม SPSS วิเคราะหขอมูล โดยการวิเคราะหคาความแปรปรวน (Analysis of Variance) เพื่อหา
ความมีนัยสําคัญทางสถิติของแตละปจจัย และระหวางปจจัยของสภาวะที่ใชในการสกัดกับสมบัติทาง
กายภาพที่สําคัญของเจละติน โดยใช Duncan's New Multiple Range Test และหาสมการความสัมพันธ
ระหวางสภาวะที่ใชสกัดกับสมบัติที่สําคัญของเจละตินที่ได เพื่อทํานายคาความแข็งแรงของเจลและ
ความหนืดที่ไดจากการทดลองสกัดที่สภาวะตาง ๆ โดยใช Multiple Regression 
 
 4.4.1 ผลของความแข็งแรงของเจล หรือ คาความแข็งแรงของเจล (Gel Strength) 
 
  จากการเปรียบเทียบผลการทดลองวัดคาความแข็งแรงของเจล เพื่อหาคาความสัมพันธ
ระหวาง เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ ที่ความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการสกัดเจละตินเทากับ 200 
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U/mg พบวาคาความแข็งแรงของเจลจะเพิ่มขึ้นเมื่อเวลาและอุณหภูมิที่ใชในการทดลองเพิ่มขึ้น (รูปที่ 
4.18 ) และจากผลการทดลองพบวา คาความแข็งแรงของเจลที่ไดยังแบงเปนสองชวงตามอุณหภูมิที่ใช
ในการสกัดคือ 40-50 องศาเซลเซียส จะมีคาความแข็งแรงของเจล นอยกวา 60 g Bloom และที่อุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส จะมีคาความแข็งแรงของเจลอยูในชวง 16-160 g Bloom ซ่ึงที่อุณหภูมิที่ 60 องศา
เซลเซียส นี้เปนอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมและทําใหไดเจละตินที่มีความแข็งแรง
ของเจลสูงที่สุดดวย เมื่อพิจารณาถึงคาของ pH ที่เหมาะสมในการทดลองที่ทําใหความแข็งแรงของ 
เจลของเจละตินมีคาสูงอยูในชวง pH 8.0- 9.5 ซ่ึงเปนคา pH ที่อยูในชวงที่เหมาะสมตอการทํางานของ
เอนไซม และเมื่อทําการเปรียบเทียบคาของ pH ที่ใชในการทดลองที่เวลาและอุณหภูมิเดียวกันจะเห็นได
วา ที่ pH 11.0 คาความแข็งแรงของเจลมีแนวโนมที่เพิ่มขึ้นและมีคาสูงกวาการสกัดที่ pH 8.0 และ 9.5 ที่
ความเขมขนของเอนไซม 5,000และ 10,000 U/mg คาดวาเปนผลเนื่องมาจากอุณหภูมิและสภาวะที่เปน
ดางเพราะที่ pH 11.0 นี้เอนไซมมีการทํางานลดลงมามากเกินกวาครึ่งหนึ่งแลว สายโพลีเปบไทดที่ถูกตัด
ใหส้ันลงจึงยังมีความยาวพอที่จะเกิดเจลที่มีความแข็งแรงได ดังนั้นเจละตินจึงยังคงมีคาความแข็งแรง
ของเจลที่สูงอยู และเมื่อเวลาเพิ่มขึ้นปริมาณของคอลลาเจนที่ถูกยอยเปนเจละตินก็มีเพิ่มขึ้นจึงทําใหได 
เจละตินที่มีความแข็งแรงของเจลเพิ่มขึ้น โดยคาความแข็งแรงของเจลที่ไดจะมีคาสูงสุดเมื่อใชความ
เขมขนของเอนไซม 200 U/mg ที่เวลา 180 นาที อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส pH 8.0 มีคาความแข็งแรง
ของเจลเทากับ 160 g Bloom เมื่อพิจารณาที่เวลาที่ใชในการทดลองเดียวกัน และเมื่อเพิ่มความเขมขน
ของเอนไซมที่ใชในการทดลองเปน 5,000 U/mg และ 10,000 U/mg (รูปที่ 4.19 และ 4.20) พบวาความ
แข็งแรงของเจลของเจละตินที่ไดกลับคืนมามีรูปแบบเหมือนกับที่ความเขมขนของเอนไซม 200 U/mg 
และความแข็งแรงของเจลจะมีคาลดลงเมื่อความเขมขนของเอนไซมเพิ่มขึ้น (รูปที่ 4.26) นอกจากนี้ที่
อุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส pH 8-9.5 ความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการทดลองเปน 5,000 U/mg 
และ 10,000 U/mg พบวา ความแข็งแรงของเจลมีแนวโนมท่ีลดต่ําลงเมื่อเวลาเพิ่มขึ้น เนื่องจากที่ความ
เขมขนของเอนไซมสูง ๆ เอนไซมมีปริมาณมากพอที่ยอยสายโพลิเพพไทดของเจละตินใหส้ันลงมาก แต
ยังสามารถเกิดเจลได ทําใหคาความแข็งแรงของเจลที่วัดไดมีคาต่ํา และเมื่อเวลาที่ใชในการสกัดเพิ่มขึ้น
สายของโพลีเพพไทดยิ่งสั้นลงจนเปนโปรตีนชิ้นเล็ก ๆ  (fragments) ท่ีไมสามารถเกิดเจลได เนื่องจาก
พันธะเพพไทดของเจละตินถูกตัดหรือยอยใหส้ันลงในกระบวนการสกัด (Linus G. Fonkwe, 1997) 
สวนในชุดการทดลองควบคุมที่ไมไดเติมเอนไซมในการสกัดนั้น (รูปที่ 4.21) ผลที่ไดมีรูปแบบ
เหมือนกับการสกัดที่มีการใชเอนไซมที่ความเขมขนเทากับ 200 U/mg แตผลที่ไดมีคานอยกวา และเปน
ผลเนื่องมาจากอุณหภูมิและสภาวะที่เปนดางในการสกัด  
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รูปที่ 4.18  คาความแข็งแรงของเจล ของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 200 
 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.13 ในภาคผนวก จ)  
 

 
รูปที่ 4.19  คาความแข็งแรงของเจลของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 
 5,000 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.14 ใน
 ภาคผนวก จ)  
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รูปที่ 4.20  คาความแข็งแรงของเจลของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 
 10,000 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.15 ใน
 ภาคผนวก จ) 
 

 
 
รูปที่ 4.21  คาความแข็งแรงของเจลของเจละตินที่ไดจากการสกัดโดยไมใชเอนไซม ที่เวลา อุณหภูมิ 
 และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.16 ในภาคผนวก จ)  
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 4.4.2 ผลของคาความหนืด (Viscosity) 
 
  จากผลการทดลองวัดคาความหนืดของเจล เพื่อหาคาความสัมพันธระหวาง เวลา 
อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ ที่ความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการสกัดเจละตินเทากับ 200 U/mg พบวา 
ความหนืดของเจลมีความสัมพันธแบบแปรผันตามกับคาความแข็งแรงของเจล (รูปที่ 4.26) คือเมื่อความ
แข็งแรงของเจลลดลง ความหนืดของเจลจะลดลงดวย และเมื่อพิจารณาถึงผลของเวลาและอุณหภูมิที่ใช
ในการทดลองพบวา คาความหนืดของเจลจะเพิ่มขึ้นเมื่อเวลาอุณหภูมิที่ใชในการทดลองเพิ่มขึ้น
เชนเดียวกับความแข็งแรงของเจล และจากผลการทดลองพบวา คาความหนืดของเจลที่ไดยังแบงเปน
สามกลุมตามอุณหภูมิที่ใชในการสกัดคือ 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส เมื่อพิจารณาที่เวลาที่ใชในการ
ทดลองเดียวกัน โดยในชวงแรกที่อุณหภูมิเทากับ 40 องศาเซลเซียส จะมีคาความหนืดอยูในชวง 1.63-
2.14 cP ที่อุณหภูมิเทากับ 50 องศาเซลเซียส จะมีคาความหนืดอยูในชวง 1.73-2.58 cP และที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส จะมีคาความหนืดอยูในชวง 1.99-3.07 cP ซ่ึงที่อุณหภูมิที่ 60 องศาเซลเซียส นี้เปน
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมและทําใหไดเจละตินที่มีความหนืดสูงที่สุดดวย เมื่อ
พิจารณาถึงผลของคา pH ที่เหมาะสมในการทดลองที่ทําใหความหนืดของเจลของเจละตินมีคาสูงคือ pH 
9.5 ซ่ึงเปนคา pH ที่อยูในชวงที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม และเมื่อทําการเปรียบเทียบคาของ 
pH ที่ใชในการทดลองที่เวลาและอุณหภูมิเดียวกันจะเห็นไดวา ที่ pH 11.0 คาความแข็งแรงของเจลมี
แนวโนมที่เพิ่มขึ้นและมีคาสูงกวาการสกัดที่ pH 8.0 และ 9.5 คาดวาเปนผลเนื่องมาจากอุณหภูมิและ
สภาวะที่เปนดางเชนเดียวกับที่กลาวไปแลวในการวิเคราะหความแข็งแรงของเจล โดยคาความหนืดที่วัด
ไดสูงสุด คือ ที่ความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการสกัดเจละตินเทากับ 200 U/mg ที่เวลา 180 นาที 
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส pH 11.0 ความหนืดของเจลมีคาเทากับ 3.07 cP (รูปที่ 4.22) และเมื่อเพิ่ม
ความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการทดลองเปน 5,000 U/mg และ 10,000 U/mg (รูปที่ 4.23 และ 4.24) 
พบวาความหนืดของเจลของเจละตินที่ไดกลับคนืมามีรูปแบบเหมือนกับที่ความเขมขนของเอนไซม 200 
U/mg และความหนืดของเจลมีแนวโนมที่จะลดลงเมื่อความเขมขนของเอนไซมเพิ่มขึ้น (รูปที่ 4.26) 
สวนในชุดการทดลองควบคุมที่ไมไดเติมเอนไซมในการสกัดนั้นผลที่ไดมีรูปแบบเหมือนกับการสกัดที่
มีการใชเอนไซม และคาความหนืดของเจลที่ไดมีใกลเคียงกับเมื่อใชความเขมขนของเอนไซม 200 
U/mg (รูปที่ 4.25) และเปนผลเนื่องมาจากอุณหภูมิและสภาวะที่เปนดางในการสกัด นอกจากนี้คาความ
หนืดของเจละตินจะสูงขึ้นเมื่อความเขมขนของสารละลายเจละตินเพิ่มขึ้น (Israelachvili, 1985)  
  จากผลของคาความแข็งแรงของเจลและความหนืดซึ่งเปนสมบัติที่สําคัญที่ใชในการ
แบงระดับของเจละตินเพื่อนํามาใชในงานอุตสาหกรรมตาง ๆ พบวาเจละตินที่ไดจากการทดลองนี้มี
ความเหมาะสมที่จะนํามาใชในอุตสาหกรรมอาหาร ไดแก การผลิตไวน เบียร น้ําผลไม ลูกกวาด วาฟ
เฟล อุตสาหกรรมยา ไดแก การผลิตแคปซูลชนิดออน และการผลิตยาเม็ด ซ่ึงจะใชเจละตินที่มีคาความ
แข็งแรงของเจลในชวง 50-200 g Bloom และความหนืดในชวง 1.7-4.5 cP. 
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รูปที่ 4.22  ความหนืดของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 200 U/mg ที่เวลา 
 อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.17 ในภาคผนวก จ)   
 

 
 
รูปที่ 4.23  ความหนืดของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 5,000 U/mg ที่
 เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.18 ในภาคผนวก จ)   



 58

 
รูปที่ 4.24  ความหนืด ของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 10,000 U/mg ที่
 เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.19 ในภาคผนวก จ)  
 
    

 
 
รูปที่ 4.25  ความหนดืของเจละตินที่ไดจากการสกัดโดยไมใชเอนไซม ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ 
 (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.20 ในภาคผนวก จ)  
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รูปที่ 4.26  คาความแข็งแรงแรงเจลและความหนดืเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนตาง ๆ ของ
 เอนไซม ที่เวลา 180 นาที อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส(ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.22 

 ในภาคผนวก จ) 
 
 4.4.3  ศึกษาสมบัติการละลายของเจละติน 
 
  จากการศึกษาสมบัติการละลายของเจละตินพบวา เมื่อนําเจละตินมาละลายน้ํา เจละติน
สามารถละลายไดในน้ํารอนที่มีอุณหภูมิสูงกวา 40 องศาเซลเซียส ไมสามารถละลายไดในน้ําเย็น แตจะ
เกิดการพองตัว ออนนุม และสามารถอุมน้ําได และไมสามารถละลายไดใน อีเทอร คลอโรฟอรม และ 
95 % เอทานอล การละลายของเจละตินนั้นเปนผลมาจากองคประกอบของกรดอะมิโนในเจละตินที่มีขั้ว 
ไดแก กรดอะมิโนที่เปนกรด (acidic amino acid) คือ กรดแอสพาติค (aspartic acid), กรดกลูตามิค 
(glutamic acid), ไทโรซีน (tyrosine) และ ซิสเตอีน (cysteine) กรดอะมิโนที่เปนเบส (basic amino acid) 
ไดแก อารจินีน (arginine), ฮิสทีดีน (histidine) และ ไลซีน (lysine) กรดอะมิโนที่มีหมูไฮดรอกซิล 
(hydroxylated amino acid) ไดแก ไฮดรอกซีไลซีน (hydroxylysine) และ ไฮดรอกซีโพรลีน 
(hydroxyproline) ซ่ึงจะทําใหเจละตินสามารถละลายไดในตัวทําละลายที่มีขั้ว (Aristippos Gennadios, 
2002) 
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 4.4.4  ศึกษาถึงคาความเปนกรด-ดาง ( pH) ของสารละลายเจละตินที่ไดจากการสกัดที่สภาวะ
ตาง ๆ ที่ใชในการทดลอง 
 
