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บทคัดย ่อภาษาไทย  
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มธัญาณี โลมจะบก : การสกดัและสมบตัิของเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่และการประยุกตใ์ช้
ในไส้กรอกไก่. (EXTRACTION AND PROPERTIES OF 
GELATIN HYDROLYSATE FROM CHICKEN FEET AND ITS APPLICATION IN CHICKEN SAUSAGE) 
คณะกรรมการควบคุมวิทยานิพนธ์: นิสานารถ กระแสร์ชล, สามารถ สายอุต ปี พ.ศ. 2563. 

  
งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พ่ือสกดัเจลาตินจากเทา้ไก่และศึกษาชนิดและปริมาณของเอนไซมท่ี์

เหมาะสมในการผลิตเจลาตินไฮโดรไลเสตท่ีมีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระสูงท่ีสุด โดยเจลาตินจากเทา้
ไก่ท่ีถูกเตรียมดว้ยกรดพบว่า มีโปรตีน (84.42%) และไฮดรอกซีโพรลีน (27.03%) สูง เม่ือน ามาศึกษาผลของชนิด
ของเอนไซม ์(เปปซิน ทริปซิน ปาเปน และอลัคาเลส) ตอ่ระดบัการย่อยคอลลาเจนจากเทา้ไก่และพิจารณาดว้ย
จลนศาสตร์ พบว่าเปปซินมีค่า Km ต ่ากว่าอลัคาเลสและปาเปน (p>0.05) รวมทั้งเปปซินมีราคาซ่ึงเป็นตน้ทุนการ
ผลิตถูกกว่าเอนไซมอ์ีก 3 ชนิด เปปซินจึงถูกเลอืกเพ่ือเตรียมเจลาตินไฮโดรไลเสตในขั้นตอนการผลิตเจลาติน
ไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ต่อความสามารถในการยบัยั้งการเกิดออกซิเดชนัดว้ยวิธีพ้ืนท่ีผิวตอบสนองซ่ึงออกแบบ
การทดลองแบบ Central composite design พบว่าสมการท่ีไดมี้ความสัมพนัธ์ท่ีดีระหว่างปัจจยัท่ีใช้ในการย่อยกบั
ค่าคุณภาพของเจลาตินไฮโดรไลเสต (R2>90, p ≤0.05) ซ่ึงปริมาณเปปซินและระยะเวลาท่ีใช้ในการย่อยมี
ความสัมพนัธ์กบัปริมาณโปรตีน (Y1) และปริมาณโปรตีนท่ีไม่ชอบน ้า (Y3) โดย Y1 และ Y3 เพ่ิมมากขึ้นเม่ือเพ่ิม
ปริมาณเปปซิน อีกทั้งยงัสัมพนัธ์กบัความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี ABTS (Y4) ท่ีเพ่ิมมากขึ้นจนถึง
ระดบัหน่ึงและลดลงเม่ือปริมาณเปปซินและระยะเวลาในการย่อยเพ่ิมขึ้น และจากการใชเ้ทคนิคการซ้อนทบักราฟ
ของพ้ืนท่ีผิวตอบสนอง พบว่ามี 4 สภาวะ ไดแ้ก่สภาวะ Y1, Y3, และ Y4 มากท่ีสุดและสภาวะท่ีเหมาะสมของแตล่ะ
ค่าคุณภาพ (จุดก่ึงกลางระหว่างค่าคุณภาพทั้ง 3 ค่า) โดยไดเ้ลือกจุด Y4 ท่ีสามารถผลิตเจลาตินไฮโดรไลเสตท่ีมี
ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระมากท่ีสุด โดยเจลาตินไฮโดรไลเสตท่ีผลิตจากสภาวะท่ีเหมาะสมน้ีถูก
ประยุกตใ์ชใ้นไส้กรอกไก่ (ในปริมาณ 1%, 3% และ 5%) การเสริมเจลาตินไฮโดรไลเสตมากขึ้นส่งผลให้มีค่า 
TBARS ค่าความแข็ง ค่าพลงังานในการกดั และค่าพลงังานท่ีใช้ในการเคี้ยวเพ่ิมมากขึ้น แต่มีผลให้มีจ านวน
จุลินทรียท์ั้งหมดและค่าสีลดลง ในขณะท่ีการเสริมเจลาตินไฮโดรไลเสตไม่มีผลต่อมีค่า aw ค่าการเกาะติดของ
อาหาร คา่ความยืดหยุ่น ค่าการยึดเกาะกนัของอาหาร และการประเมินคุณลกัษณะทางประสาทสัมผสั ดงันั้นเจ
ลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่สามารถน ามาใชเ้ป็นวตัถุเจือปนอาหารทางเลือกท่ีมีความสามารถในการตา้นอนุมูล
อิสระได ้
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บทคัดย ่อภาษาอังกฤษ  

60910022: MAJOR: FOOD SCIENCE AND TECHNOLOGY; M.Sc. (FOOD SCIENCE AND 
TECHNOLOGY) 

KEYWORDS: CHICKEN FEET, ENZYMES, GELATIN HYDROLYSATE, ANTIOXIDANT, 
CHICKEN SAUSAGE 

  MATTAYANEE LOMJABOK : EXTRACTION AND PROPERTIES OF 
GELATIN HYDROLYSATE FROM CHICKEN FEET AND ITS APPLICATION IN CHICKEN SAUSAGE. 
ADVISORY COMMITTEE: NISANARTH KRASAECHOL, Ph.D., SAMART SAIUT, Ph.D. 2020. 

  
The aims of this study were to gelatin extract from chicken feet, and to optimize the type and 

amount of enzymes that would provide conditions to obtain a gelatin hydrolysate with the highest antioxidant 
activity. Gelatin from chicken feet was prepared by acid treatment. Chicken feet gelatin showed high in protein 
(84.42%) and Hydroxyproline (27.03%). Effect of enzyme types (pepsin, trypsin, papain and alcalase) on 
degree of hydrolysis of collagen from chicken feet and kinetics were investigated. Pepsin had lower Km than 
alcalase and papain (p>0.05), which was cheaper than the other enzymes. Pepsin was selected to prepare gelatin 
hydrolysate. The production of gelatin hydrolysate from chicken feet with antioxidative activities were 
conducted by using central composite design of response surface methodology. The experimental results 
showed that there was a good correlation between digestion factor and the quality of gelatin hydrolysate 
(R2>90, p≤0.05). Pepsin concentration and digestion time were related to the protein content (Y1) and the 
hydrophobicity protein content (Y3). Increasing in pepsin concentration had increased protein content and 
hydrophobicity value of gelatin hydrolysate. In addition, ABTS radical scavenging activity (Y4) was increased 
up to a certain level and their had decreased, when the pepsin concentration and digestion time was increased. 
The super impose technique of response surface plots were 4 conditions: Y1, Y3, and Y4 conditions at maximum 
and optimal conditions for each quality value (The middle point between the 3 quality values). The Y4 condition 
was considered to produce gelatin hydrolysate with the highest ABTS radical scavenger activity. Gelatin 
hydrolysate produced by the optimum condition was applied in chicken sausages (in the content of 1%, 3% and 
5%). Gelatin hydrolysate supplementation affected the TBARS, hardness, gumminess and chewiness increased, 
while total microbial and color values decreased with increasing gelatin hydrolysate concentration. However, 
aw, adhesiveness, springiness, cohesiveness and sensory evaluation were not affected by gelatin hydrolysate. 
Therefore, gelatin hydrolysate from chicken feet can be used as an alternative food ingredient with antioxidant. 
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บทที่ 1 