  ศึกษาคา pH ของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่สภาวะตาง ๆ ที่ใชในการทดลองในขอ 
4.3.2 โดยใชสารละลายเจละตินเขมขน 1 % โดยน้ําหนัก อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส มาวัดคาความเปน
กรด-ดาง พบวาจากผลการทดลองทําใหสามารถแบงคา pH ของตัวอยางสารละลายเจละตินไดออกเปน 
2 ชวง คือ ชวงแรกมีคา pH อยูในชวง 9.0-9.8 เปนเจละตินที่ไดจากการสกัดโดยใชคา pH ของบัพเฟอร
ขณะสกัดเทากับ pH 11.0 และชวงที่ 2 pH อยูในชวง 8.0-9.0 เปนเจละตินที่ไดจากการสกัดโดยใชคา pH 
ของบัพเฟอรขณะสกัดเทากบั pH 8.0 และ 9.5 โดยคาของ pH ของสารละลายเจละตินไมขึ้นกับ ความ
เขมขนของเอนไซม อุณหภูมิ และเวลาที่ใชในการสกัด (ผลการทดลองแสดงไดดังรูปที่ 4.27-4.30) และ
จากการพิจารณาพบวาคา pH ของสารละลายเจละตินที่ไดจะมีคาต่ํากวาคาของ pH ที่ใชในการสกัด
ประมาณ 0.5-1.0 

 
รูปที่ 4.27  คาความเปนกรด-ดางของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 200 
 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.23 ในภาคผนวก จ)  
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รูปที่ 4.28  คาความเปนกรด-ดางของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 5,000 
 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.24 ในภาคผนวก จ)  

 
 
รูปที่ 4.29  คาความเปนกรด-ดางของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 10,000 
 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.25 ในภาคผนวก จ)  
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รูปที่ 4.30  คาความเปนกรด-ดางของเจละตินที่ไดจากการสกัดโดยไมใชเอนไซม ที่เวลา อุณหภูมิ และ 
 pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.26 ในภาคผนวก จ) 
  
 4.4.5  ศึกษาถึงสีของเจละตินทีไ่ดจากการสกัดที่สภาวะตาง ๆ ทีใ่ชในการทดลอง 
 
   ผลของสีของเจละตินหลังจากการทําแหงโดยใชตูอบสุญญากาศ (Vacuum drying 
oven) ในการอบแหงที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา16-18 ชม. จากการนําเจละตินที่ไดไปทําการ
วัดคาของสีโดยใช เครื่องวัดสี (Spectrocolorimeter) โดยใชระบบสี L a b แลวนําผลที่มาคํานวณคา
เดลตาอี (∆E) เพื่อดูแนวโนมของสีของเจละตินที่ทําการสกัดที่สภาวะตาง ๆ โดยใชเจละตินที่มีความ
บริสุทธิ์สูงเปนตัวเปรียบเทียบมาตรฐานในการทดลอง 
  จากผลการทดลองพบวา คาเดลตาอีที่ไดมีแนวโนวเพิ่มสูงขึ้นเมื่อเวลาที่ใชในการสกัด
เพิ่มขึ้น โดยไมขึ้นกับความเขมขนของเอนไซม อุณหภูมิ และ คา pH ที่ใชในการสกัด (รูปที่ 4.31-4.34)
แสดงใหเห็นวาสีของเจละตินที่ไดจากการสกัดจะขึ้นอยูกับเวลาที่ใช โดยสีของเจละตินจะเขมขึ้นเมื่อ
เวลาที่ใชในการสกัดนานขึ้น เนื่องมาจากมีการปนเปอนของสารโปรตีนอ่ืนที่ออกมาจากเศษหนังเพิ่ม
มากขึ้น นอกจากนี้ความโปรงใสของเจละตินที่ไดก็ลดลงเชนเดียวกันเมื่อเวลาที่ใชในการสกัดเพิ่มขึ้น 
(Rainville et al., 2000) และจากการทดลองพบวาสมบัติของเจละตินไมขึ้นอยูกับสีของเจละติน (Mrak 
และ Stewart, 1957 และ Kirk -Othmer, 1966,1978) 
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รูปที่ 4.31  คาสีของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 200 U/mg ที่เวลา 
 อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.27 ในภาคผนวก จ)  
  

 
รูปที่ 4.32  คาสีของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 5,000 U/mg ที่เวลา 
 อุณหภูมิและ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.28 ในภาคผนวก จ)  
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รูปที่ 4.33  คาสีของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 10,000 U/mg ที่เวลา 
 อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.29 ในภาคผนวก จ)  
 

 
 
รูปที่ 4.34  คาสีของเจละตินที่ไดจากการสกัดโดยไมใชเอนไซม ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ  
 (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.30 ในภาคผนวก จ) 
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 4.4.6 ศึกษาปริมาณ สารหนู  ตะกั่ว  โลหะหนัก  และ  ซัลเฟอรไดออกไซด ในเจละตินที่
สกัดได 
 
  จากการวัดปริมาณธาตุในตัวอยางเจละตินและหนังเปยกที่นํามาใชเปนวัตถุดิบในการ
สกัดเจละติน โดยใช ICP atomic emission spectrometry ซ่ึงสามารถวัดปริมาณธาตุไดถึงระดับ ppm 
โดยทําการสุมตัวอยางเจละตินที่ไดจากการสกัดแลวสงตัวอยางวิเคราะหเพื่อหาปริมาณธาตุ ไดแก สาร
หนู ทองแดง สังกะสี ตะกั่ว และ ซัลเฟอร พบวา ปริมาณธาตุที่พบในเจละติน และตัวอยางหนังเปยกมี
ปริมาณนอยกวาที่มาตรฐานอุตสาหกรรมเจละตินที่กําหนดไว (ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 4. 2)  
และจากผลการทดลองจะพบวาปริมาณธาตุในเจละตินมีคาเพิ่มขึ้นเล็กนอยจากเดิมที่อยูในตัวอยางหนัง
เปยก ซ่ึงมีความเปนไปไดวาอาจเกิดจากการปนเปอนในขั้นตอนการสกัด การอบแหง และการเก็บรักษา 
 
ตารางที่ 4.2  แสดงปริมาณธาตุที่พบในเจละตินที่สกัดไดเปรียบเทียบกับมาตราฐานอุตสาหกรรม (มอก.) 
 

ปริมาณธาตุ (มิลลิกรัมตอกิโลกรัม)∗  
ตัวอยาง สารหนู 

( As ) 
ทองแดง 

( Cu) 
สังกะสี 
( Zn ) 

ตะกัว่ 
( Pb ) 

ซัลเฟอร 
( S ) 

มอก. 
หนังเปยกเริ่มตน 
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 

∗ คาเฉลี่ยจากการวัด 3 คร้ัง 
 
 4.4.7  ศึกษาปริมาณความชื้น (Moisture content) 
 
  จากผลการทดลองในตารางที่ 4. 3 ไดทําการสุมตัวอยางเจละตินที่ไดจากการสกัด และ
มีอายุในการเก็บรักษา 1 ป ที่อุณหภูมิหองโดยไมไดควบคุมความชื้น มาทําการวัดหาปริมาณความชื้น 
พบวาปริมาณความชื้นที่วัดไดจากตัวอยางเจละตินมีคาประมาณ 17-19 เปอรเซ็นต ซ่ึงมีคามากกวาที่
มาตรฐานอุตสาหกรรมเจละตินกําหนดไวเล็กนอย คือ 16 เปอรเซ็นตสําหรับอุตสาหกรรมอาหารและยา 
ซ่ึงคาความชื้นในเจละตินจะมากหรือนอยนั้นขึ้นอยูกับวิธีการเก็บรักษาและอายุของเจละติน 
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ตารางที่ 4.3   ปริมาณความชื้นที่พบในตัวอยางหนังเปยก และ เจละติน 
 

ตัวอยาง∗ ความชื้น∗∗ (เปอรเซ็นต) 
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  

∗ ตัวอยางเจละตินที่ใชทดลองมีอายุการเก็บ 1 ป ที่อุณหภูมิหอง 
∗∗ คาเฉลี่ยจากการวดั 2 คร้ัง 
 
 4.4.8  ศึกษาปริมาณเถา (Ash Content) 
 
  จากผลการทดลองในตารางที่ 4. 4 ไดทําการสุมตัวอยางเจละตินที่ไดจากการสกัด และ
มีอายุในการเก็บรักษา 1 ป ที่อุณหภูมิหองโดยไมไดควบคุมความชื้น มาทําการวัดหาปริมาณเถาพบวา
ปริมาณเถาที่วัดไดจากตัวอยางเจละตินมีคาประมาณ 27-30 เปอรเซ็นต ซ่ึงมีเกินกวาที่มาตรฐาน
อุตสาหกรรมเจละตินกําหนดไวมากคือ 0.18 เปอรเซ็นต สําหรับอุตสาหกรรมอาหารและยา ที่เปนเชนนี้
อาจเนื่องมาจากความไมบริสุทธิ์ของตัวอยางเจละติน ซ่ึงถาตัวอยางเจละตินเหลานี้ไปผานการทําบรสุิทธิ์
บางสวนแลวคาดวาปริมาณของเถาจะมีคาลดลง ดังจะเห็นไดจากปริมาณเถาของเจละตินมาตราฐานที่มี
ความบริสุทธิ์สูงที่ใชเปนตัวเปรียบเทียบ (ผลการทดลองแสดงในภาคผนวก ก) มีปริมาณเถาเพียง 0.22 
เปอรเซ็นต  
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ตารางที่ 4.4   ปริมาณเถาที่พบในตัวอยางหนังเปยก และ เจละติน 
 

ตัวอยาง∗ เถา∗∗ (เปอรเซ็นต) 
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 

∗ ตัวอยางเจละตินที่ใชทดลองมีอายุการเก็บ 1 ป ที่อุณหภูมิหอง 
∗∗ คาเฉลี่ยจากการวดั 2 คร้ัง 
 
 4.4.9  ศึกษาไขมัน (%Fat)  
 
  เมื่อทําการสุมตัวอยางเจละตินที่ไดจากการสกัดดวยเอนไซม Savinase 12T ที่มีอายุใน
การเก็บรักษาเปนเวลา 1 ป ที่อุณหภูมิหองโดยไมไดควบคุมความชื้น มาทําการวิเคราะหปริมาณไขมัน 
โดยใช วิธี Soxhlet เปนเวลา 10 ชั่วโมง พบวาปริมาณไขมันที่วัดไดจากตัวอยางเจละตินมีคาอยูในชวง 
0.13-0.99 เปอรเซ็นต (ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 4. 5) เมื่อพิจารณาถึงผลของความเขมขนของเน
ไซมพบวาปริมาณของไขมันจะลดลงเมื่อความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการสกัดเพิ่มขึ้น ที่อุณหภูมิ 
และเวลาเดียวกันที่ใชในการสกัด และเมื่อพิจารณาถึงผลของคา pH ที่ใชในการสกัดที่ความเขมขนของ
เอนไซมเทากัน พบวาคาของ pH ที่ทําใหเจละตินมีปริมาณไขมันเหลืออยูนอยที่สุดคือท่ี pH 9.5 ซ่ึงเปน
คา pH ที่เหมาะตอการทํางานของเอนไซม สาเหตุที่เปนเชนนี้เนื่องมาจากเมื่อความเขมขนของเอนไซมที่
ใชเพิ่มขึ้น และมีคา pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม ๆ จึงมีประสิทธิภาพมากพอที่จะเขาไป
ยอยสายของโพลีเพพไทดใหส้ันลง จึงมีปริมาณของไขมันที่อยูในหรือติดกับโมเลกุลของโปรตีนใน
หนังเปยกหลุดออกมาไดมากขึ้น ดังนั้นเจละตินที่ไดจึงมีปริมาณของไขมันลดลงเมื่อความเขมขนของ
เอนไซมที่ใชในการสกัดเพิ่มขึ้น ซ่ึงผลการทดลองนี้มีความสอดคลองกับผลของการวิเคราะหปริมาณ
โปรตีนในหัวขอ 4.3.2.2 รูปที่ 4.17 กลาวคือปริมาณโปรตีนที่ไดจะมีคาสูงกวาปริมาณน้ําหนักแหงของ
เจละตินและมีคาเพิ่มขึ้นเมื่อความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการสกัดเพิ่มมากขึ้น ซ่ึงแสดงใหเห็นวาเจ
ละตินที่ไดจะมีสารอ่ืนปนอยูนอยลง (เชน ไขมัน) หรือมีความบริสุทธิ์มากขึ้นเมื่อความเขมขนของ
เอนไซมที่ใชในการสกัดเพิ่มขึ้น และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณของไขมันที่วิเคราะหไดจากเจละติน
มาตรฐานที่มีความบริสุทธิ์สูงที่นํามาใชในอุตสาหกรรมยากับเจละตินที่ไดจากการสกัดในการทดลองนี้
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พบวาเจละตินที่ไดจากการสกัดในการทดลองมีปริมาณของไขมันที่นอยกวาอยางเห็นไดชัด ทั้งนี้
ปริมาณไขมันในเจละตินจะขึ้นอยูกับวัตถุดิบที่นําใชในการสกัด วิธีการและกระบวนการที่ใชในการ
สกัดเปนสําคัญ 
 
ตารางที่ 4.5   ปริมาณไขมันที่พบในเจละตินที่สกัดได 
 

ตัวอยาง ไขมัน∗(เปอรเซ็นต) 
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 

∗ คาเฉลี่ยจากการวัด 2 คร้ัง 
 
 4.4.10  ศึกษาการตรวจสอบปริมาณจุลินทรียทั้งหมด  
 
  จากผลการทดลองในตารางที่ 4. 6 ไดทําการสุมตัวอยางเจละตินที่ไดจากการสกัดแลว
วิ เคราะหเพื่อตรวจสอบจํานวนจุลินทรียที่พบในเจละตินที่สกัดได เปรียบเทียบกับมาตราฐาน
อุตสาหกรรม  พบวา  จํานวนจุลินทรียทั้งหมดที่พบในเจละติน  มีปริมาณนอยกวาที่มาตรฐาน
อุตสาหกรรมเจละตินที่กําหนดไว หลังจากมีอายุในการเก็บรักษา 6 เดือน ที่อุณหภูมิหองโดยไมได
ควบคุมความชื้น และจากการตรวจสอบพบวาจุลินทรียทั้งหมดเปนแบคทีเรียแกรมลบทั้งหมด ซ่ึงการ
ปนเปอนของจุนทรียนี้คาดวานาจะมาจากการวิธีการเก็บรักษาตัวอยางของเจละติน เพราะในขั้นตอน
การสกัดไดมีการผานการฆาเชื้อมาระดับหนึ่งแลวที่อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ใน
ขั้นตอนของการหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม และการอบแหงตัวอยางเจละตินที่อุณภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง 
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ตารางที่ 4.6   จํานวนจุลินทรียที่พบในเจละตินที่สกัดไดเปรียบเทียบกับมาตราฐานอุตสาหกรรม 
 (มอก.) 
 

ตัวอยาง จํานวนจุลินทรียทั้งหมด∗ 
( โคโลนีตอกรัม ) 

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 

∗ คาเฉลี่ยจากการวัด 3 คร้ัง 
 
4.5 การวิเคราะหผลการทดลองทางสถิติ 
 
 4.5.1 ผลของความเขมขนของเอนไซม อุณหภูมิ เวลา และคาความเปนกรด-ดางที่ใชในการ
สกัดตอสมบัติที่สําคัญของเจละติน (คาความแข็งแรงของเจลและความหนืด) 
 
 ผลของการวิเคราะหขอมูลโดยการวิเคราะหคาความแปรปรวน (Analysis of Variance) โดยใช 
SPSS.13 เพื่อหานัยสําคัญทางสถิติของแตละปจจัย และระหวางปจจัยของสภาวะที่ใชในการสกัดกับ
สมบัติทางกายภาพที่สําคัญของเจละติน คือ คาความแข็งแรงของเจล(ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ 
จ.13-จ.16 ในภาคผนวก จ)  และความหนืด (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ จ.17-จ.20 ในภาคผนวก 
จ) โดยใช Duncan's New Multiple Range Test พบวา ความเขมขนของเอนไซม เวลา อุณหภูมิ pH และ 
อิทธิพลรวมระหวางปจจัยทั้งหมด มีผลตอคาความแข็งแรงของเจลที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 
(ตารางที่ 4.7) จากตารางที่ 4.8 แสดงใหเห็นวา คาเฉลี่ยของคาความแข็งแรงของเจลเพิ่มขึ้นอยางมี
นัยสําคัญ เมื่ออุณหภูมิที่ใชในการทดลองเพิ่มขึ้น ในตารางที่ 4.9 เมื่อเพิ่มความเขมขนของเอนไซมที่ใช
ในการทดลอง คาเฉลี่ยของความแข็งแรงของเจลที่ไดจะมีคาลดลงอยางมีนัยสําคัญ โดยความเขมขนของ
เอนไซมที่มีคาเฉล่ียของคาความแข็งแรงของเจลมากที่สุดคือ 200 U/mg ในตารางที่ 4.10 จะเห็นไดวา
เมื่อเพิ่มอุณหภูมิที่ใชในการทดลอง คาเฉลี่ยของคาความแข็งแรงของเจลเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ และ
จากตารางที่ 4.11 พบวาคาของ pH มีผลทําใหคาเฉลี่ยของคาความแข็งแรงของเจลแบงไดเปน 3 ชวง 
และไมมีคาเพิ่มมากขึ้นเมื่อ pH มีคาเพิ่มขึ้นที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 
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 ตารางที่ 4.7   ผลการวิเคราะหคาความแปรปรวนของคาความแข็งแรงของเจลเนื่องจาก ความเขมขน
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 คาเฉลี่ยของคาความแข็งแรงของเจลที่ชวงเวลาตาง ๆที่ใชในการสกัดเจละติน 
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) ที่แตกตางกันแสดงใหเห็นวา คานั้นมคีวามแตกตาอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความ
เชื่อมั่นรอยละ 95 
โดยที่   time 1 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 20 นาที 
 time 2 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 40 นาที 
 time 3 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 60 นาที 
 time 4 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 80 นาที 
 time 5 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 100 นาที 
 time 6 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 120 นาที 
 time 7 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 140 นาที 
 time 8 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 160 นาที 
 time 9 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 180 นาที 
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ตารางที่ 4.9แสดงคาเฉลี่ยของคาความแขง็แรงของเจลที่ความเขมขนของเอนไซมตาง ๆที่ใชในการสกัด
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) ที่แตกตางกันแสดงใหเห็นวา คานั้นมคีวามแตกตาอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความ
เชื่อมั่นรอยละ 95 
โดยที่   enzyme 1 คือ ชุดการทดลองควบคุมที่ไมไดใสเอนไซม 
 enzyme 2 คือ ชุดการทดลองที่ใชความเขมขนของเอนไซม เทากับ 200 U/mg 
 enzyme 3 คือ ชุดการทดลองที่ใชความเขมขนของเอนไซม เทากับ 5,000 U/mg 
 enzyme 4 คือ ชุดการทดลองที่ใชความเขมขนของเอนไซม เทากับ 10,000 U/mg 
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ตารางที่ 4.10 คาเฉลี่ยของคาความแข็งแรงของเจลที่อุณหภูมิตาง ๆที่ใชในการสกัดเจละติน 
 
 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) ที่แตกตางกันแสดงใหเห็นวา คานั้นมคีวามแตกตาอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความ
เชื่อมั่นรอยละ 95 
โดยที่   temp 1 คือ อุณภูมิที่ใชในการทดลองเทากับ 40 องศาเซลเซียส 
 temp 2 คือ อุณภูมิที่ใชในการทดลองเทากับ 50 องศาเซลเซียส 
 temp 3 คือ อุณภูมิที่ใชในการทดลองเทากับ 60 องศาเซลเซียส 
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ตารางที่ 4.11 คาเฉลี่ยของคาความแข็งแรงของเจลที่ pH ตาง ๆที่ใชในการสกัดเจละติน 
 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) ที่แตกตางกันแสดงใหเห็นวา คานั้นมคีวามแตกตาอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความ
เชื่อมั่นรอยละ 95 
โดยที่   pH 1 คือ pH ที่ใชในการทดลองเทากับ 8.0 
 pH 2 คือ pH ที่ใชในการทดลองเทากับ 9.5 
 pH 3 คือ pH ที่ใชในการทดลองเทากับ 11.0 
 
  ในสวนของความหนืดพบวามีเพียง เวลา อุณหภูมิ pH และ อิทธิพลรวมระหวางปจจัย
ของ ความเขมขนของเอนไซม อุณหภูมิ pH เทานั้นที่มีผลตอคาความหนืดที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 
95 ดังแสดงในตาราง ที่ 4.12  ในตารางที่ 4.13 แสดงใหเห็นวา คาเฉลี่ยของคาความหนืดของเจลจะ
เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ เมื่ออุณหภูมิที่ใชในการทดลองเพิ่มขึ้น และจะเริ่มมีคาความหนืดที่คงที่เมื่อเวลา
ผานไป 120 นาที ในตารางที่ 4.14 เมื่อเพิ่มความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการทดลอง คาเฉลี่ยของ
ความหนืดจะมีคาใกลเคียงกันมากจึงจัดไวในกลุมเดียวกัน แสดงใหเห็นวาความเขมขนของเอนไซมไม
มีผลตอการเพิ่มของคาเฉลี่ยของความหนืดอยางมีนัยสําคัญ จากตารางที่ 4.15 จะเห็นไดวาเมื่อเพิ่ม
อุณหภูมิที่ใชในการทดลอง คาเฉลี่ยของคาความหนืดของเจลจะเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ และจากตาราง
ที่ 4.16 พบวาคาของ pH มีผลทําใหคาเฉลี่ยของคาความแข็งแรงของเจลแบงไดเปน 2 ชวง และไมมีคา
เพิ่มมากขึ้นเมื่อ pH มีคาเพิ่มขึ้นที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 



 75

ตารางที่ 4.12   ผลการวิเคราะหคาความแปรปรวนของคาความหนืดของเจลเนื่องจาก ความเขมขนของ
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) 
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ตารางที่ 4.13 คาเฉลี่ยของคาความหนดืของเจลที่ชวงเวลาตาง ๆที่ใชในการสกัดเจละติน 
 

 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) ที่แตกตางกันแสดงใหเห็นวา คานั้นมคีวามแตกตาอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความ
เชื่อมั่นรอยละ 95 
โดยที่   time 1 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 20 นาที 
 time 2 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 40 นาที 
 time 3 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 60 นาที 
 time 4 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 80 นาที 
 time 5 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 100 นาที 
 time 6 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 120 นาที 
 time 7 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 140 นาที 
 time 8 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 160 นาที 
 time 9 คือ เวลาที่ใชในการสกัดเทากับ 180 นาที 
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ตารางที่ 4.14 คาเฉลี่ยของคาความหนดืของเจลที่ความเขมขนของเอนไซมตาง ๆที่ใชในการสกัดเจละ
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) ที่แตกตางกันแสดงใหเห็นวา คานั้นมคีวามแตกตาอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความ
เชื่อมั่นรอยละ 95 
โดยที่   enzyme 1 คือ ชุดการทดลองควบคุมที่ไมไดใสเอนไซม 
 enzyme 2 คือ ชุดการทดลองที่ใชความเขมขนของเอนไซม เทากับ 200 U/mg 
 enzyme 3 คือ ชุดการทดลองที่ใชความเขมขนของเอนไซม เทากับ 5,000 U/mg 
 enzyme 4 คือ ชุดการทดลองที่ใชความเขมขนของเอนไซม เทากับ 10,000 U/mg 
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ตารางที่ 4.15 คาเฉลี่ยของคาความหนืดของเจลที่อุณหภูมิตาง ๆที่ใชในการสกัดเจละติน 
 
 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) ที่แตกตางกันแสดงใหเห็นวา คานั้นมคีวามแตกตาอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความ
เชื่อมั่นรอยละ 95 
 
โดยที่   temp 1 คือ อุณภูมิที่ใชในการทดลองเทากับ 40 องศาเซลเซียส 
 temp 2 คือ อุณภูมิที่ใชในการทดลองเทากับ 50 องศาเซลเซียส 
 temp 3 คือ อุณภูมิที่ใชในการทดลองเทากับ 60 องศาเซลเซียส 
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ตารางที่ 4.16 คาเฉลี่ยของคาความหนืดของเจลที่ pH ตาง ๆที่ใชในการสกัดเจละติน 
 
 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) ที่แตกตางกันแสดงใหเห็นวา คานั้นมคีวามแตกตาอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความ
เชื่อมั่นรอยละ 95 
โดยที่   pH 1 คือ pH ที่ใชในการทดลองเทากับ 8.0 
 pH 2 คือ pH ที่ใชในการทดลองเทากับ 9.5 
 pH 3 คือ pH ที่ใชในการทดลองเทากับ 11.0 
 
 4.5.2 ความสัมพันธระหวางสภาวะที่ใชในการสกัด และสมบัติที่สําคัญของเจละติน (คา
ความแข็งแรงของเจลและความหนืด) 
 
 จากการศึกษาผลของสภาวะที่ใชในการสกัดตอคาความแข็งแรง และความหนืดของเจละตินที่
ได โดยวางแผนการทดลองแบบแฟคเทอเรียลดีไซด พบวาปจจัยที่มีผลไดแก ความเขมขนของเอนไซม 
0-10,000 U/mg อุณหภูมิ 40-60 องศาเซลเซียส และเวลา 20-180 นาที มีอิทธิพลตอการเปลี่ยนแปลงของ
คาความแข็งแรงของเจลและความหนืดอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 จึงนําผลการ
ทดลองในตารางที่ จ.13-จ.16 ในภาคผนวก จ มาหาความสัมพันธระหวางคาความแข็งแรงของเจลของเจ
ละตินกับ ความเขมขนของเอนไซม อุณหภูมิ และเวลาที่ใชในการสกัด ดวยวิธี Multiple Regression (ผล



 80

การวิเคราะหแสดงในตารางที่ ก.2-ก.6 ภาคผนวก ก) ไดความสัมพันธเพื่อนํามาใชในการทํานายคาความ
แข็งแรงของเจล ดังสมการที่ 1 
 

Y  =   35.87X1   +   6.54X2   –   8.52X3   –   35.46      ……………1 
 
        R-Squared = 0.754 
 
เมื่อ Y  คือ  คาความแข็งแรงของเจล (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  ความเขมขนของเอนไซม (U/mg) โดย no enz. = 1, 200 U/mg = 2,  
   5000 U/mg = 3 และ 10,000 U/mg = 4 
 