บทน า 
 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 อุตสาหกรรมอาหารทัว่โลกเกิดผลพลอยไดใ้นระหว่างการแปรรูปอาหารปริมาณมาก  
ทุก ๆ ปี ประมาณ 38% (Helkar, Sahoo, & Patil, 2016) อุตสาหกรรมแปรรูปสัตวปี์กเป็นหน่ึงใน
กลุ่มเกษตรและอุตสาหกรรมอาหารที่มีการเติบโตอยา่งรวดเร็วที่สุดในโลก โดยการผลิตเน้ือไก่ทัว่
โลกมีประมาณ 96.3 ลา้นตนัต่อปี ในช่วงปี 2558-2566 การผลิตสัตวปี์กในประเทศไทยมีการคาด 
การณ์ว่าจะเติบโตต่อเน่ืองจากเดิมดว้ยอตัราการเติบโตเฉลี่ยสะสม 2.7% ต่อปี (ประสิทธ์ิ สุจิรวรกุล  
และบุษกร สิริวฒันเกตุ, 2558) ท าให้เกิดผลพลอยไดเ้ป็นจ านวนมาก ซ่ึงเทา้ไก่เป็นผลพลอยไดท้ี่
เกิดขึ้นประมาณ 3.9 ลา้นตนัต่อปี โดยเทา้ไก่น ามาใชใ้นการปรุงอาหาร ผลิตเป็นไขมนัหรือทิ้ง ซ่ึง
เป็นสาเหตุในการเกิดมลภาวะต่อส่ิงแวดลอ้ม (Chakka, Muhammed, Sakhare, & Bhaskar, 2017; 
Jayathilakan, Sultana, Radhakrishna, & Bawa, 2012) แต่ในขณะเดียวกนัเทา้ไก่ไดถ้อืว่าเป็นแหล่ง
ของโปรตีน (Lasekan, Bakar, & Hashim, 2013) เป็นที่น่าสนใจว่าไดม้ีการน าแร่ธาตุ กรดไขมนั 
และวิตามินของผลพลอยไดม้าใช ้รวมถึงคอลลาเจนและโปรตีนไฮโดรไลเสตซ่ึงเป็นตลาดที่ก  าลงั
เติบโตจึงท าให้ผลิตภณัฑเ์หล่าน้ีมีมูลค่าเพ่ิมมากขึ้นซ่ึงเป็นทางเลือกที่ดีทางเลือกหน่ึงในการใชผ้ล
พลอยไดใ้ห้เกิดประโยชน์มากย่ิงขึ้น (Schmidt et al., 2016) โดยผลพลอยไดจ้ากสัตวปี์กสามารถใช้
เป็นแหล่งทดแทนการผลิตคอลลาเจนและเจลาตนิที่มีคุณภาพสูง (Du  & Betti, 2016) เทา้ไก่เป็น
วตัถุดิบที่อุดมไปดว้ยคอลลาเจนซ่ึงมีหนงั เอ็น และกระดูกอ่อนเป็นองคป์ระกอบหลกัที่ถกูน ามา
ผลิตเป็นคอลลาเจน (Hashim, Ridzwan, & Baker, 2014; Vittayanont, 2007) เจลาติน (Melanie, 
Susilowati, Iskandar, & Laelatunur, 2015; Widyasari  & Rawdkuen, 2014)                           
คอลลาเจนไฮโดรไลเสต (Mokrejs, Gál, Janacova, Plskova, & Zacharová, 2017) และเจลาติน
ไฮโดรไลเสต (Iwai et al., 2005) 
 การด าเนินชีวิตประจ าวนัของคนเรามีความเส่ียงต่อการเกิดโรคมากมายที่อาจมีผลมาจาก
ส่ิงแวดลอ้มและกระบวนการเผาผลาญอาหาร ท าให้ร่างกายมีการผลิตอนุมูลอิสระจ านวนมาก 
 รวมถึงอาหารที่มีการออกซิเดชนัของไขมนัเป็นปัญหาส าคญัประการหน่ึงของอุตสาหกรรมอาหาร
เช่นกนั เน่ืองจากท าให้คุณภาพอาหารลดลงและอายกุารเก็บรักษาส้ัน กระบวนการที่ไม่พึงประสงค์
น้ีไม่เพียงแต่ก่อให้เกิดกลิ่นและกลิ่นรสที่ไม่พึงประสงค ์อีกทั้งยงัลดคุณค่าทางโภชนาการและความ
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ปลอดภยัของอาหาร ดงันั้นการยบัยั้งการเกิดออกซิเดชนัของไขมนัและอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นใน
อาหารจึงเป็นส่ิงส าคญั ดว้ยสาเหตุน้ีอาหารบางชนิดจึงมีการใชส้ารตา้นอนุมูลอิสระเพื่อก าจดัอนุมูล
อิสระ และยงัสามารถยืดอายใุนการเก็บรักษาอาหารจากการออกซิเดชนั แต่การใชส้ารสังเคราะห์
เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระมีขอ้จ ากดัในการใชเ้ป็นสารเติมแต่งในอาหาร เน่ืองจากอาจก่อให้เกิด
อนัตรายต่อสุขภาพ ดงันั้นการใชส้ารตา้นอนุมูลอิสระตามธรรมชาติจึงเป็นทางเลือกหน่ึง เช่น     
เปปไทดท์ี่ออกฤทธ์ิทางชีวภาพ (Cai et al., 2015; Jridi et al., 2014; Li, Chen, Wang, Ji, & Wu, 
2007; Nasri et al., 2013) เป็นตน้ 
 เปปไทดท์ี่ออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากคอลลาเจนและเจลาตินที่มีสมบตัิตา้นอนุมลูอิสระ
กลายเป็นหัวขอ้ที่น่าสนใจอยา่งมากส าหรับอุตสาหกรรมอาหารเพื่อสุขภาพและการแปรรูป (Jridi et 
al., 2014) โดยคอลลาเจนเป็นโปรตีนที่มีโครงสร้างในลกัษณะของเส้นใยซ่ึงมีความเสถียรจะ
สูญเสียสภาพธรรมชาติที่อุณหภูมิสูงกว่า 40 องศาเซลเซียส กลายเป็นเกลียวที่ไม่เป็นระเบียบ        
(เจลาติน) (Sarbon, Badii, & Howell, 2015; สินีนาถ สุขไกว, 2555) เมื่อน ามายอ่ยดว้ยเอนไซมท์ า
ให้ไดเ้ปปไทดท์ี่มีน ้าหนกัโมเลกุลต ่าอยูใ่นช่วง 0.3-8 kDa มีช่ือเรียกว่า เจลลาตินไฮโดรไลเสต 
(Gelatin hydrolysate) เจลาตินที่ถูกไฮโดรไลเสต (Hydrolyzed gelatin) คอลลาเจนไฮโดรไลเสต 
(Collagen hydrolysate) คอลลาเจนที่ถูกไฮโดรไลเสต (Hydrolysed collagen) หรือคอลลาเจน     
เปปไทด ์(Collagen peptide) (Mohammad, Suhimi, Aziz, & Jahim, 2014; Sibilla, Godfrey, 
Brewer, Budh-Raja, & Genovese, 2015) โดยกิจกรรมต่าง ๆ ของเปปไทดน์ั้นแฝงอยูใ่นล าดบัของ
โปรตีนซ่ึงจะถูกปลดปล่อยออกมาจากการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์(Ghassem et al., 2014) ซ่ึงการผลิต  
เปปไทดใ์ห้มีการท างานที่เพ่ิมมากขึ้นจึงมีการมุ่งเนน้ไปที่การเพ่ิมประสิทธิภาพในการยอ่ยเอนไซม์
โดยไดจ้ากค่าจลนพลศาสตร์ (เช่น Vmax และ Km) ซ่ึงมีความส าคญัต่อการท างานของเอนไซม ์
(Jahanbani et al., 2018) โดยชนิดของเอนไซมโ์ปรติเอสที่ใช้ในการยอ่ยมีความส าคญัต่อชนิดของ
กรดอะมิโนในสายเปปไทดท์ี่ไดแ้ละมีประสิทธิภาพในการยอ่ยที่แตกต่างกนั (เสาวภา จนัทร์เทศ, 
2557) รวมถึงความเขม้ขน้ของเอนไซม ์ซบัสเตรต และสภาวะที่ใชใ้นการยอ่ยซ่ึงมีความสัมพนัธ์กบั
กิจกรรมทางชีวภาพและสมบตัิเชิงหนา้ที่ 