 อยางไรก็ตาม เมื่อทดลองสรางสมการความสัมพันธดังกลาวแลวจะเห็นไดวาหนวยของตัวแปร
อิสระทั้งสาม (X1, X2, X3) มีหนวยที่ตางกัน จึงไมสามารถนําคาสัมประสิทธิ์ถดถอยที่ยังไมไดปรับคา
ของตัวแปรอิสระแตละตัวไปเปรียบเทียบกันไดวาตัวแปรอิสระตัวใดมีความสัมพันธกับตัวแปรตาม (Y)
มากกวาหรือนอยกวาตัวแปรอิสระตัวอ่ืน ดังนั้นจึงตองทําการปรับน้ําหนักของคาสัมประสิทธิ์ถดถอยให
อยูในหนวยเดียวกันกอน (ซ่ึงก็คือการเปลี่ยนคาของตัวแปรอิสระใหเปนคะแนนมาตรฐานกอน) จึงจะ
นําไปวิเคราะหในสมการถดถอย  เรียกคาสัมประสิทธ์ิถดถอยท่ีปรับหนวยการวัดแลวนี้วา คา
สัมประสิทธิ์ถดถอยมาตราฐาน ซ่ึงสามารถนําคาสัมประสิทธิ์ถดถอยที่ปรับคาแลวนี้มาเปรียบเทียบกัน
ได ดังแสดงในสมการที่ 2 ซ่ึงจะบอกไดวาอุณหภูมิ (X1) มีอิทธิผลตอคาความแข็งแรงของเจล (Y)
มากกวาเวลา (X2) และความเขมขนของเอนไซม (X3) และยังสามารถบอกแนวโนมของความสัมพันธได
อีกวาเปนไปในเชิงบวกหรือลบโดยพิจารณาจากเครื่องหมายของคาสัมประสิทธิ์ในสมการที่ 1 ซ่ึงจะ
เห็นไดวา เมื่ออุณหภูมิ และเวลาเพิ่มขึ้นคาความแข็งแรงของเจลมีแนวโนมเพิ่มขึ้นดวย แตเมื่อความ
เขมขนของเอนไซมเพิ่มขึ้นคาความแข็งแรงของเจลมีแนวโนมลดลง แตสมการท่ี 2 นี้จะไมสามารถ
นํามาใชในการทํานายคาความแข็งแรงของเจลได 
 

Y   =   0.72X1    +    0.42X2    –    0.24X3………………2 
 
 เมื่อหาความสัมพันธระหวางคาความหนืดของเจลของเจละตินกับ ความเขมขนของเอนไซม 
อุณหภูมิ และเวลาที่ใชในการสกัด (ผลการทดลองในตารางที่ จ.17-จ.20) ดวยวิธี Multiple Regression 
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เชนเดียวกัน(ผลการวิเคราะหแสดงในตารางที่ ก.7-ก.11 ภาคผนวก ก) ไดความสัมพันธเพื่อนํามาใชใน
การทํานายคาความหนืดของเจล ดังสมการที่ 3 
 

Y  =   0.29X1   +   5.74X2 –   3.60X3   +   1.35…………………….3 
 
        R-Squared = 0.248 
 
เมื่อ Y  คือ  คาความหนืดของเจล (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  ความเขมขนของเอนไซม (U/mg) โดย no enz. = 1, 200 U/mg = 2,  
   5000 U/mg = 3 และ 10,000 u/mg = 4 
 
 และเมื่อทําการปรับน้ําหนักของคาสัมประสิทธิ์ถดถอยใหอยูในหนวยเดียวกัน เพื่อเปรียบเทียบ
อิทธิพลของตัวแปรอิสระทั้งสาม ที่มีผลตอคาความหนืดสามารถแสดงไดในสมการที่ 4 ซ่ึงจะบอกไดวา
อุณหภูมิ (X1) มีอิทธิผลตอคาความหนืดของเจล (Y)มากกวาเวลา (X2) และความเขมขนของเอนไซม 
(X3) และแนวโนมของความสัมพันธระหวางสภาวะที่ใชในการสกัดกับความหนืดที่ไดจากสมการที่ 3 
นั้นจะเห็นไดวา เมื่ออุณหภูมิ และเวลาเพิ่มขึ้นคาความหนืดของเจลมีแนวโนมเพิ่มขึ้นดวย แตเมื่อความ
เขมขนของเอนไซมเพิ่มขึ้นคาความหนืดของเจลมีแนวโนมลดลง ซ่ึงสมการที่ 4 นี้จะไมสามารถ
นํามาใชในการทํานายคาความหนืดไดเชนเดียวกันกับสมการที่ 2 ของคาความแข็งแรงของเจล 
 

Y   =   0.42X1    +    0.26X2    –    0.07X3……………………….4 
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4.6 การศึกษาการทําบริสุทธ์ิของเจละติน 
 
  จากการทดลองทําโปรตีนใหบริสุทธิ์ โดยใชเจลฟลเตรชั่น Sephadex G-100 ซ่ึงมี 
fractination range อยูในชวง 4,000-150,000 ดัลตัน และบัฟเฟอรที่เลือกใชคือชนิดเดียวกับที่ใชใน
ขั้นตอนของการสกัด คือ 0.1 M Phosphste buffer pH 8.0, 9.5 และ 11.0 ในการทดลองใชอัตราการไหล
เทากับ 0.5 มิลลิลิตร ตอ นาที เก็บตัวอยางหลอดละ 2 มิลลิลิตร (คอลัมนที่ใชในการทดลองกวาง 2.4 
เซนติเมตร สูง 88 เซนติเมตร มีปริมาตรของคอลัมนเทากับ 398.25 มิลลิลิตร) แลวทําการตรวจสอบ
ตําแหนงของโปรตีนโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร 
  ผลการทดลองพบวาเมื่อนําตัวอยางเจละตินที่ไดจากการสกัดที่สภาวะ pH 8.0 ความ
เขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg U/mg อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 180 นาที ที่มีความเขมขนของ
โปรตีน 100 มิลลิกรัม ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผานคอลัมน Sephadex G-100 พบวาสามารถแยกตัวอยางเจ
ละตินออกมาไดอยางนอย 4 กลุม ที่ Elution Volume (Ve) เทากับ 26, 42, 82 และ 254 มิลลิลิตร (รูปที่ 
4.35) เมื่อทําการวัดปริมาณโปรตีนพบวามีคาเทากับ 0.2, 0.03, 3.02 และ 0.15 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
(กราฟมาตรฐาน BSA ตาราง ง.4 ภาคผนวก ง) ตามลําดับ แตจากกราฟรูปที่ 4.35 จะเห็นไดวาที่ Ve 
เทากับ 26 และ 42 มิลลิลิตรจะมีคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตรสูงที่สุดแตมีปริมาณโปรตีนนอย 
ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากโปรตีนที่มีอยูนั้นเปนโปรตีนที่มีวงแหวน (ring) แตมีในปริมาณนอย คาการดดูกลืน
แสงที่ 280 นาโนเมตร จึงมีคามากแตปริมาณโปรตีนที่ไดมีคานอย ดังนั้นในขั้นตอนการตรวจสอบความ
บริสุทธิ์จึงไดเลือกคา Ve ที่ 82 มิลลิลิตร มาทําการทดลองตอเนื่องจากมีปริมาณโปรตีนมากที่สุด 
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รูปที่ 4.35 โครมาโตแกรมจากการผานคอลัมน Sephadex G-100 ของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความ
 เขมขนของเอนไซมเทากับ 5,000 U/mg ที่เวลา 180 นาที อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และ pH 
 8.0  
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  จากการทดลองนําตัวอยางเจละตินที่ไดจากการสกัดที่สภาวะ pH 9.5 โดยไมใช
เอนไซมในการสกัด (เปนชุดทดลองควบคุม) อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 180 นาที ที่มีความ
เขมขนของโปรตีน 100 มิลลิกรัม ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผานคอลัมน Sephadex G-100 พบวาสามารถ
แยกตัวอยางเจละตินออกมาไดอยางนอย 3 กลุม ที่ Elution Volume (Ve) เทากับ 120, 200 และ 254 
มิลลิลิตร (รูปที่ 4.36) เมื่อทําการวัดปริมาณโปรตีนพบวามีคาเทากับ 2.93, 0.49 และ 0.536 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร (กราฟมาตรฐาน BSA ตาราง ง.4 ภาคผนวก ง) ตามลําดับ โดยในขั้นตอนการตรวจสอบความ
บริสุทธิ์จึงไดเลือกคา Ve ที่ 120 และ 254  มิลลิลิตร มาทําการทดลองตอเนื่องจากมีปริมาณโปรตีน และ
ปริมาตรมากเพียงพอที่จะใชในการทดลองตอไป 
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รูปที่ 4.36 โครมาโตแกรมจากการผานคอลัมน Sephadex G-100 ของเจละตินที่ไดจากการสกัดโดยไม
 ใชเอนไซม ที่เวลา 180 นาที อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และ pH 9.5 
 
  เมื่อนําตัวอยางเจละตินที่ไดจากการสกัดที่สภาวะ pH 9.5 ความเขมขนของเอนไซม 
5,000 U/mg U/mg อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 180 นาที ที่มีความเขมขนของโปรตีน 100 มิลลิกรัม 
ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เชนเดียวกัน มาผานคอลัมน Sephadex G-100 พบวาสามารถแยกตัวอยางเจละติน 
ออกมาไดอยางนอย 6 กลุม ที่ Elution Volume (Ve) เทากับ 120, 156, 292, 320, 342 และ 386 มิลลิลิตร 
(รูปที่ 4.37) เมื่อทําการวัดปริมาณโปรตีนพบวามีคาเทากับ 3.72, 1.50, 2.36, 1.10, 0.03 และ 0.396
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (กราฟมาตรฐาน BSA ตาราง ง.4 ภาคผนวก ง) ตามลําดับ ซ่ึงในขั้นตอนการ
ตรวจสอบความบริสุทธ์ิจึงไดเลือกคา Ve ที่ 120 มิลลิลิตร มาทําการทดลองตอเนื่องจากมีปริมาณ
โปรตีน และปริมาตรมากเพียงพอที่จะใชในการทดลองตอไป  
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รูปที่ 4.37 โครมาโตแกรมจากการผานคอลัมน Sephadex G-100 ของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความ
 เขมขนของเอนไซมเทากับ 5,000 U/mg ที่เวลา 180 นาที อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และ pH 
 9.5 
 
  และเมื่อนําตัวอยางเจละตินที่ไดจากการสกัดที่สภาวะ pH 11.0 ความเขมขนของ
เอนไซม 5,000 U/mg U/mg อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 180 นาที ที่มีความเขมขนของโปรตีน 100 
มิลลิกรัม ปริมาตร 3 มิลลิลิตร มาผานคอลัมน Sephadex G-100 เชนเดียวกันพบวาสามารถแยกตัวอยาง
เจละติน ออกมาไดอยางนอย 2 กลุม ที่ Elution Volume (Ve) เทากับ 148 และ 338 มิลลิลิตร (รูปที่ 4.38) 
เมื่อทําการวัดปริมาณโปรตีนพบวามีคาเทากับ 2.29 และ 1.43 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (กราฟมาตรฐาน 
BSA ตาราง ง.4 ภาคผนวก ง) ตามลําดับ โดยในขั้นตอนการตรวจสอบความบริสุทธิ์จึงไดเลือกคา Ve ที่ 
148 มิลลิลิตร มาทําการทดลองตอเนื่องจากมีปริมาณโปรตีน และปริมาตรมากเพียงพอที่จะใชในการ
ทดลองตอไป 
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รูปที่ 4.38 โครมาโตแกรมจากการผานคอลัมน Sephadex G-100 ของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความ
 เขมขนของเอนไซมเทากับ 5,000 U/mg ที่เวลา 180 นาที อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และ pH 
 11.0 
 
  จากการศึกษาพบวาที่สภาวะที่ใชในการสกัดตางกันจะทําใหไดผลของโครมาโตแกรม
ในการทําบริสุทธิ์ที่ตางกัน แตรูปแบบที่ไดจะมีความคลายคลึงกัน โดยในการทําบริสุทธิ์ของเจละตินแต
ละตัวอยางจะมีโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงออกมาในชวง Ve ประมาณ 80-140 มิลลิลิตร (รูปที่ 4.35-
4.38) และเมื่อนําเอาโปรตีนเหลานั้นมาทําใหเขมขนขนขึ้นโดยใชเทคนิค Freeze dry พบวาตัวอยางที่
ผานการทํา Freeze dry เมื่อนํามาละลายน้ําสามารถที่จะเกิดการรวมตัวกลับมาเปนเจลไดใหมในทุก
ตัวอยางที่เลือกมาทําการทดลองตอไปของแตละโครมาโตแกรมที่ผานการทําบริสุทธิ์ดังกลาวมาแลว 
และนอกจากนี้ยังพบวาตัวอยางที่ผานการทําบริสุทธ์ินี้จะมีสีและความใสเพิ่มขึ้น ซ่ึงจะไดนําเอาโปรตีน
เหลานี้ไปทําการตรวจสอบความบริสุทธิ์ตอไป 
 
4.7 การตรวจสอบความบรสิุทธ์ิและหาน้ําหนักโมเลกุลของเจละตินท่ีผานการทําบริสทุธ์ิ 
 
 4.7.1  การตรวจสอบความบริสุทธิ์และหาน้ําหนกัโมเลกุลของเจละตินที่ผานการทําบริสุทธิ์ 
 
  ในการทําตรวจสอบความบริสุทธิ์โปรตีนเจละติน โดยเทคนิคเจล อิเลคโตรโฟเรซิส 
เมื่อนําเจละตนิที่ไดมาแยกดวยกระแสไฟฟาดวยวิธี Native-PAGE โดยใช 10 % polyacrylamide 
เปรียบเทียบกบัโปรตีนมาตราฐาน ผลที่ไดพบวาเจละตนิที่ผานการทําบริสุทธิ์โดยใช Shephadex-100 ที่
มีสภาวะในการสกัด คือ pH 8.0 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg อุณหภูม ิ 60 oC เวลา 180 นาที 
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พบแถบโปรตีน 2 แถบ มีน้าํหนักโมเลกุลประมาณ 104 และ 67 กิโลดัลตัน (แถวที ่ 4 รูปที่ 4.39) เจละ
ตินที่มีสภาวะในการสกัด คอื pH 9.5 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg อุณหภมูิ 60 oC เวลา 180 
นาที พบแถบโปรตีน 2 แถบ มีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 101 และ 93 กิโลดัลตัน (แถวที่ 5 รูปที่ 4.39)  ที่
สภาวะทีใ่ชในการสกัด pH 9.5 อุณหภูมิ 60 oC เวลา 180 นาที ไมใชเอนไซมในการสกัด ที่มีคา Ve 
เทากับ 120 มลิลิลิตร พบแถบโปรตีน 2 แถบ มีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 104 และ 98 กิโลดัลตัน (แถวที ่
6 รูปที่ 4.39) และที่สภาวะในการสกัดเดียวกัน ที่มีคา Ve เทากับ 254 มิลลิลิตร พบแถบโปรตีนเพียง 1 
แถบ มีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 83 กิโลดัลตัน(แถวที่ 7 รูปที่ 4.39) เจละตินที่มีสภาวะในการสกัด คือ 
pH 11.0 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg อุณหภมูิ 60 oC เวลา 180 นาที พบแถบโปรตีน 1 แถบ 
และมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 76 กิโลดัลตัน(แถวที่ 8 รูปที่ 4.39) และ ในสวนของเจละตินมาตรฐานที่
มีความบริสุทธิ์สูงที่ใชเปนตวัเปรียบเทยีบพบแถบโปรตีน 2 แถบ มีน้าํหนักโมเลกุลประมาณ 209 และ 
67  กิโลดัลตัน (แถวที่ 3 รูปที่ 4.39) 
 
  จากผลการทดลองที่ไดแสดงใหเห็นวาเจละตินที่ไดจากการทําบริสุทธิ์โดยใช 
Shephadex-100 น้ันสามารถทําใหมีความบริสุทธิ์ไดเพียงบางสวนเทานั้น เพราะจะเห็นไดวาแถบของ
โปรตีนที่ไดจากการตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยเจล อิเลคโตรโฟเรซิส ดวยวิธี Native-PAGE นั้นยัง
ปรากฏแถบของโปรตีนมากกวา 1 แถบ ซ่ึงถาตองการใหโปรตีนเจละตินที่มีความบริสุทธ์ิมากกวานี้ควร
ทําการแยกโปรตีนที่ไดมากกวา 1 คร้ัง แตอยางไรก็ตามเมื่อเทียบกับโปรตีนมาตรฐานที่มีความบริสุทธ์ิ
สูง(ในแถวที่ 3 ) พบวามีความบริสุทธิ์ใกลเคียงกัน 
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รูปที่ 4.39 10%T Polyacrylamide gel ที่ไดจากการทําอิเลคโตรโฟเรซิสของเจละตินจากการสกัดที่
สภาวะ ตางๆ หลังจากผานคอลัมน Sephadex G-100 
 แถวที่ 1 = โปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนกัโมเลกุลต่ํา (กราฟมาตราฐาน ง.11) 
 แถวที่ 2 = โปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนกัโมเลกุลสูง (กราฟมาตราฐาน ง.12) 
 แถวที่ 3 = โปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนกัโมเลกุลสูงที่ใชเปนตัวเปรยีบเทียบ 
 แถวที่ 4 = pH 8.0 ความเขมขนของเอนไซม5,000 U/mg อุณหภูมิ 60 oC เวลา 180 นาที  
 แถวที่ 5 = pH 9.5 ความเขมขนของเอนไซม5,000 U/mg อุณหภูม ิ60 oC เวลา 180 นาท ี
 แถวที ่6 = pH 9.5ไมใชเอนไซมในการสกดั อุณหภูมิ 60 oC เวลา 180 นาที (Ve = 120) 
 แถวที ่7 = pH 9.5 ไมใชเอนไซมในการสกดั อุณหภูมิ 60 oC เวลา 180 นาที (Ve = 254) 
 แถวที ่8 = pH 11.0 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg อุณหภูม ิ60 oC เวลา 180 นาที 
   
 4.7.2  การหาน้ําหนักโมเลกุลของเจละตินที่ยังไมผานการทําบริสุทธิ์ 
 
  4.7.2.1 เปรียบเทียบผลของเวลา ความเขมขนของเอนไซม อุณหภูมิ และpH ที่ใชใน
การสกัด กับน้ําหนักโมเลกุลของเจละติน 
 
  ในการหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนเจละติน โดยเทคนิคเจล อิเลคโตรโฟเรซิส เมื่อ
นําเจละตินที่ไดมาแยกดวยกระแสไฟฟาดวยวิธี SDS-PAGE โดยใช 10 % polyacrylamide เปรียบเทียบ
กับโปรตีนมาตราฐาน เมื่อดูในแถวที่ 2-4 รูปที่ 4.40 ผลที่ไดพบวาเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความ
เขมขนของเอนไซมเดียวกัน อุณหภูมิ และ pH เดียวกันแตเวลาที่ใชสกัดตางกันจะมีน้ําหนักโมเลกุลที่
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เทากันแตความชัดเจนของแถบโปรตีนจะเขมขึ้นเมื่อเวลาที่ใชในการสกัดเพิ่มขึ้น เชนเดียวกับในแถวที่ 
5-7 รูปที่ 4.40 และเมื่อทําการเปรียบเทียบระหวางแถวที่ 2-4 กับ 5-7 โดยแถวที่ 2-4 ไมใชเอนไซมใน
การสกัด ซ่ึงเปนชุดการทดลองควบคุม แตแถวที่ 5-7ใชความเขมขนของเอนไซมในการสกัดเทากับ 
5,000 U/mg พบวามีความแตกตางของแถบโปรตีนโดยที่ชุดการทดลองควบคุมมีน้ําหนักโมเลกุลของเจ
ละตินที่สูงกวา และพบแถบของโปรตีน 3 แถบ มีน้ําหนักโมเลกุล 202, 200 และ 18.56 กิโลดัลตัน สวน
ในเจละตินที่ใชความเขมขนของเอนไซมในการสกัดเทากับ 5,000 U/mg พบแถบของโปรตีน 4 แถบ มี
น้ําหนักโมเลกุล 96.96, 86.42, 66.72 และ 18.46 กิโลดัลตัน ซ่ึงเมื่อนําผลการทดลองนี้ไปหา
ความสัมพันธระหวางน้ําหนักโมเลกุลของเจละตินกับสมบัติของเจละตินที่ไดคือ คาความแข็งแรงและ
ความหนืดของเจลจะพบวามีความสัมพันธกันแบบแปรผันตาม คือเมื่อน้ําหนักโมเลกุลของเจละติน
เพิ่มขึ้นคาความแข็งแรงและความหนืดของเจลจะมีคาเพิ่มขึ้นดวย (รูปที่ 4.43) 
 

 
รูปที่ 4.40 10%T Polyacrylamide gel ที่ไดจากการทําอิเลคโตรโฟเรซิสของเจละตินจากการสกัดที ่
 สภาวะตางๆ  
 แถวที่ 1 = โปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนกัโมเลกุลสูง (กราฟมาตราฐาน ง.5) 
 แถวที่ 2 = pH 9.5 ไมใชเอนไซมในการสกดั อุณหภูมิ 60 oC เวลา 20 นาที  
 แถวที่ 3 = pH 9.5 ไมใชเอนไซมในการสกดั อุณหภูมิ 60 oC เวลา 100 นาที  
 แถวที ่4 = pH 9.5ไมใชเอนไซมในการสกดั อุณหภูมิ 60 oC เวลา 180 นาที  
 แถวที ่5 = pH 9.5 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg อุณหภูม ิ60 oC เวลา 20 นาที  
 แถวที ่6 = pH 9.5 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg อุณหภูม ิ60 oC เวลา 100 นาที 
 แถวที่ 7 = pH 9.5 ความเขมขนของเอนไซม 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 ผลที่ไดพบวาเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความ
เขมขนของเอนไซม เวลา และ pH เดียวกันแตอุณหภูมิที่ใชสกัดตางกัน พบวาจะมีน้ําหนักโมเลกุลที่
เหมือนกันแตความชัดเจนของแถบโปรตีนจะเขมขึ้นเมื่ออุณหภูมิที่ใชในการสกัดเพิ่มขึ้น(เชนเดียวกับ
ในแถวที่ 5-7 รูปที่ 4.41 ที่แถบของโปรตีนจะเขมขึ้นเมื่อเวลาที่ใชในการสกัดนานขึ้น) และเมื่อทําการ
เปรียบเทียบระหวางแถวที่ 2-4 กับ 5-7 (รูปที่ 4.41) โดยแถวที่ 2-4 ใชความเขมขนของเอนไซม 200  
U/mg ในการสกัด แตแถวท่ี 5-7ใชความเขมขนของเอนไซมในการสกัดเทากับ10,000 U/mg  พบวามี
ความแตกตางของแถบโปรตีนเมื่อความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการสกัดตางกัน โดยเจละตินที่ใช
ความเขมขนของเอนไซม 200  U/mg ในการสกัด มีน้ําหนักโมเลกุลของเจละตินที่สูงกวา และพบแถบ
ของโปรตีน 4 แถบ มีน้ําหนักโมเลกุล 129.74, 110, 83.09 และ 29.70 กิโลดัลตัน สวนในเจละตินท่ีใช
ความเขมขนของเอนไซมในการสกัดเทากับ 10,000 U/mg พบแถบของโปรตีน 2 แถบ มีน้ําหนัก
โมเลกุล 36.27และ 28 กิโลดัลตัน ซ่ึงเมื่อนําผลการทดลองนี้ไปหาความสัมพันธระหวางน้ําหนักโมเลกุล
ของเจละตินกับสมบัติของเจละตินที่ไดคือ คาความแข็งแรงและความหนืดของเจลจะพบวามี
ความสัมพันธกันแบบแปรผันตาม คือเมื่อน้ําหนักโมเลกุลของเจละตินเพิ่มขึ้นคาความแข็งแรงและความ
หนืดของเจลจะมีคาเพิ่มขึ้นดวย (รูปที่ 4.43) และเมื่อนําผลการทดลองที่ไดนี้ไปเปรียบเทียบกับเจละติน
ที่ไดจากการสกัดดวยกรด ดาง และเอนไซม (Gudmundsson M., 2002) แลวพบวาใหผลเชนเดียวกัน 
กลาวคือ คาความแข็งแรงของเจลจะมีคาสูง และเพิ่มมากขึ้นเมื่อน้ําหนักโมเลกุลของเจละตินเพิ่มขึ้น 
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รูปที่ 4.41  10%T Polyacrylamide gel ที่ไดจากการทําอิเลคโตรโฟเรซิสของเจละตินจากการสกัดที ่
 สภาวะตางๆ 
 แถวที่ 1 = โปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนกัโมเลกุลต่ํา (กราฟมาตราฐาน ง.7) 
 แถวที่ 2 = pH 9.5 ความเขมขนของเอนไซม 200  U/mg อุณหภูมิ 60 oC เวลา 180 นาที  
 แถวที่ 3 = pH 9.5ความเขมขนของเอนไซม 200  U/mg อุณหภูมิ 50 oC เวลา 180 นาที  
 แถวที ่4 = pH 9.5ไมใชเอนไซมในการสกดั 200  U/mg อุณหภูมิ 40 oC เวลา 180 นาที  
 แถวที ่5 = pH 9.5 ความเขมขนของเอนไซม 10,000 U/mg อุณหภูม ิ60 oC เวลา 180 นาที  
 แถวที ่6 = pH 9.5 ความเขมขนของเอนไซม 10,000 U/mg อุณหภูม ิ50 oC เวลา 180 นาที 
 แถวที่ 7 = pH 9.5 ความเขมขนของเอนไซม 10,000 U/mg อุณหภูม ิ40 oC เวลา 180 นาที  
 แถวที่ 8 = โปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนกัโมเลกุลสูง (กราฟมาตราฐาน ง.8) 
 
  จากรูปที่ 4.42 เมื่อดูในแถวที่ 3-7 ผลที่ไดพบวาเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความ
เขมขนของเอนไซม เวลา และ อุณหภูมิเดียวกันแต pH ที่ใชสกัดตางกันจะมีน้ําหนักโมเลกุลที่เทากัน
เชนเดียวกับในแถวที่ 8-10 รูปที่ 4.42 และเมื่อทําการเปรียบเทียบระหวางแถวที่ 3-7 กับ 8-10 โดยแถวที่ 
3-7 ใชความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg ในการสกัด แตแถวที่ 8-10 ไมใชเอนไซมในการสกัดเ 
พบวามีความแตกตางของแถบโปรตีนโดยเจละตินที่ใชความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg ในการ
สกัด มีน้ําหนักโมเลกุลของเจละตินที่นอยกวา และพบแถบของโปรตีน 4 แถบ มีน้ําหนักโมเลกุล 96.96, 
86.42, 66.72 และ 18.46 กิโลดัลตัน สวนในเจละตินที่ไมใชเอนไซมในการสกัด พบแถบของโปรตีน 3 
แถบ มีน้ําหนักโมเลกุล 202, 200 และ 18.56 กิโลดัลตัน เชนเดียวกับในรูปที่ 4.40 
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รูปที่ 4.42  10%T Polyacrylamide gel ที่ไดจากการทําอิเลคโตรโฟเรซิสของเจละตินจากการสกัดที ่
 สภาวะตางๆ 
 แถวที่ 1 = โปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนกัโมเลกุลต่ํา (กราฟมาตราฐาน ง.9) 
 แถวที่ 2 = โปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนกัโมเลกุลสูง (กราฟมาตราฐาน ง.10) 
 แถวที่ 3 = pH 8.0 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg อุณหภมูิ 60 oC เวลา 180 นาที
 แถวที่ 4 = pH 9.5 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg อุณหภูม ิ60 oC เวลา 180 นาที 
 แถวที ่5 = pH11.0 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg อุณหภูม ิ60 oC เวลา 180 นาที 
 แถวที ่6 = pH11.0 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg อุณหภูม ิ60 oC เวลา 180 นาที 
 แถวที ่7 = pH 8 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg อุณหภูมิ 60 oC เวลา 180 นาที  
 แถวที่ 8 = pH 8.0 ไมใชเอนไซมในการสกดั อุณหภูม ิ60 oC เวลา 180 นาที 
 แถวที่ 9 = pH9.5 ไมใชเอนไซมในการสกดั อุณหภูม ิ60 oC เวลา 180 นาที 
 แถวที่ 10 = pH11.0 ไมใชเอนไซมในการสกัด อุณหภูม ิ60 oC เวลา 180 นาที 
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รูปที่ 4.43 กราฟความสัมพันธระหวางน้ําหนักโมเลกุลของเจละตินกับคาความแข็งแรงของและความ
 หนืดของเจลของเจละตินที่ไดจากการทดลองสกัดดวยเอนไซม Savinase 12T 
 