ปัจจุบนัมีการใชเ้ปปไทดห์รือโปรตีนไฮโดรไลเสตจากสัตวห์ลายชนิดมาใชป้ระโยชน์ใน
การเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระแต่ก็มกีารใชใ้นระดบัอุตสาหกรรมค่อนขา้งนอ้ย ซ่ึงสาเหตุอาจเกิดจาก
ราคาในการผลิตสูงและยงัขาดขอ้มลูยืนยนัประสิทธิภาพในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ               
(ศิริธร ศิริอมรพรรณ, 2557) อีกทั้งเปปไทดท์ี่ออกฤทธ์ิทางชีวภาพยงัไดรั้บความสนใจในดา้นการ
ยบัยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์รวมถึงสมบตัิเชิงหนา้ที่ที่ดีในดา้นต่าง ๆ เช่น การละลาย การ
เป็นอิมลัชนั การเกิดโฟม การจบัน ้าและไขมนั และยงัช่วยเพ่ิมเสถียรภาพในการเก็บรักษาอาหาร 
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(Zakaria  & Sarbon, 2018) จึงท าให้มีการน ามาประยกุตใ์ช้ในอาหารที่หลากหลาย ไดแ้ก่ เคร่ืองด่ืม
เพื่อสุขภาพ (สินีนาถ สุขไกว, 2555) เคร่ืองด่ืมเก็กฮวย (Zhang et al., 2018) และไส้กรอกปลา
อิมลัชนั (Intarasirisawat, Benjakul, Visessanguan, & Wu, 2014; Zakaria  & Sarbon, 2018) ซ่ึงไส้
กรอกเป็นผลิตภณัฑส์ าเร็จรูปที่สะดวกต่อการบริโภค จึงไดรั้บความนิยมอยา่งกวา้งขวาง (ธนวฒัน์ 
มาปายะ, พีราภรณ์ เครือปาละ, นภาพร ดีสนาม, และสุขพฒัน์ ใตเ้วชศาสตร์, 2557) โดยสมบตัิทาง
เคมีกายภาพของไส้กรอกเป็นลกัษณะส าคญัในการก าหนดคุณภาพของไส้กรอก ไม่ว่าจะเป็น
ลกัษณะเน้ือสัมผสัและกลิน่รสของไส้กรอกซ่ึงเป็นคุณสมบตัิส าคญัที่ตอ้งค านึงถึงเพื่อตอบสนอง
ความตอ้งการของผูบ้ริโภค (Zakaria  & Sarbon, 2018) และจากการรายงานของ Bhattacharyya 
(2011) ไส้กรอกไก่อาจเส่ือมคุณภาพลงในระหว่างการเก็บรักษาเน่ืองจากการเติบโตของจุลินทรีย์
และการออกซิเดชนัของไขมนัท าให้คุณภาพอาหารลดลงและส่งผลต่อกลิ่นรสท าให้ผูบ้ริโภคมีการ
ยอมรับที่ลดลง ซ่ึงโปรตีนไฮโดรไลเสตโดยเฉพาะเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไกอ่าจช่วยลด
ปัญหาดงักล่าวได ้อกีทั้งเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไกย่งัไมม่ีขอ้จ ากดัในผลิตภณัฑอ์าหารที่เป็น
ฮาลาล (Halal) และโคเชอร์ (Kosher) รวมถึงลดปัญหาการใชเ้น้ือววัที่อาจติดเช้ือจากการระบาดของ
โรคววับา้และโรคปากเทา้เป่ือยในโคกระบือ (Mohammad et al., 2014) จึงท าให้เจลาติน    
ไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่เป็นทางเลือกหน่ึงที่น่าสนใจซ่ึงอาจช่วยป้องกนัจากออกซิเดชนั และยืดอายุ
การเก็บรักษาของผลิตภณัฑไ์ส้กรอกไก่ได ้

 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพื่อศึกษาผลของชนิดของเอนไซมต์่อประสิทธิภาพในการยอ่ยเจลาตินไฮโดรไลเสตจาก 
เทา้ไก ่

2. เพื่อศึกษาผลของปริมาณเอนไซมร่์วมกบัระยะเวลาในการยอ่ยเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ 

ไก่ต่อความสามารถในการยบัยั้งการเกิดออกซิเดชนัดว้ยวิธีพ้ืนที่ผวิตอบสนอง (Response surface 
methodology) ออกแบบการทดลองแบบ Central composite design (CCD) 

3. เพื่อศึกษาผลของปริมาณเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ต่อคณุภาพของไส้กรอกไก ่
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สมมติฐานของการวิจัย 
1. ชนิดและความเขม้ขน้ของเอนไซม ์และสภาวะทีใ่ชใ้นการยอ่ยมผีลต่อประสิทธิภาพการ 

ยอ่ยที่แตกต่างกนัของเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่  

2. เจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่มีความสามารถในการยบัยั้งการเกิดออกซิเดชนั 

3. เมื่อน าเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่มาประยกุตใ์ชใ้นไส้กรอกไก่สามารถยบัยั้งการเกิด 
ออกซิเดชนัและการเจริญเติบโตของจุลินทรียไ์ด ้

 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. สามารถสร้างมูลค่าเพ่ิมให้กบัเทา้ไก่ที่เป็นผลพลอยไดจ้ากอุตสาหกรรมสัตวปี์กและใชเ้ป็น 
แหล่งโปรตีนทางเลือกใหม่ให้กบัอุตสาหกรรมอาหาร 

2. สามารถหาชนิดและความเขม้ขน้ของเอนไซมท์ี่เหมาะสมต่อการผลิตเจลาตินไฮโดรไล- 
เสตจากเทา้ไก่ที่มีกิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระ 

3. สามารถน าเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่มาใชป้ระโยชน์ในอาหารเพ่ือสุขภาพได ้
 

ขอบเขตของการวิจัย 

1. ตรวจสอบชนิดของเอนไซมเ์ปปซิน ทริปซิน อลัคาเลส และปาเปนในผลิตเจลาติน 
ไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ที่มีผลตอ่ประสิทธิภาพการยอ่ย 

2. ตรวจสอบปริมาณเอนไซม ์0.02-5 % ร่วมกบัระยะเวลา 2-8 ชัว่โมงในการยอ่ยเจลาติน 
ไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ต่อความสามารถในการยบัยั้งการเกิดออกซิเดชนัดว้ยวิธีพ้ืนที่ผิวตอบสนอง
ออกแบบการทดลองแบบ CCD 

3. ตรวจสอบปริมาณเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ 3 ระดบั คือ 1, 3 และ 5% ที่มีผลต่อ 
คุณภาพของไส้กรอกไก ่
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

2.1  ผลพลอยได้จากอุตสาหกรรมอาหาร 
เน้ือสัตวม์ีการน ามาใชท้ าเป็นผลิตภณัฑจ์ านวนมากซ่ึงไดจ้ากการฆ่าสัตว ์อวยัวะภายใน

และของเหลือทิ้งต่าง ๆ ที่เกิดขึ้นจึงจดัอยูใ่นประเภทของผลพลอยได ้(Schmidt et al., 2016) โดยผล
พลอยไดจ้ากสัตวเ์ป็นของเหลือทิ้งจากแหล่งต่าง ๆ ไดแ้ก่ โรงฆ่าสัตว ์ร้านขายเน้ือ ร้านอาหาร และ
ครัวเรือน มีการผลิตมากกว่า 20 ลา้นตนัต่อปีในสหภาพยโุยป (European Union, EU) (Leon et al., 
2017) ซ่ึงผลพลอยไดน้ี้มีปริมาณเกือบ 60 – 70% ของซากสัตวท์ี่ถูกฆ่า (Ockerman, Basu, & Toldrá, 
2017) รวมไปถึง กระดูก เอ็น หนงั เน้ือเย่ือไขมนั เขาสัตว ์กีบเทา้ เทา้ เลือดและอวยัวะภายใน 
ปริมาณของผลพลอยไดข้ึ้นอยูก่บัปัจจยัต่าง ๆ ไดแ้ก่ ชนิด อาย ุเพศ และน ้าหนกัตวัของสัตว ์โดยโค
กระบือ หมูและแกะมีปริมาณร้อยละของผลไดอ้ยูใ่นช่วง 10% - 30% และสัตวปี์กอยูใ่นช่วง        
5% - 6% (Schmidt et al., 2016)  