  จากผลการทดลองหาน้ําหนักโมเลกุลของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนตาง 
ๆ ของเอนไซม เมื่อนําคาผลที่ไดมาหาความสัมพันธระหวาง ความเขมขนของเอนไซม กับน้ําหนัก
โมเลกุลของเจละตินพบวามีความสัมพันธแบบแปรผกผันกัน คือเมื่อความเขมขนของเอนไซมเพิ่มขึ้น
จาก 200 U/mg เปน 5,000 และ 10,000 U/mg น้ําหนักโมเลกุลของเจละตินที่ไดจะมีคาลดลง (รูปที่ 4.44) 
เชนเดียวกับเจละตินที่ไดจากการสกัดดวย pepsin และ trypsin (Cabeza L.F et. al., 1997) เมื่อความ
เขมขนของเอนไซมเพิ่มขึ้นจาก 0.001 เปอรเซ็นต เปน 0.01, 0.1, 0.25 และ 0.5 เปอรเซ็นต น้ําหนัก
โมเลกุลของเจละตินที่ไดจะลดลงและมีปริมาณของเจละตินที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําเพิ่มขึ้น ซ่ึงเปนผลมา
จากการที่พันธะเพพไทดของเจละตินถูกตัดหรือยอยใหส้ันลงในกระบวนการสกัด (Linus G. Fonkwe, 
1997) เมื่อเปรียบเทียบน้ําหนักโมเลกุลของเจละตินที่ไดจากการสกัดดวยเอนไซม Savinase 12T ในการ
ทดลองนี้กับน้ําหนักโมเลกุลของเจละตินที่ไดจากการสกัดดวยกรดหรือดาง พบวาสามารถแบงไดเปน 2 
ชวงเชนเดียวกัน คือ ชวงน้ําหนักโมเลกุล 50-100 กิโลดัลตัน และ ชวงน้ําหนักโมเลกุล 100-1,000 
กิโลดัลตัน (Aristippos Gennadios, 2002) นอกจากนี้การสกัดเจละตินดวยเอนไซมในการทดลองยังทํา
ใหไดเจละตินที่มีน้ําหนักโมเลกุลที่ต่ํากวา 50 กิโลดัลตัน อีกดวย  
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รูปที่ 4.44 กราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนของเอนไซมกับน้ําหนักโมเลกุลของเจละติน 

4.8 ศึกษาถึงคา pI 
 
  วัดโดยใช Isoelectric focusing polyacrylamidegel electrophoresis พบวาเจละตินที่ได
จากการสกัดที่คาความเปนกรด-ดาง ตาง ๆ ที่ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg เวลา 180 นาที และ 
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส (ใชตัวอยางเดียวกับขอ 4.6 ) พบวามีคาของ pI อยูในชวงใกลเคียงกัน โดย 
เจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 180 
นาที pH 8 จะมีคา pI เทากับ 6.47 เจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg 
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 180 นาที pH 9.5 มคีา pI เทากับ 6.54 เจละตินที่ไดจากการสกัดโดยไม
ใชเอนไซม อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 180 นาที pH 9.5 มีคา pI เทากับ 6.40 และเจละตินที่ไดจาก
การสกัดที่ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 180 นาที pH 11.0 มี
คา pI เทากับ 6.47 เมื่อพิจารณาถึงคา pI ของเจละตินที่ไดจากการสกัดดวยเอนไซม Savinase 12T ที่
กลาวมาแลวนั้นจะเห็นไดวาคาของ pI ที่ไดมีคาอยูในชวงที่แคบ คือ 6.40-6.54 เมื่อเทียบกับเจละตินที่ได
จากการสกัดดวยกรดและดาง (ตารางที่ 4.17) และเปนคาที่อยูระหวางกลางของคา pI ของการสกัดดวย
กรดและดาง ซ่ึงเปนขอดีที่จะนํามาประยุกตใชงานในดานตางไดคอนขางกวาง 
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รูปที่ 4.45  Isofocusing polyacrylamide gel ที่ไดจากการทําอิเลคโตรโฟเรซิสของเจละตินที่ไดจากการ
 สกัดที่สภาวะตาง ๆ  
 แถวที่ 1 = standard pI maker : (เสนกราฟมาตราฐาน 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 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg U/mg อุณหภูมิ 60 oC เวลา 180 นาที  
 แถวที่ 3 = pH 9.5 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg U/mg อุณหภูมิ 60 oC เวลา 180 นาที 
 แถวที่ 4 = pH9.5 ไมใชเอนไซมในการสกดั อุณหภูม ิ60 oC เวลา 180 นาที 
 แถวที่ 5 = pH11.0 ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg U/mg อุณหภมูิ 60 oC เวลา 180 นาที 
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ตารางที่ 4.17 เปรียบเทียบคา pI และ น้ําหนักโมเลกุลของเจละตินทีไ่ดจากการสกัดดวยวิธีตาง ๆ  
 

วิธีการสกัด pI 

การสกัดดวยกรด ได เจละตนิ Type A 
การสกัดดวยดาง ได เจละติน Type B  

7-9∗ 
4.6-5.2∗ 

การสกัดดวย Savinase 12T 
 

6.40-6.54 

 ∗ปฐมพล และ มัณฑนา, 2544  
 
4.9 ศึกษาองค ประกอบของกรดอะมิโนในเจละตินผง  
 
  จากการวิเคราะหกรดอะมิโนโดยการยอยดวยกรดไฮโดรคลอริคความเขมขน 6 N แลว
ทําการวิเคราะหกรดอะมิโนดวย HPLC (แสดงโครมาโตแกรมในภาคผนวก ฉ) ไดผลการวิเคราะหดัง
แสดงในตารางที่ 4.17 พบวาทั้งหนังเปยกและเจละติน(ที่ไดจากการทดลองที่สภาวะที่ใชในการสกัด คือ 
ความเขมขนของเอนไซม 5,000 U/mg U/mg เวลา 180 นาที อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส pH 9.5) มี
ปริมาณของกรดอะมิโนใกลเคียงกัน และมีกรดอะมิโนหลักเหมือนกัน คือไกลซีนประมาณ 25.13 และ 
26.25โพรลีนประมาณ 13.78 และ 14.62และกรดกลูตามิคประมาณ 10.55 และ 10.72 ตามลําดับ และ
เมื่อเทียบปริมาณกรดอะมิโนของเจละตินที่ไดจากการสกัดดวยเอนไซมในการทดลองนี้กับเจละตินที่ได
จากการสกัดดวยกรดและดางในอุตสาหกรรมพบวามีปริมาณของกรดอะมิโนที่ใกลเคียงกัน ทั้งนี้
ปริมาณของกรดะมิโนในเจละตินนี้จะขึ้นอยูกับวัตถุดิบที่นํามาใชในการสกัดเปนสําคัญ  
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ตารางที่ 4.18   ผลการวิเคราะหกรดอะมิโนของตัวอยางหนังเปยก และ เจละตินที่สกัดไดเทียบกับ 
 เจละตินในอุตสาหกรรม  
 

ปริมาณ (รอยละ) 
เจละตินในอุตสาหกรรม∗∗ AMINO ACIDS  หนังเปยก∗ เจละตินที่สกดัได∗ 

สกัดดวยกรด สกัดดวยดาง 
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 

  
∗ คาเฉลี่ยจากการวัด 2 คร้ัง 
∗∗ Aristippos Gennadios, 2002.   
 



บทที่ 5 
 

สรุปผลการทดลอง และขอเสนอแนะ 
 

5.1 สรุปผลการวิจัย 
 
 5.1.1 การศึกษาหาสภาวะทีเ่หมาะสมตอการทํางานของเอนไซม Savinase 12T.ในการยอย
เศษหนังเพื่อใหไดเจละติน  
  - สภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซมในการยอยเศษหนังเพื่อใหไดเจละ
ติน คือ สภาวะที่เอนไซมมีกิจกรรมสูงสุด ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส คาความเปนกรด-ดาง 
เทากับ 9.5  
 
 5.1.2 การศึกษาความสัมพันธระหวางสมบตัิที่สําคัญของเจละตินคือคาความแข็งแรงของ
เจลและคาความหนืดของเจลกับภาวะทีใ่ชในการสกัด 

  - คาความแข็งแรงของเจล ขึ้นอยูกับ เวลา ความเขมขนของเอนไซม อุณหภูมิ คา
ความเปนกรด-ดาง และอิทธิพลรวมของปจจัยทั้งส่ีที่ใชในการสกัด ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 
ไดความสัมพันธเพื่อนํามาใชในการทํานายคาความแข็งแรงของเจล ดังสมการ 

Y  =   35.87X1   +   6.54X2   –   8.52X3   –   35.46 
 - คาความหนืดของเจล ขึ้นอยูกับ กับ เวลา อุณหภูมิ คาความเปนกรด-ดาง และอิทธิพลรวม
ระหวางปจจัยของ ความเขมขนของเอนไซม อุณหภูมิ pH เทานั้นที่มีผลตอคาความหนืดที่ระดับ
ความเชื่อมั่นรอยละ 95 ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 ไดความสัมพันธเพื่อนํามาใชในการทํานาย
คาความหนืดของเจล ดังสมการ 
  Y  =   0.29X1   +   5.74X2 –   3.60X3   +   1.35 

 
5.1.3 การศึกษาการทําบริสุทธิ์และหาน้ําหนักโมเลกุลของเจละติน 
 - เจละตินที่ไดจากการผานคอลัมน Sephadex G-100 เพียงคอลัมนเดียวมีความ

บริสุทธิ์ใกลเคียงกับเจละตินมาตรฐานที่มีความบริสุทธิ์สูง และเจละตินที่ไดจากการผานคอลัมนยัง
มีความสามารถในการเกิดเจล และมีสีและความใสดีขึ้นเมื่อเทียบกับเจละตินที่ยังไมไดผานคอลมัน 

- น้ําหนักโมเลกุลของเจละตินที่ไดจะมีความสัมพันธกับคาความแข็งแรง และ
ความหนืดของเจล แบบแปรผันตาม 

- คา pI ของเจละตินที่ไดจากการสกัดมีคาใกลเคียงกัน อยูในชวง 6.40-6.54 
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- น้ําหนักโมเลกุลของเจละตินจะมีคาลดลงเมื่อความเขมขนของเอนไซมเพิ่มขึ้น 
 

5.2 ขอเสนอแนะ 
 
 5.2.1  ทดลองสกัดเจละตินโดยเปลี่ยนเอนไซมที่ใช เพื่อทดลองหาเอนไซมที่มีความจําเพาะ
ตอการยอยโปรตีนในหนังมากขึ้น และมีราคาที่คุมทุนมากที่สุด  
 
 5.2.2  นําเจละตินที่สกัดไดมาผานการการทําบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น เพื่อใหไดเจละตินที่มีคุณภาพ
ดีมากขึ้น และมีลักษณะเฉพาะที่จะนํามาใชกับงานมากขึ้น 
 
 5.2.3  ทดลองแปรรูปเจละตินที่ไดดวยกระบวนการอื่น เพื่อหาวิธีที่มีคาใชจายคุมทุนที่สุด 
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ภาคผนวก ก 
 

1. องคประกอบของเจละตินท่ีมีความบริสุทธ์ิสูงท่ีใชเปนเจละตินมาตรฐานในการทดลอง 
 

 เจละตินที่มีความบริสุทธิ์สูงที่ใชเปนเจละตินมาตรฐานในการทดลอง มีสมบัติที่ไดจากการ
ทดลอง ดังนี ้
 
ตารางที่ ก.1 องคประกอบเจละตินที่มีความบริสุทธิ์สูง 
 

องคประกอบ ปริมาณโดยเฉลี่ย  
pH 

โปรตีน 
ไขมัน 
ความชื้น 
เถา 

คาความแข็งแรงของเจล 
ความหนดื 
สี (E) 

5.0 
86.16 % 
1.54 % 

10.41 % 
0.22 % 

250 g Bloom 
3.87 cps 

91.16 
 
2. การคํานวณน้ําหนักแหงและปริมาณโปรตีนของเจละตินท่ีไดจากการสกัด 
 
 2.1 Dry Weight Recovery (%) 
 จากการวิเคราะหความชื้นในหนังเปยก พบวาหนังเปยกมีความชื้น 62.83 เปอรเซ็นต ดังนั้น จึง
มีปริมาณของแข็ง (หนังแหง) 37.17 เปอรเซ็นต 
 หนังเปยก 100 กรัม มีน้ําหนักแหง  37.17  กรัม 
ใชหนังเปยกในการทดลอง 500 กรัม คิดเปนน้ําหนักแหง 185.85  กรัม 
 
ในการทดลองใชหนังแหง 185.85 กรัม เติมบัฟเฟอร 2000 มิลลิลิตร เก็บตัวอยางครั้งละ 200 มิลลิลิตร 
 ตัวอยางปริมาตร  2000  มิลลิลิตร มีน้ําหนักแหง  185.85 กรัม 
 ถาตัวอยางปริมาตร 200    มิลลิลิตร มีน้ําหนักแหง  18.58 กรัม 
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ตัวอยางการคํานวณ Dry Weight Recovery (%) 
เจละตินที่ไดจากการการสกัด ที่ความเขมขนของเอนไซม 200 U/mg อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 180 
นาที pH 9.5 ไดเจละตินหนัก 15.8132 กรัม 
 หนังแหงหนัก 18.58 กรัม คิดเปน  100 เปอรเซ็นต 
 ถาเจละตินหนัก 15.8132 กรัม คิดเปน  85.10 เปอรเซ็นต 
 
 2.2 Protein Recovery (%) 
 จากการวิเคราะหโปรตีนในหนังแหง พบวาหนังแหง 1 กรัม มีปริมาณโปรตีน 0.8241 กรัม คิด
เปน 82.41 เปอรเซ็นต 
 หนังแหง 1 กรัม มีโปรตีน 0.8241 กรัม 
ใชหนังแหในการทดลอง 185.85 กรัม มีโปรตีน 153.16 กรัม 
 
ในการทดลองใชหนังแหง 185.85 กรัม เติมบัฟเฟอร 2000 มิลลิลิตร เกบ็ตัวอยางครั้งละ 200 มิลลิลิตร 
 ตัวอยางปริมาตร  2000  มิลลิลิตร มีโปรตีน 153.16 กรัม 
 ถาตัวอยางปริมาตร 200    มิลลิลิตร มีโปรตีน 15.30 กรัม 
 
ตัวอยางการคํานวณ Protein Recovery (%) 
เจละตินที่ไดจากการการสกัด ที่ความเขมขนของเอนไซม 200 U/mg อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 180 
นาที pH 9.5 ไดเจละตินหนัก 15.8132 กรัม มีโปรตีน 12.33 กรัมตอกรัมเจละตินผง 
 โปรตีนเริ่มตน  15.30 กรัม คิดเปน  100 เปอรเซ็นต 
 ถาโปรตีน  12.33 กรัม คิดเปน  80.59 เปอรเซ็นต 
 
3. ผลการวิเคราะหความสัมพันธระหวางสภาวะที่ใชในการสกัด และสมบัติท่ีสําคัญของเจละติน  
 3.1 ความสัมพันธระหวางสภาวะที่ใชในการสกัดกับคาความแข็งแรงของเจล(Gel strength) 
 
ตารางที่ ก.2 ผลลัพธแสดงคาสถิติพรรณนาของสภาวะที่ใชในการสกัดกับคาความแข็งแรงของเจล  

 

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



 108

 จากตารางที่ ก.2 จะเห็นไดวาคาความแข็งแรงของเจลที่ไดจากการทดลอง จํานวน 648 ตัวอยาง 
มีคาความแข็งแรงของเจลโดยเฉลี่ยเทากับ 47.64 g Bloom ที่สภาวะที่ใชในการสกัด คือ เวลา 100 นาที 
ความเขมขนของเอนไซมระหวาง 200-5,000 U/mg อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และคาความเปนกรด-
ดาง เทากับ 9.5 
 
ตารางที่ ก.3 คาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ และ คา F และ คา Sig ที่เปลี่ยนไปของสภาวะที่ใชในการสกัด
กับคาความแข็งแรงของเจล  

 จากตารางที่ ก.3 จะเห็นไดวา อุณหภูมิ (TEMP) เวลา (TIME) และ ความเขมขนของเอนไซม 
(ENZYME) มีความสัมพันธกับคาความแข็งแรงของเจลสูงมาก (R = .868) และสามารถอธิบายความผัน
แปรของคาความแข็งแรงของเจลไดถึงรอยละ 75.4 (R2 = .754) 
 
ตารางที่ ก.4 การวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) ของสภาวะที่ใชในการสกัดกับคาความแข็งแรง
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 ผลของการวิเคราะหความแปรปรวน พบวาจากการทดสอบตัวแปรอิสระทั้ง
สามมีความสัมพันธกับตัวแปรตามในรูปเชิงเสนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 
(คา Sig ของทั้ง 3 โมเดลเทากับ .000) แสดงวา สมการถดถอยที่สรางขึ้นสามารถนําไปใชไดจริง 
 
ตารางที่ ก.5 คาสัมประสิทธิ์การถดถอย และการทดสอบความสัมพันธระหวางตัวแปรอิสระแตละตัวกับ
ตัวแปรตามของสภาวะที่ใชในการสกัดกับคาความแข็งแรงของเจล  

 
 จากตารางที่ ก.5 สามารถนําคาสัมประสิทธิ์ถดถอยท่ีไดจากโมเดล 3 มาสรางสมการถดถอยเพื่อ
ทํานายคาตัวแปรตาม (คาความแข็งแรงของเจล) โดยใชคา B ในการสมการถดถอยที่ยังไมไดปรับคา
สัมประสิทธิ์ถดถอย และใชคา Beta ในการสมการถดถอยที่ปรับคาสัมประสิทธิ์ถดถอยแลว และบอก
ความสัมพันธวาไดวาตัวแปรอิสระ คือ อุณหภูมิ (TEMP) และเวลา (TIME) มีความกับตัวแปรตาม (คา
ความแข็งแรงของเจล) ในเชิงบวก สวนความเขมขนของเอนไซม (ENZYME) มีความสัมพันธกับตัว
แปรตามในเชิงลบ โดยพิจารณาจากเคื่องหมายของคาสัมประสิทธิ์ของคา B และสามารถบอกไดวา 
อุณหภูมิ มีอิทธิพลตอคาความแข็งแรงของเจลมากที่สุด รองลงมาคือ เวลา และความเขมขนของเอนไซม 
โดยพิจารณาจากคาสัมประสิทธิ์ถดถอยที่ปรับมาตราฐานแลวของคา Beta ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 
95 (คา Sig ของทั้ง 3 โมเดลเทากับ .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 ผลลัพธของคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (Correlations) ระหวางตัวแปรตางๆของสภาวะทีใ่ช
ในการสกัดกับคาความแข็งแรงของเจล  

 
 จากตารางที่ ก.6 แสดงใหเห็นวา มีตัวแปรอิสระเพียง 3 คา เทานั้นที่มีความสัมพันธกับตัวแปร
ตาม คือ อุณหภูมิ (TEMP)เวลา (TIME) และ ความเขมขนของเอนไซม (ENZYME) สวนคาความเปน
กรด-ดางไมมีความสัมพันธกับตัวแปรตาม อยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 โดย
ตัวแปรอุณหภูมิมีความสัมพันธกับตัวแปรตาม (คาความแข็งแรงของเจล) มากที่สุด โดยดูไดจากคา r 
(Pearson Correlation) ซ่ึงมีคาสูงกวาตัวแปรอื่น (r = .724) รองลงมาคือ เวลา (r = .417) สวนตัวแปร
ความเขมขนของเอนไซมมีความสัมพันธกับตัวแปรตามเพียง .236 และจะสังเกตเห็นวา ระดับ
ความสัมพันธระหวางตัวแปรอิสระดวยกันมีคาต่ํา ซ่ึงเปนสิ่งที่ดีเพราะในการวิเคราะหการถดถอยนั้นตัว
แปรอิสระตาง ๆ ตองไมมีความสัมพันธกัน 
 
 3.2 ความสัมพันธระหวางสภาวะทีใ่ชในการสกัดกับคาความหนดื (Viscosity) 
 
 ในการอานผลการวิเคราะหจากตารางสามารถทําไดเชนเดยีวกับผลของการวิเคราะหคาความ
แข็งแรงของเจลดังแสดงขางตน  

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 ผลลัพธแสดงคาสถิติพรรณนาของสภาวะที่ใชในการสกัดกับคาความหนืด 

 
ตารางที่ ก.8 คาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ และ คา F และ คา Sig ที่เปลี่ยนไปของสภาวะที่ใชในการสกัด
กับคาความหนืด 

 
ตารางที่ ก.9 การวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) ของสภาวะที่ใชในการสกัดกับคาความหนืด 

 

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 คาสัมประสิทธิ์การถดถอย และการทดสอบความสัมพันธระหวางตัวแปรอิสระแตละตัว
กับตัวแปรตามของสภาวะที่ใชในการสกัดกับคาความหนืด 

 
 
ตารางที่ ก.11 ผลลัพธของคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (Correlations) ระหวางตัวแปรตางๆ ของสภาวะที่
ใชในการสกัดกับคาความหนืด 

 

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
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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 แลวจึงเติม toluene 1 มิลลิลิตร 
 วิธีคํานวณแอคติวิตีของเอนไซมแอลคาไลดโปรติเอส 
 1 ยูนิต แอคติวิตี = คาการดูดกลืนแสงที่ 440 เปล่ียนไป 0.1หนวย 
 -ใชเอนไซม 100 ไมโครลิตร คิดเปน แอคติวิตี 1 ยูนิต 
   ถาใชเอนไซม 1000 ไมโครลิตร คิดเปน แอคติวิตี 1x1000/100  =  10 ยูนิต 
   คาการดูดกลืนแสงที่   440   เปล่ียนไป   0.1   หนวย  คิดเปน แอคติวิตี  1  ยูนิต 
 - ถาคาการดูดกลืนแสงที่  440  เปล่ียนไป  1  หนวย  คิดเปน แอคติวิตี 1x1/.01 = 10  ยูนิต 
 ดังนั้น  Activity of alkaline protease = (A440sample- A440control) x 100 
 

2. การเตรียมสารสําหรับอะคริละไมดเจลอิเลคโตรโฟเรซิส   
 
 2.1 โพลีอะคริละไมด  30  เปอรเซ็นต 
  ชั่งอะคริละไมด  30  กรัม  และ  เมทิลรีนบิสอะคริละไมด  0.8  กรัม  ละลายในน้ํา
กล่ัน  100  มิลลิลิตร  คนสารในที่มืด  กรองและเก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส 
 

 2.2 Separating gel  ชนิดที่มีอะคริละไมดความเขมขน  10  เปอรเซ็นต  และ  Stacking 
gel  ชนิดที่มีอะคริละไมดความเขมขน  3  เปอรเซ็นต  ไดจากการผสมสารดังนี้ 
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ตารางที่ ข.1  การเตรียมสารที่ใชในการทําโพลีอะคริละไมดเจล  อิเลคโตรโฟเรซิสแบบดีเนเจอร 
 

 
   
  2.3 บัฟเฟอรที่ใชกับตัวอยาง (Sample buffer) 

  
ชั่งโบรโมฟนอลบลู  0.005  กรัม  นํามาละลายใน  ทริส-ไฮโดรคลอลิค  ความเขมขน  0.5  โมลาร  
pH 6.8  ปริมาตร 12.5  มิลลิลิตร  เติมไกลซีลีน  ปริมาตร  10  มิลลิลิตร  เอสดีเอส  เขมขน  10  
เปอรเซ็นต  ปริมาตร  30  มิลลิลิตร  เติมน้ํากล่ันจนปริมาตรครบ  100  มิลลิลิตร  ผสมใหเปนเนื้อ
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 โดยไมตองปรับคาความเปนกรด-ดาง (คาความเปนกรด
ดางสุดทายประมาณ 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 นําไปตมจนละลายปรับ
ปริมาตรจนได 50 มิลลิลิตร 
 
ตารางที่ ข.2  การเตรียมสารที่ใชในการทําไอโซอิเลคตริค 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 การเตรียมสารละลายฟกเซทีฟ (Fixative solution) 

 
  ช่ัง Sulfosalicylic acid 4 กรัม และ Trichloroacetic acid 12.5 กรัม ละลายในน้ํา
กล่ัน เติมเมทานอลปริมาตร 30 มิลลิลิตร ลงไป ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนได 100 มิลลิลิตร 
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 3.4 สียอมโปรตีน  ( staining solution) 
  
  ช่ังโคแมสซี  บริลเลียนท  บลู  อาร  250  จํานวน  5  กรัม  ละลายใน  เอทานอล  95  
เปอรเซ็นต  ปริมาตร  450  มิลลิลิตร  กรดกลาเซียลอะซิติค  100  มิลลิลิตร  เติมน้ํากลั่นปริมาตร  
450  มิลลิลิตร  ผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน 
 
 3.5 สารละลายลางสียอมโปรตีน  (destaining solution) 
 

 ผสมเอทานอล  95  เปอรเซ็นต ปริมาตร  250  มิลลิลิตร  กรดกลาเซียลอะซิติค  
100  มิลลิลิตร  เติมน้ํากลั่นปริมาตร  450  มิลลิลิตร  ผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน      
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ภาคผนวก ค 
 

วิธีวิเคราะหสมบัติของเจละติน 
 

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

 1.1  นําถวยอะลูมิเนียมไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 130 องศาเซลเซียส จนน้ําหนัก
คงที่ ทิ้งใหเย็นในโถดูดความชื้นเปนเวลา 1 ชั่วโมง  

 1.2   ช่ังน้ําหนักที่แนนอนของถวยอะลูมิเนียมจากนั้นใสตัวอยางที่ตองการ
วิเคราะหประมาณ 1 กรัม ใหละเอียดถึงทศนิยมตําแหนงที่ 4 (คือมีความผิดพลาดนอยกวา 0.1 มิลลิกรัม) 
ในถวยอะลูมิเนียมบันทึกน้ําหนักที่ไดของตัวอยางกอนอบแหง (A)  

 1.3  นําไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 130 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง นําออก
จากตูอบ ทิ้งใหเย็นในโถดูดความชื้นเปนเวลา 1 ชั่วโมง 

 1.4   ชั่งน้ําหนักที่แนนอน และบันทึกน้ําหนักที่ไดของตัวอยางหลังอบแหง (B) 
  
 คํานวณคาความชื้น ดังนี ้
 

% ความชื้น  = [(A-B)/A] x 100 
 

2. วิธีหาปริมาณเถา (Ash content)   A.O.A.C. 1980 - 14.006 
 

  2.1 นํา crucible ไปเผาที่อุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส จนน้ําหนักคงที่ ทิ้งใหเย็นใน
โถดูดความชื้น  
  2.2 ชั่งน้ําหนักที่แนนอนของ crucible จากนั้นใสตัวอยางที่ตองการวิเคราะห
ประมาณ 2 กรัม ใหละเอียดถึงทศนิยมตําแหนงที่ 4 (คือมีความผิดพลาดนอยกวา 0.1 มิลลิกรัม) ใน 
crucible บันทึกน้ําหนักที่ไดของตัวอยางกอนเผา  
  2.3 นําไปเผาในตูควัน จนควันสีดําหมด 
  2.4 นําไปเผาตอในเตาเผาที่อุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส จนน้ําหนักคงที่ ทิ้งใหเย็น
ในโถดูดความชื้น  
  2.5 ช่ังน้ําหนักที่แนนอน และบันทึกน้ําหนักที่ไดของตัวอยางหลังอบแหง 
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 คํานวณหาปรมิาณเถา ดังนี ้
 