 2.1.1  ผลพลอยได้จากสัตว์ปีก 

อุตสาหกรรมแปรรูปสัตวปี์กเป็นหน่ึงในกลุ่มเกษตรและอุตสาหกรรมอาหารที่เติบโตเร็ว
ที่สุดในโลก เน้ือไก่ทัว่โลกมกีารผลิต 96.3 ลา้นเมตริกตนัต่อปี ในช่วงปี พ.ศ. 2558-2566 การผลิต
สัตวปี์กในประเทศไทยมีการคาดการณ์ว่าจะเติบโตต่อเน่ืองจากเดิมดว้ยอตัราการเติบโตเฉลี่ยสะสม 
2.7% ต่อปี ดงัภาพที่ 2-1 (ประสิทธ์ิ สุจิรวรกุล และบุษกร สิริวฒันเกต 2558) จากการผลิตท าให้
เกิดผลพลอยไดห้รือของเหลือทิ้งอนิทรียจ์ านวนมาก (Chakka et al., 2017) เทา้ไก่เป็นผลพลอยไดท้ี่
เหลือทิ้งประมาณ 3.9 ลา้นตนัต่อปี (Chakka et al., 2017) ซ่ึงผลพลอยไดจ้ากอุตสาหกรรมสัตวปี์ก
ประกอบไปดว้ยขน หัว เลือด กระเพาะ (ก๋ึน) และกระเพาะยอ่ย เทา้ ล าไส้และปอด (ตารางที่ 2-1) 
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ภาพที่ 2-1 ปริมาณการผลิตสัตวปี์กในประเทศไทย (ปี พ.ศ. 2547-2566) (ประสิทธ์ิ สุจิรวรกุล  และ
บุษกร สิริวฒันเกตุ, 2558) 
หมายเหตุ CAGR (Compound Annual Growth Rate) คอื การวดั % การเปลี่ยนแปลงขอ้มูลโดยเฉลี่ยต่อปี 

 
 
ตารางที่ 2-1 ผลพลอยไดจ้ากอุตสาหกรรมสัตวปี์กและการน าไปใช้ (Jayathilakan et al., 2012) 
 
ชนิดของผลพลอยได ้ น ้าหนกัสด (%) การน าไปใช ้
ขน 7-8 วสัดุเคร่ืองนอน อุปกรณ์ตกแต่ง อุปกรณ์กีฬา ปุ๋ ย

มูลฝอยหรือปุ๋ ยหมกั ขนป่น 
หัว 2.5-3.0 เน้ือป่น 
เลือด 3.2-3.7 เลือดป่น 
ก๋ึน และกระเพะยอ่ย 3.5-4.2 กินไดแ้ละเป็นแหล่งเอนไซมไ์คติเนส (Chitinase) 
เทา้ 3.5-4.0 ซุป (ปรุงอาหาร) และไขมนัจากสัตวปี์ก 
ล าไส้ และปอด 8.5-9.0 เน้ือป่น ไขมนัและการน ามาใชง้าน (ฮอร์โมนและ

เอนไซม)์ 
 

ผลพลอยไดจ้ากอุตสาหกรรมสัตวปี์กมีการน าไปใชป้ระโยชน์ในดา้นต่าง ๆ (ตารางที่    
2-1) อีกทั้งมีรายงานว่าผลพลอยไดจ้ากสัตวปี์กยงัน าไปท าเป็นอาหารสัตว ์ดว้ยเหตุน้ีจึงไดม้ีการ
พฒันาและวิจยัอยา่งกวา้งขวาง โดยไดม้ีการพฒันาและปรับปรุงกระบวนการต่าง ๆ เช่น การ
ปฏิบตัิการ การหมกั การวิเคราะห์ทางเคมี จุลินทรีย ์และความร้อน รวมถึงผลพลอยไดจ้ากสัตวช์นิด
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อื่น นอกจากน้ียงัมีวิธีการจดัการกบัผลพลอยได ้เช่น การทิ้ง การฝังกลบ และการเผาในพ้ืนที่ต่าง ๆ 
ของโลก ในขณะที่ผลพลอยไดจ้ากสัตวเ์ป็นแหล่งของโปรตีน (Lasekan et al., 2013) จึงไดม้ีการ
น าไปใชป้ระโยชน์ในดา้นต่าง ๆ 

 2.1.2  การใช้ประโยชน์จากผลพลอยได้ 

เมื่อพิจารณาถึงปริมาณของผลพลอยไดเ้หล่าน้ีทีเ่พ่ิมมากขึ้นโดยสามารถน ามาใชเ้ป็น
แหล่งทดแทนไดอ้ยา่งมีคุณคา่หากมีการน ามาใชอ้ยา่งถูกตอ้ง จากการผลิตและการบริโภค
ผลิตภณัฑจ์ากสัตวปี์กที่เพ่ิมขึ้นท าให้มีผลพลอยไดต้่าง ๆ เป็นจ านวนมาก โดยทัว่ไปผลพลอยไดจ้ะ
น ามาใชป้ระโยชน์ในดา้นต่าง ๆ ดงัตางรางที่ 2-1 รวมถึงน ามาใชใ้นการผลิตอาหารสัตว ์และ
เช้ือเพลิง ซ่ึงตลาดที่ก  าลงัเติบโตไดม้ีการน าแร่ธาตุ กรดไขมนั และวิตามินของผลพลอยไดม้าใช ้
รวมถึงคอลลาเจนและโปรตีนไฮโดรไลเสต ซ่ึงเป็นทางเลือกที่ดีทางเลือกหน่ึงในการใชผ้ลพลอยได้
ให้เกิดประโยชน์ท าให้ผลิตภณัฑเ์หล่าน้ีมีมูลค่าเพ่ิมมากขึ้น (Schmidt et al., 2016) อีกทั้งผลพลอย
ไดจ้ากสัตวปี์กเป็นผลพลอยไดอ้ีกแหล่งหน่ึงที่มคีวามน่าสนใจ เน่ืองจากสามารถใชเ้ป็นแหล่ง
ทดแทนการผลิตคอลลาเจนและเจลาตินที่มีคณุภาพสูง (Du  & Betti, 2016) เทา้ไก่นั้นเป็นวตัถุดิบที่
อุดมไปดว้ยคอลลาเจนซ่ึงมีหนงั เอ็น และกระดูกอ่อนเป็นองคป์ระกอบแต่ไม่ไดน้ ามาใชป้ระโยชน์
อยา่งเป็นระบบในอุตสาหกรรมสัตวปี์ก โดยเทา้ไก่น ามาใชใ้นการปรุงอาหาร ผลิตเป็นไขมนั หรือ
ถูกทิ้ง ซ่ึงเป็นสาเหตุในการเกิดมลภาวะต่อส่ิงแวดลอ้ม (Chakka et al., 2017) ดงันั้นการน าผลพลอย
ไดจ้ากเทา้ไกม่าสกดัเอาคอลลาเจนและผลิตเป็นเจลาตินก่อนยอ่ยให้ไดเ้ป็นเจลาตินไฮโดรไลเสตที่
สามารถช่วยเพ่ิมมูลค่าให้กบัผูป้ระกอบการ อีกทั้งการน าผลพลอยไดจ้ากสัตวปี์กมาใชย้งัเป็นอีก
ทางเลือกหน่ึงที่ไมม่ีขอ้จ ากดัในผลิตภณัฑอ์าหารที่เป็นฮาลาล (Halal) และโคเชอร์ (Kosher) ทั้งน้ี
การระบาดของโรคววับา้และโรคปากและเทา้เป่ือยในโคกระบือน้ีท าให้การใชโ้ปรตีนจากโค
กระบือและสุกรเป็นไปอยา่งจ ากดัและตอ้งเฝ้าระวงัท าให้ผลพลอยไดจ้ากสัตวปี์กมีความปลอดภยั
และมีประโยชน์ต่อสุขภาพที่ดีส าหรับผูบ้ริโภค (Mohammad et al., 2014; สินีนาถ สุขไกว, 2555) 

ผลพลอยไดจ้ากสัตวท์ี่เพ่ิมมากขึ้นน้ีเป็นแหล่งของโปรตีน จากการรายงานของงานวิจยั
ต่าง ๆ ดงัตารางที่ 2-2 แสดงให้เห็นถึงองคป์ระกอบทางเคมีของเทา้ไก่ พบว่ามีโปรตีนอยูใ่นช่วง 
17.42-21.47% แสดงให้เห็นว่าเทา้ไก่มีปริมาณโปรตีนค่อนขา้งสูงเมื่อเปรียบเทียบกบัองคป์ระกอบ
อื่น ๆ ในเทา้ไก่ ซ่ึงพบคอลลาเจนอยูใ่นช่วง 9.07-16.3% 
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ตารางที่ 2-2 องคป์ระกอบทางเคมีของเทา้ไก่  
 
องคป์ระกอบ เทา้ไก่a(%) เทา้ไก่b (%) เทา้ไก่c (%) เทา้ไก่d (%) 
ความช้ืน 63.54 ± 0.30 60.66 ± 2.44 65.08 ± 0.90 62.05 ± 0.60 
ไขมนั 14.53 ± 0.28 2.19 ± 0.70 3.90 ± 1.16 12.04 ± 0.44 
โปรตีน  21.47 ± 0.29 18.69 ± 0.92 20.10 ± 0.98 17.42 ± 0.73 
เถา้ 4.66 ± 0.30 0.14 ± 0.13 8.16 ± 1.92 5.98 ± 0.37 
คอลลาเจน  16.3 ± 0.78 

(Hyp × 8) 
- - 9.07 ± 0.18 

aVittayanont (2007); bWidyasari and Rawdkuen (2014); cHashim et al. (2014); dLiu, Lin and Chen (2001) 

 
 ผลพลอยไดจ้ากไก่มกีารน ามาศกึษาสมบตัิทางชีวภาพและสมบตัิเชิงหนา้ที่ต่าง ๆ ดงั
ตารางที่ 2-3 ซ่ึงแสดงให้เห็นถึงความสามารถที่จะน าผลพลอยไดม้าใชใ้ห้เกิดประโยชน์เพ่ิมมากขึ้น
ไม่ว่าจะเป็นการยบัยั้งเอนไซม ์ACE (Angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitors) การตา้น
การอกัเสบ (anti-inflammatory) ป้องกนัการตกผลึก (Cryoprotection) การเป็นอาหารเลี้ยง
เช้ือจุลินทรีย ์(Growth media) อิมลัซิไฟเออร์ (Emulsifier) และการตา้นอนุมูลอิสระ (Antioxidant) 
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ตารางที่ 2-3 สมบตัิทางชีวภาพและสมบตัิเชิงหน้าที่ของไฮโดรไลเสตของผลพลอยไดจ้ากไก ่

 
ผลพลอยได ้ สมบตัิทางชีวภาพและสมบตัิเชิงหนา้ที่ แหล่งอา้งอิง 
กระดูกขาไก ่ ACE inhibitor Lasekan et al. (2013) 
อวยัวะภายใน Growth media และ Emulsifier Lasekan et al. (2013) 
 Antioxidant และ ACE inhibitor Lasekan et al. (2013) 
ขนไกไ่ฮโดรไลเสต ACE inhibitor Lasekan et al. (2013) 
ขนไก่ป่น Antioxidant Lasekan et al. (2013) 
เลือดไก ่ ACE inhibitor Lasekan et al. (2013) 
หนงัไก่ Cryoprotection Du and Betti (2016) 
 Antioxidant Onuh, Girgih, Aluko and 

Aliani (2014); Sarbon, Badii 
and Howell (2018) 

เน้ือไก ่ Anti-inflammatory Offengenden, Chakrabarti and 
Wu (2018) 

เน้ืออกไก ่ Antioxidant Sun, Pan, Guo and Li (2012) 
กระดูกไก ่ Antioxidant Centenaro, Centenaro and 

Hernandez (2011) 
 

2.2  คอลลาเจน (Collagen) 
คอลลาเจนมาจากภาษากรีก หมายถึง ส่ิงที่ให้ผลผลิตเป็นเจลาตินหรือกาว (หทยัรัตน์ 

ป่ินแกว้, สุธี วงัเตือย, กูรอซียะห์ ยามิรูเด็ง, และมณชยั เดชสังกรานนท,์ 2549) คอลลาเจนเป็น
โปรตีนที่พบไดใ้นสัตวห์ลายเซลล ์ซ่ึงเป็นองคป์ระกอบที่ส าคญัในการสนบัสนุนโครงสร้างในสัตว์
มีกระดูกสันหลงัและสัตวไ์ม่มกีระดูกสันหลงั คอลลาเจนเป็นโปรตีนที่มีมากที่สุดในสัตวเ์ลี้ยงลูก
ดว้ยนมประมาณ 25% ของน ้าหนกัของโปรตีนทั้งหมด  และเป็นส่วนประกอบที่ส าคญัของหนงั 
เอ็น กระดูกออ่น กระดูก และเน้ือเย่ือ ในสัตวปี์กและปลา (Schmidt et al., 2016) 
 2.2.1 โครงสร้างของคอลลาเจน 

คอลลาเจนเป็นโปรตีนที่มีโครงสร้างในลกัษณะของเส้นใย (Fibrous protein) โดยความ
ยาวของโมเลกุลคอลลาเจนประมาณ 280 นาโนเมตร มีมวลโมเลกุล 360,000 Da คอลลาเจนมีความ
เสถียรโดยการเช่ือมต่อดว้ยพนัธะไฮโดรเจนและพนัธะภายในโมเลกุล โดยเกิดจากการเรียงล าดบั
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ของกรดอะมิโนในคอลลาเจนที่มีโมเลกุลสามโมเลกุลที่ซ ้ากนั (Gly-X-Y) โดยที่ X คือ โพรลีน 
(Proline) และ Y คือ ไฮดรอกซีโพรลีน (Hydroxyproline, Hyp) โดยมีโพรลีนและไฮดรอกซีโพรลีน 
20% ของกรดอะมิโนทั้งหมด รวมทั้งมีไกลซีน (Glycine) และ แอลานีน (Alanine) มากกว่า 50% 
ของกรดอะมิโนทั้งหมด (Schmidt et al., 2016; Vallejos, González, Troncoso, & Zúñiga, 2014) ซ่ึง
โมเลกุลของกรดอะมิโนแต่ละชนิดจะเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะเปปไทดจ์นเกิดเป็นสายโพลีเปปไทด์
เช่ือมต่อกนั โดยสายโพลีเปปไทดจ์ะบิดเป็นเกลียววนซ้าย (Left-handed-helix) โดยมีพนัธะ
ไฮโดรเจนเช่ือมอยูร่ะหว่างกรดอะมิโนเพื่อท าให้เกิดโครงสร้างที่เป็นเกลียว ซ่ึงมีกรดอะมิโน
ประมาณ 1,000 ตวัเรียงต่อกนั เรียกว่าสาย α ท าให้เกิดความคงตวั ดงันั้นคอลลาเจนที่มีกรดอะมิโน
เป็นจ านวนมากจะท าให้โครงสร้างคอลลาเจนมีความแข็งแรงและคงตวัมากขึ้น ซ่ึงสายโพลีเปปไทด์
จะพนัรวมกบัสายโพลีเปปไทดอ์ีก 2 สายในลกัษณะเกลียววนขวา (Right-handed-helix) เกิดเป็น
โครงสร้างเกลียวโพลีเปปไทด ์3 สาย (Triple-helix) โดยมีพนัธะไฮโดรเจนเช่ือมระหว่างสายโพ
ลีเปปไทดแ์ต่ละสาย ซ่ึงสายโพลีเปปไทด ์3 สายที่มาบิดรวมกนัเป็นเกลียวสามสายที่มีความเสถียร
ซ่ึงมีขนาดต่างกนั โมเลกลุเกลียวสามสายน้ียงัมีลกัษณะกลมเรียกว่า โปรคอลลาเจน (Procollagen) 
บริเวณที่เป็นทรงกลมเหล่าน้ีจะถูกตดัที่ระดบัที่แตกต่างกนัเพื่อให้โครงสร้างเกิดการ polymerized 
(โทรโพคอลลาเจน, Tropocollagen) ซ่ึงเป็นหน่วยพ้ืนฐานของคอลลาเจน โดยโมเลกุลของโทรโพ
คอลลาเจนจะถูกท าให้เสถียรโดยปฏิกิริยาของส่วนที่ไม่ชอบน ้า (Hydrophobic interaction) และแรง
ดึงดูดระหว่างส่วนที่มีประจุต่างกนั (Electrostatic interaction) (Canty-Laird  & Kadler, 2005; 
Schmidt et al., 2016; Vallejos et al., 2014) 