  %  เถา   =   (น้ําหนกั crucible  +  เถา)  -  น้ําหนัก crucible    x    100 

     น้ําหนักตัวอยางที่ใช 
  

 3. การหาปริมาณไขมัน (Soxhlet method)  A.O.A.C. 1980 ขอ 7.056 
 
   3.1  ช่ังตัวอยางแหง  2-3  กรัม  (ทราบน้ําหนักที่แนนอน)  หอดวยกระดาษกรอง
แลวนําไปใสใน  thimble  ใน  extraction tube  ของ  Soxhlet appartus 
   3.2  ใสปโตรเลียมอีเทอรประมาณ  200  มิลลิลิตร  ลงในขวดกนกลมที่ทราบ
น้ําหนักแนนอน 
    3.3  นําไป  reflux  บน  water bath อุณหภูมิประมาณ  65-70  องศาเซลเซียส  โดย
ใหอัตราการกลั่นตัวของปโตรเลียมอีเทอร  2-3  หยดตอวินาที  ใชเวลาในการ  reflux  ประมาณ  10  
ชั่วโมง   3.4  ระเหยเอาปโตรเลียมอีเทอรออกจากขวดกนกลมที่สกัดไขมัน  จากนั้นนําไป
อบที่อุณหภูมิ  100  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  30  นาที  หรือจนกวาจะมีน้ําหนักคงที่แนนอน 

 
   คํานวณหาปรมิาณไขมัน ดังนี้ 
 

% ไขมัน     =     (น้ําหนักขวดกนกลม  +  ไขมัน)  -  น้ําหนักขวดกนกลม     x   100 
     น้ําหนักตัวอยางที่ใช 

 
4. การตรวจสอบปริมาณจุลินทรียทั้งหมด 
  
  การเตรียมเพลตเคานตอะการ (plate count agar) 
   ทริปโตน   5 กรัม 
   ยีสตเอกซแตรกต  2.5 กรัม 
   เดกซโตรส   1 กรัม 
   อะการ    15 กรัม 
   น้ํากลัน    1 ลูกบาศกเดซิเมตร 
 
  นําสวนผสมทั้งหมดใสในน้ํากล่ัน ตมใหละลายใหหมดแบงใสหลอดทดลองหรือขวด
แกว ปดจุก นาํไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
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15 นาที (ควรมีความเปนกรด-ดางสุดทายประมาณ  7.0) เมื่อไดแลวนํามาเทใสเพลต ๆ ละ 
 20 มิลลิลิตร รอจนวุนแข็งตัวแลวจึงนําตัวอยางที่เตรียมไวมาเกลี่ยลงบนผิววุน นําไปบมที่ 37 
องศา-เซลเซียส 
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ภาคผนวก ง 
 

กราฟมาตราฐาน 
 

y = 0.0039x + 0.023
R2 = 0.993
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รูปที่ ง.1 แสดงกราฟมาตราฐาน BSA ของการวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธี Lowry's ของเจละตินที่ไดจาก
 การสกัดที่ pH 8 และ 9.5 ที่เวลา ความเขมขนของเอนไซม และอุณหภมูิตาง ๆ  
 

y = 0.0032x + 0.0185
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รูปที่ ง.2 แสดงกราฟมาตราฐาน BSA ของการวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธี Lowry's ของตัวอยางหนงัแหง 
 และเจละตินมาตรฐานที่มีความบริสุทธิ์สูง 
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y = 0.0037x + 0.0095

R2 = 0.9965
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รูปที่ ง.3 แสดงกราฟมาตราฐาน BSA ของการวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธี Lowry'sของเจละตินทีไ่ดจาก
 การสกัดที่ pH 11 ที่เวลา ความเขมขนของเอนไซม และอุณหภูมิตาง ๆ 

 
 

y = 0.0035x + 0.0125
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รูปที่ ง.4 แสดงกราฟมาตราฐาน BSA ของการวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธี Lowry's 
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y = -1.2484x + 5.3736
R2 = 0.9712
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รูปที่ ง.5 แสดงเสนกราฟมาตราฐานของโปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําระหวาง 
ระยะทางการเคลื่อนที่และน้าํหนักโมเลกุล ดวยวิธี SDS-PAGE 

 
 

y = -0.9565x + 5.3247
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รูปที่ ง.6 แสดงเสนกราฟมาตราฐานของโปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงระหวาง 
ระยะทางการเคลื่อนที่และน้าํหนักโมเลกุล ดวยวิธี SDS-PAGE 
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y = -1.423x + 5.6823
R2 = 0.922
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รูปที่ ง.7 แสดงเสนกราฟมาตราฐานของโปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําระหวาง 
ระยะทางการเคลื่อนที่และน้าํหนักโมเลกุล ดวยวิธี SDS-PAGE 

 
 

y = -1.4532x + 5.6777
R2 = 0.8775

0
1
2
3
4
5
6
7

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

Relative mobility

log
 10

 (M
.W

.)

 
 

รูปที่ ง.8 แสดงเสนกราฟมาตราฐานของโปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงระหวาง 
ระยะทางการเคลื่อนที่และน้าํหนักโมเลกุล ดวยวิธี SDS-PAGE 
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y = -1.2233x + 5.4165
R2 = 0.9704
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รูปที่ ง.9 แสดงเสนกราฟมาตราฐานของโปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําระหวาง 
ระยะทางการเคลื่อนที่และน้าํหนักโมเลกุล ดวยวิธี SDS-PAGE 

 
 

y = -0.9469x + 5.308
R2 = 0.9094
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รูปที่ ง.10 แสดงเสนกราฟมาตราฐานของโปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงระหวาง 
ระยะทางการเคลื่อนที่และน้าํหนักโมเลกุล ดวยวิธี SDS-PAGE 
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y = -1.1906x + 5.2088
R2 = 0.99

0
1
2
3
4
5

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Relative mobility

log
10 

(M
.W

.)

 
 

รูปที่ ง.11 แสดงเสนกราฟมาตราฐานของโปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําระหวาง 
ระยะทางการเคลื่อนที่และน้าํหนักโมเลกุล ดวยวิธี SDS-PAGE 

 
 

y = -1.6801x + 5.3722
R2 = 0.9621
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รูปที่ ง.12 แสดงเสนกราฟมาตราฐานของโปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงระหวาง 
ระยะทางการเคลื่อนที่และน้าํหนักโมเลกุล ดวยวิธี Native-PAGE 
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y = -1.3514x + 10.527
R2 = 0.9118
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รูปที่ ง.13 แสดงเสนกราฟมาตราฐานของ pI (เมื่อวัดระยะทางการเคลื่อนที่จากขัว้บวกไปยังขัว้ลบ) 
 ระหวางระยะทางการเคลื่อนที่และคาpI ดวยวิธี IEF 
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ภาคผนวก จ 
 

ขอมูลการทดลอง 
 

ตารางที่ จ.1  น้ําหนักของเจละตินหลังจากการทําแหงที่เวลาและความเขมขนตาง ๆ ของเอนไซม 
อุณหภูมิที่ใชในการสกัดคือ 50 องศาเซลเซียส pH 8.0  อัตรากวน 100 รอบตอนาที 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dry Weight Recovery (%) 
ความเขมขนของเอนไซนที่ใชในการสกัดเจละติน 

 
 

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  ปริมาณโปรตีนของเจละตินหลังจากการทําแหงที่เวลาและความเขมขนตาง ๆ ของเอนไซม 
อุณหภูมิที่ใชในการสกัดคือ 50 องศาเซลเซียส pH 8.0 อัตรากวน 100 รอบตอนาที 
 

 
 
 

Protein Recovery (%) 
ความเขมขนของเอนไซนที่ใชในการสกัดเจละติน 

 
 

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 คาความแข็งแรงของเจล ของเจละตินที่เวลาและความเขมขนตาง ๆ ของเอนไซมที่ใชในการทดลองที่ 50 °C pH 8.0  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความแข็งแรงของเจลของเจละตินที่ได (g Bloom) 
ความเขมขนของเอนไซนที่ใชในการสกัดเจละติน 

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 
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ตารางที่ จ.4 ความหนดืของเจละตินที่เวลาและความเขมขนตาง ๆ ของเอนไซมที่ใชในการทดลองที่ 50 °C pH 8.0 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความหนดืของเจละตินทีไ่ด (cP) 
ความเขมขนของเอนไซนที่ใชในการสกัดเจละติน 

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 น้าํหนักแหงของเจละตินทีไ่ดจากการสกัดทีค่วามเขมขนของเอนไซมเทากับ 200 U/mg ที่เวลา อุณหภมูิ และ pH ตาง 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 น้ําหนักแหงของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 5,000 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง 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 น้ําหนักแหงของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 10,000 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง 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 น้ําหนักแหงของเจละตินที่ไดจากการสกัดโดยไมใชเอนไซม 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 ปริมาณโปรตีนของเจละตินทีไ่ดจากการสกดัที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 200 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง 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  ปริมาณโปรตีนของตัวอยางทีไ่ดจากการสกดัที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 5,000 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง 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 ปริมาณโปรตีนของตัวอยางทีไ่ดจากการสกดัที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 10,000 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง 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 แสดงปริมาณโปรตีนของตัวอยางที่ไดจากการสกัดโดยไมใชเอนไซม ที่เวลา อุณหภมูิ และ pH ตาง 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 

  
 
 
 
 
 



 

 

139 

 

 
ตารางที่ จ.13 คาความแข็งแรลของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 200 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง 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  คาความแข็งแรงของเจละตนิที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 5,000 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง 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 คาความแข็งแรงของเจละตนิที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 10,000 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง 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 คาความแข็งแรงของเจละตนิที่ไดจากการสกัดโดยไมใชเอนไซม ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง 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 คาความหนดืของเจละตินทีไ่ดจากการสกดัที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 200 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง 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 คาความหนดืของเจละตินทีไ่ดจากการสกดัที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 5,000 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง 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  ความหนดืของเจละตินทีไ่ดจากการสกัดทีค่วามเขมขนของเอนไซมเทากับ 10,000 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง 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  ความหนดืของเจละตินทีไ่ดจากการสกัดโดยไมใชเอนไซม ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง 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  น้ําหนกัแหง, โปรตีน, คาความแข็งแรงของเจล และความหนืด ที่สูงทีสุ่ดของเจละตนิที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมตาง 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  น้ําหนกัแหง ปริมาณโปรตีน ความแข็งแรงของเจล และความหนืดทีสู่งที่สุดของเจละติน ที่ความเขมขนของเอนไซมตาง ๆ ที่ใชในการทดลอง 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 คาความเปนกรด-ดางของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 200 U/mg ที่เวลา อุณหภมูิ และ pH ตาง ๆ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  ∗ คาเฉลี่ยจากการวัด 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  คาความเปนกรด-ดางของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 5,000 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  ∗ คาเฉลี่ยจากการวัด 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 คาความเปนกรด-ดางของเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 10,000 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  ∗ คาเฉลี่ยจากการวัด 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 คาความเปนกรด-ดางของเจละตินที่ไดจากการสกัดโดยไมใชเอนไซม ที่เวลา อุณหภมูิ และ pH ตาง ๆ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  ∗ คาเฉลี่ยจากการวัด 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 คาสีเจละตินทีไ่ดจากการสกดัที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 200 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ 

 
 

 
∗ คาเฉลี่ยจากการวัด 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 คาสีเจละตินทีไ่ดจากการสกดัที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 5,000 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ  
 

 
∗ คาเฉลี่ยจากการวัด 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 คาสีเจละตินทีไ่ดจากการสกดัที่ความเขมขนของเอนไซมเทากับ 10,000 U/mg ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ 
 

 
∗ คาเฉลี่ยจากการวัด 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 คาสีเจละตินทีไ่ดจากการสกดัโดยไมใชเอนไซม ที่เวลา อุณหภูมิ และ pH ตาง ๆ 
 

 
∗ คาเฉลี่ยจากการวัด 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 



 157

ภาคผนวก ฉ 
 

โครมาโตแกรมของกรดอะมิโน 
 

รูปที่ ฉ.1โครมาโตแกรมของกรดอะมิโนในตัวอยางหนังเปยก โดยใช HPLC ในการวิเคราะห (คร้ังที่ 1) 
 

 
รูปที่ ฉ.2 โครมาโตแกรมของกรดอะมิโนในตัวอยางหนังเปยก โดยใช HPLC ในการวิเคราะห (คร้ังที่ 2) 
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รูปที่ ฉ.3 โครมาโตแกรมของกรดอะมิโนในตัวอยางเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของ
เอนไซมเทากับ 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 โครมาโตแกรมของกรดอะมิโนในตัวอยางเจละตินที่ไดจากการสกัดที่ความเขมขนของ
เอนไซมเทากับ 5,289.375 U/mg อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 180 นาที และ pH 9.5โดยใช HPLC 
ในการวิเคราะห (คร้ังที่ 2) 
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นางสาวปาริชาติ   ลบแยม เกิดเมื่อวนัที่ 27 พฤษภาคม พ.ศ. 2522 ที่จังหวัด ระยอง
สําเร็จการศึกษาหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต  สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ  คณะวิทยาศาสตร  
มหาวิทยาลัยรามคําแหง  ในปการศึกษา 2544  และเขาศึกษาตอหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตร
มหาบัณฑิต  ที่จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  เมื่อ พ.ศ. 2545 
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