 

 
 
ภาพที่ 2-2 โครงสร้างของคอลลาเจน  (Bhattacharjee  & Bansal, 2005) 
 

ลกัษณะของเกลียวสามสายมีความยาว 300  นาโนเมตร มี Globular domains ที่ปลายทั้ง 
2 ขา้ง ซ่ึงส่วนเล็ก ๆ ที่ปลายของสาย α เรียกว่า ทีโลเปปไทด ์(Telopeptides) โดย N- และ C-
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propeptides (ปลายสาย α) จะไม่แสดงโครงสร้าง Gly-X-Y ซ ้า เมื่อโมเลกุลของคอลลาเจนสามสาย
ถูกยอ่ย (Proteolytic) ท าให้ทีโลเปปไทดส้ั์นลงทั้ง 2 ขา้ง 
 2.2.2  เจลาติน (Gelatin) 
 เจลาตินเป็นโพลีเปปไทดท์ี่เกิดจากการยอ่ยคอลลาเจนสามสายบางส่วน โดยเกิดจากการ
เสียสภาพของคอลลาเจนเน่ืองจากความร้อนดว้ยสารละลายที่อุณหภูมิสูงกว่า 40 องศาเซลเซียส 
(Sarbon et al., 2015) ในกระบวนการการเปลี่ยนแปลงของคอลลาเจนไปเป็นเจลาติน ส่วนใหญ่จะ
เกิดจากการท าลายพนัธะนอนโควาเลนทท์ั้งภายในและระหว่างโมเลกุล รวมถึงพนัธะเปปไทดอ์ีก
เล็กนอ้ยท าให้โครงสร้างเกลียวสามสายของคอลลาเจนเปลี่ยนแปลงไปเป็นเกลียวที่มีความยืดหยุ่น
ไม่เป็นระเบียบ (Sarbon et al., 2015; สินีนาถ สุขไกว, 2555) ท าให้เกิด "คอลลาเจนที่ละลายไดใ้น
น ้าอุ่น" หรือก็คือ เจลาติน (Chen, Ma, Zhou, Liu, & Zhang, 2014) เจลาตินจากแหล่งของสัตวปี์ก
ส่วนใหญ่มาจากไก่ ไดแ้ก่ เทา้ หัว และหนงั ซ่ึงมีคุณค่าทางโภชนาการสูงส าหรับการน าไป
ประยกุตใ์ชเ้ป็นทางเลือกของเจลาตินทางการคา้ (Yasin, Babji, & Norrakiah, 2017) 
 

 
 

ภาพที่ 2-3 การเสียสภาพธรรมชาติของคอลลาเจนเป็นเจลาติน (สินีนาถ สุขไกว, 2555) 
  

2.3 เจลาตินไฮโดรไลเสต (Gelatin hydrolysate) 
เจลาตินไฮโดรไลเสตผลิตโดยใช้วตัถุดิบชนิดเดียวกนักบัการผลิตเจลาติน โดยการยอ่ย

ของคอลลาเจนหรือเจลาตินซ่ึงจะเกิดการสูญเสียสภาพธรรมชาติ จึงมีช่ือเรียกว่า คอลลาเจน
ไฮโดรไลเสต (Collagen hydrolysate) คอลลาเจนที่ถูกไฮโดรไลเสต (Hydrolysedcollagen)    
คอลลาเจนเปปไทด ์(Collagenpeptide) เจลาตินที่ถูกไฮโดรไลเสต (Hydrolyzedgelatin) หรือ   
เจลลาตินไฮโดรไลเสต (Gelatinehydrolysate) ซ่ึงประกอบดว้ยโพลีเปปไทดท์ี่เกิดจากการยอ่ย ซ่ึงมี
น ้าหนกัโมเลกุลต ่าอยูใ่นช่วง 0.3-8 kDa (Mohammad et al., 2014; Sibilla et al., 2015) คุณภาพของ   
คอลลาเจนไฮโดรไลเสตขั้นสุดทา้ยจะขึ้นอยูก่บัขนาดโมเลกุลเฉลี่ย ซ่ึงอาจแตกต่างกนัไปขึ้นอยูก่บั
วิธีการที่ใช้ในการสกดัคอลลาเจน  
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โดยทัว่ไปโมเลกุลคอลลาเจนจะถูกท าให้สูญเสียสภาพธรรมชาติและถูกยอ่ยสลาย
บางส่วนเพื่อผลิตเจลาติน (100 kDa) จากนั้นเจลาตินสามารถยอ่ยสลายเป็นเปปไทดข์นาดเล็กโดย
ใชเ้อนไซมเ์ฉพาะที่มีกิจกรรมในการยอ่ย (Proteinase) ท าให้มีน ้าหนกัโมเลกุลต ่าที่มีส่วนผสมของ
เปปไทดซ่ึ์งมีความยาวและกรดอะมิโนอิสระแตกต่างกนั (Lasekan et al., 2013)  

 

 
 
ภาพที่ 2-4 ลกัษณะโครงสร้างของกระบวนการผลิตคอลลาเจนเปปไทดห์รือเจลาตินไฮโดรไลเสต 
 ดว้ยเอนไซมจ์ากคอลลาเจนที่สูญเสียธรรมชาติเป็นเจลาติน  
 (Kouguchi, Zhang, Sato, Takahata, & Morimatsu, 2012) 

 
 2.3.1  การผลิตเจลาตินไฮโดรไลเสต 

 เจลาตินไฮโดรไลเสตถูกผลิตในกระบวนการยอ่ยที่มีการควบคุมสภาวะต่าง ๆ เพื่อให้ได้
เปปไทดท์ี่ละลายน ้าได ้ซ่ึงในขั้นตน้วตัถุดิบจะถกูน ามาผ่านขั้นตอนการเตรียมดว้ยการลา้งท าให้
เป็นเน้ือเดียวกนัและการก าจดัโปรตีนที่ไม่ใช่คอลลาเจนดว้ยกรดหรือด่างเจือจาง ก าจดัแร่ธาตุและ
ไขมนัก่อนจะถูกน ามาสกดัดว้ยน ้าอุ่นกลายเป็นเจลาติน แลว้น าเจลาตินที่ไดม้ายอ่ยดว้ยเอนไซมจ์ะ
ไดเ้ป็นผลิตภณัฑสุ์ดทา้ยที่เรียกว่า คอลลาเจนไฮโดรไลเสต (Dybka-Stępień  & Walczak, 2009) 
หรือเจลาตินไฮโดรไลเสต 

วิธีการเร่ิมจากการเตรียมวตัถุดิบในการก าจดัโปรตีนที่ไม่ใช่คอลลาเจน ไขมนั และน ามา
ผ่านกระบวนการท าให้พอง (Swelling process) จากนั้นจึงน าคอลลาเจนที่ไดไ้ปสกดัเจลาติน และ
สุดทา้ยจึงผลิตไดเ้ป็นเจลาตินไฮโดรไลเสต 
  2.3.1.1  การเตรียมตัวอย่างของวัตถุดิบ 
     วตัถุดิบถูกเตรียมโดยขั้นตอนต่าง ๆ ไดแ้ก่ การท าความสะอาด การลดขนาด การก าจดั
โปรตีนที่ไม่ใช่คอลลาเจน แร่ธาตุ และไขมนั 
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   2.3.1.1.1  การก าจัดโปรตีนที่ไม่ใช่คอลลาเจนด้วยสารละลายด่าง 

          การเตรียมตวัอยา่งดว้ยสารละลายด่างเป็นที่นิยมอยา่งมากเหมาะส าหรับวตัถุดิบที่มี
ความหนา เช่น คอลลาเจนในกระดูกววั (Bovine ossein) หรือหนงัววั (Shavings) โดยสารละลาย
ด่างที่มีการใชโ้ดยทัว่ไป คือ โซเดียมไฮดรอกไซดแ์ละแคลเซียมไฮดรอกไซด์โดยจะใชร้ะยะ
เวลานานหลายวนัถึงหลายสัปดาห์ในการก าจดัโปรตีนที่ไม่ใช่คอลลาเจน ซ่ึงในวตัถุดิบที่เป็นหนงั
ปลาโซเดียมไฮดรอกไซดส์ามารถก าจดัโปรตีนที่ไม่ใช่คอลลาเจนไดดี้ที่สุด สารละลายด่างจะท าลาย
การเช่ือมภายในท าให้เกิดการบวมที่มีส่วนส าคญัในการช่วยเพ่ิมอตัราการถ่ายเทมวลในเน้ือเย่ือท า
ให้ช่วยเพ่ิมความสามารถในการสกดัคอลลาเจน กระบวนการน้ียงัสามารถยบัยั้งโปรตีเอสที่
เก่ียวขอ้งกบัการยอ่ยสลายคอลลาเจน ซ่ึงชนิดของด่างไม่ไดส้ร้างความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั แต่
ความเขม้ขน้ของด่างเป็นส่ิงส าคญั สารละลายด่างจะท าลายส่วนของทีโลเปปไทดข์องโมเลกลุ
คอลลาเจน ดงันั้นคอลลาเจนบางตวัสามารถละลายไดโ้ดยใช้สารละลายด่าง (Pal  & Suresh, 2016; 
Schmidt et al., 2016; พณัฐ กิตติพฒันบวร, 2559)  
   2.3.1.1.2  การก าจัดไขมัน 
           การก าจดัไขมนัเป็นปัจจยัหน่ึงที่ส าคญั นอกจากตอ้งการที่จะท าให้คอลลาเจน
บริสุทธ์ิแลว้ปริมาณไขมนัยงัมีผลอยา่งมากกบัสมบตัิทางเคมีกายภาพและวิธีการผลิตต่าง ๆ รวมถึง
ชนิดของเน้ือเย่ือและชนิดของสัตวจึ์งจ าเป็นตอ้งมีการลดปริมาณไขมนั อีกทั้งไขมนัมีผลกระทบต่อ
สมบติัเชิงหนา้ที่และเพ่ิมการหืน เทา้ไก่มีไขมนัเป็นองคป์ระกอบทีค่่อนขา้งสูงโดยไขมนัถือเป็นสาร
ชีวโมเลกุลที่ไวต่อการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัโดยอนุมูลอิสระ เน่ืองจากไขมนัเป็นองคป์ระกอบที่
ส าคญัของผนงัเซลล ์การที่ไขมนัถกูออกซิไดซ์โดยอนุมูลอิสระมีผลให้มีการเพ่ิมขึ้นของคา่มาลอน
ไดอลัดีไฮด ์(Malondialdehyde, MDA) (มนตส์รวง ยางทอง, 2557) ซ่ึงเป็นผลผลิตที่เกิดจากลิปิด
เปอร์ออกซิเดชนั (Lipid peroxidation, LPO) จึงจ าเป็นตอ้งมีการลดปริมาณไขมนั ซ่ึงปริมาณไขมนั
ของเจลาตินจากเทา้ไกไ่ม่ควรเกินกว่าที่แนะน า 5% จากมาตรฐานระดบัชาติ (National Standards, 
SNI) รวมทั้งปริมาณไขมนัทีค่่อนขา้งสูงในเจลลาตินไก่จะมีผลต่อลกัษณะของเจลาตินและการ
ประยกุตใ์ชเ้ป็นอาหารเสริมในผลิตภณัฑอ์าหาร การมีของไขมนัในเจลาตินจะขดัขวางคุณสมบตัิ
เชิงหนา้ที่ของความสามารถในการยึดจบักบัสารประกอบที่ท าหนา้ที่ต่าง ๆ ในอาหาร (Melanie et 
al., 2015) โดยการก าจดัไขมนัออกส่วนใหญ่นิยมใช ้บิวทิวแอลกอฮอล์หรือเอทานอล 
   2.3.1.1.3  กระบวนการท าให้พอง  

          กระบวนการท าให้พองเป็นการเตรียมคอลลาเจนให้พร้อมต่อการน าไปสกดัเป็น  
เจลาตินไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ โดยกระบวนการท าให้พองจะท าให้เส้นใยในวตัถุดิบเกิดการพอง
จากการคลายตวัของโปรตีนโดยการท าลายพนัธะนอนโควาเลนทแ์ละท าให้คอลลาเจนถูกสกดัและ
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ละลายไดต้อ่ไป (พณัฐ กิตติพฒันบวร, 2559; สินีนาถ สุขไกว, 2555) ซ่ึงกระบวนการท าให้พองดว้ย
กรด (Acid process) เป็นการเตรียมคอลลาเจนที่ไม่รุนแรงเหมาะกบัสัตวท์ี่อายนุอ้ยและวตัถุดิบที่มี
ความบางจากการเก่ียวพนักนันอ้ยของเส้นใยคอลลาเจน เช่น หนงัสุกรและหนงัปลา ท าให้คอลลา-
เจนสามารถละลายไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ การเตรียมตวัอยา่งดว้ยสารละลายกรดนั้น สารละลาย
กรดจะแทรกซึมเขา้ไปในโครงสร้างของหนงัที่มีการควบคุมอุณหภูมิ โดยจะแยกพนัธะโคเวเลนต์
ทั้งภายในและภายนอกโมเลกุลให้คลายตวัและปล่อยสาย α ออกท าให้หนงับวมขึ้น 2-3 เท่าจาก
ปริมาตรเร่ิมตน้ และยงัสามารถก าจดัสารอินทรียอ์ื่น ๆ นอกจากน้ีการท าให้พองดว้ยกรดยงัสามารถ
หยดุการท างานของโปรตีเอสภายในที่เก่ียวขอ้งกบัการยอ่ยสลายไดบ้างส่วน (Pal  & Suresh, 2016; 
Schmidt et al., 2016; พณัฐ กิตติพฒันบวร, 2559) 
  2.3.1.2  การสกัดเจลาติน 

    ความร้อนจะถูกน ามาใชใ้นการเปลี่ยนคอลลาเจนเป็นเจลาตินท าให้เส้นใยคอลลาเจน
เล็กลงซ่ึงมีความยาวนอ้ยกว่าหน่ึงในสามของความยาวเดิม เกิดจากการที่โพลีเปปไทดท์ี่เป็นเกลียว

สามสายในโมเลกุลของคอลลาเจนถูกท าลายลงจากการท าลายพนัธะโควาเลนทท์ี่เช่ือมต่อกนัของ     

เปปไทดท์ั้งภายในและระหว่างโมเลกุลในแต่ละสายซ่ึงส่วนใหญ่เป็นพนัธะไฮโดรเจน รวมทั้ง
พนัธะนอนโควาเลนทแ์ละพนัธะเปปไทดบ์างตวัที่จะถูกท าลายไปพร้อมกบัพนัธะโควาเลนต ์ 

(พณัฐ กิตติพฒันบวร, 2559; สามารถ ยานวงษ,์ 2557) ท าให้โครงสร้างเกลียวสามสายของ     

คอลลาเจนเปลี่ยนแปลงไปเป็นเกลียวที่มีความยืดหยุน่ไม่เป็นระเบียบ (สินีนาถ สุขไกว, 2555) จาก
งานวิจยัของ Grommuang (2007) ศึกษาผลของอุณหภูมิ (60-80 องศาเซลเซียส) และระยะเวลา      

(3 - 12 ชั่วโมง) ในการสกดัเจลาตินจากเทา้ไก่ พบว่าการสกดัที่อุณหภูมิ 60 - 70 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 3 - 12 ชั่วโมง ไม่มีผลต่อการตดัยอ่ยเปปไทดส์ายหลกั α, β และ γ ในเจลาติน  

เจลาตินสามารถแบ่งไดเ้ป็น 2 ประเภท จากกระบวนการเตรียมขั้นตน้ ไดแ้ก่ ประเภท A 

(Type A gelatin) เป็นส่วนที่เตรียมดว้ยกระบวนการที่ใชก้รดนิยมใช้ในวตัถุดิบพวกหนงัหมู หนงั
ปลาและกระดูกบางชนิด ส่วนประเภท B (Type B gelatin) ใชด้่างในการเตรียมส าหรับวตัถุดิบที่มี

ความหนา เช่น กระดูกววั (สินีนาถ สุขไกว, 2555)  

  2.3.1.3  การสกัดเจลาตินไฮโดรไลเสต 
     กรณีของการผลิตคอลลาเจนไฮโดรไลเสตสามารถผลิตไดโ้ดยตรงจากคอลลาเจน

หรือเจลาตินทางการคา้เพื่อเป็นการปรับปรุงสมบตัิบางประการของโปรตีน ซ่ึงในส่วนของการผลิต
คอลลาเจนไฮโดรไลเสตจากคอลลาเจนไม่คอ่ยนิยมเพราะคอลลาเจนมีความแข็งแรงมากและทนตอ่            
โปรตีเอสมากที่สุด ซ่ึงโครงสร้างหลกัของคอลลาเจนจะไม่ถูกยอ่ยโดยเอนไซม ์เน่ืองจากมีเกลียว
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สามสายที่แข็งแรง แต่การที่คอลลาเจนสูญเสียสภาพธรรมชาติไปเป็นเจลาตินจะท าให้คอลลาเจนถูก
ยอ่ยไดง้่ายดว้ยโปรตีเอส  (Mohammad et al., 2014) ดงันั้นเมื่อน าเจลาตินมายอ่ยดว้ยเอนไซมจึ์ง
เรียกว่า “เจลาตินไฮโดรไลเสต” เช่น งานวิจยัของ สินีนาถ สุขไกว (2555) ศึกษาการผลิตเจลาติน
และเจลาตินไฮโดรไลเสตจากหนงัปลา งานวิจยัของ Sukkwai, Kijroongrojana and Benjakul (2011) 
ศึกษาการสกดัเจลาตินจากปลาตาหวานพนัธ์ุหนงัหนา (Priacanthus tayenus) ส าหรับผลิตเจลาติน
ไฮโดรไลเสต และงานวิจยัของ Chen, Hou, Lu, Zhang and Li (2016) ศึกษาประสิทธิภาพของ       
เจลาตินและเจลาตินไฮโดรไลเสตจากหนงัปลาแซลมอน 

วิธีการส่วนใหญ่นั้นมกัมีการใชวิ้ธีการยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์ละสารเคมี ในขั้นตอนแรกของ
การผลิตเร่ิมจากการผลิตเจลาตินดว้ยการใช้สารเคมีในการยอ่ยตวัวตัถุดิบ จากนั้นจึงน าไปยอ่ยดว้ย
เอนไซมจ์นไดน้ ้าหนกัโมเลกลุที่ตอ้งการ (Mohammad et al., 2014)  
 

 
 
ภาพที่ 2-5 ภาพรวมของกระบวนการผลิตคอลลาเจนที่ถูกไฮโดรไลเสตหรือเจลาตินไฮโดรไลเสต 
 โดยใชวิ้ธีร่วมกนั (Mohammad et al., 2014) 
 

 2.3.2  ประเภทการผลิตเจลาตินไฮโดรไลเสตแบ่งออกเป็น 3 วิธ ี
  2.3.2.1 การเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ (ย่อยด้วยตัวเอง) 

     การยอ่ยตามธรรมชาติเป็นการยอ่ยที่บริเวณพนัธะเปปไทด ์โดยอาศยักระบวนการ
ยอ่ยตวัเองดว้ยเอนไซมโ์ปรติเอสที่มีอยูต่ามธรรมชาติในกลา้มเน้ือและเคร่ืองในสัตว ์เช่น เปปซิน 
(Pepsin) ทริปซิน (Trypsin) ไคโมทริปซิน (Chymotrypsin) เป็นตน้ ท าให้เกิดเปปไทดแ์ละ    
กรดอะมิโนอิสระ ซ่ึงเป็นวิธีที่มีความซบัซ้อนเน่ืองจากเอนไซม์โปรตีเอสที่มีอยูใ่นเน้ือสัตว ์เคร่ือง
ในและโครงกระดูกมีอยูห่ลายชนิด แต่ละชนิดมกิีจกรรมการท างานที่แตกต่างกนัท าให้ไม่สามารถที่
จะควบคุมการยอ่ยไดแ้ละใชร้ะยะเวลาในการยอ่ยนานจึงมีสมบตัิเชิงหนา้ที่ที่ไม่ดี  เจลาติน
ไฮโดรไลเสตที่ไดน้ี้นิยมใชเ้ป็นสารปรุงแต่งกลิ่นรสอาหาร เช่น น ้าปลา (จิรนาถ ทิพยรั์กษา, 2549; 
เสาวภา จนัทร์เทศ, 2557) 
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  2.3.2.2 การย่อยด้วยสารเคม ี

     การยอ่ยดว้ยสารเคมี โดยการใชก้รดหรือด่างท าปฏิกิริยากบัสารตั้งตน้เพ่ือตดัสาย       
เปปไทดใ์ห้ส้ันลงซ่ึงเป็นวิธีการที่มีตน้ทุนการผลิตต ่าแต่มีขอ้จ ากดัมากในการน าไปประยกุตใ์ชใ้น
ผลิตภณัฑอ์าหาร อีกทั้งยงัยากต่อการควบคุมการยอ่ยท าให้เจลาตินไฮโดรไลเสตที่ไดม้ีคุณภาพไม่
คงที่ (จิรนาถ ทิพยรั์กษา, 2549; เสาวภา จนัทร์เทศ, 2557) ซ่ึงจะลดคุณภาพของโปรตีนและกิจกรรม
ทางชีวภาพ 
   2.3.2.2.1  การยอ่ยดว้ยกรด  

          กรดที่ใชใ้นการยอ่ย เช่น สารละลายกรดไฮโดรคลอริกหรือกรดซลัฟูริก ซ่ึง
สารละลายกรดจะท าให้พนัธะเปปไทดท์ี่มีกรดอะมิโนชนิดกรดแอสพาร์ติก (Aspartic acid) ที่ปลาย
สายถูกยอ่ยเร็วกว่าพนัธะเปปไทดอ์ื่น ๆ ประมาณ 100 เท่า ท าให้กรดอะมิโนทริปโตเฟน 
(Tryptophan) เซอรีน (Serine) ทรีโอนีน (Threonine) กรดอะมิโนที่มีก  ามะถนัเป็นองคป์ระกอบ เช่น 
ซีสเตอีน (Cysteine)  และกรดอะมิโนที่มีหมูไ่ฮดรอกซิลถูกท าลาย อีกทั้งกรดอะมิโนแอสพาราจีน 
(Asparagine) และกลูตามีน (Glutamine) ถูกยอ่ยเป็นกรดอะมิโนชนิดกรดแอสพาร์ติกและกรด 
กลูตามกิ (Glutamic acid) ซ่ึงวิธีน้ีนิยมในการผลิตเป็นวตัถุปรุงแต่งกลิ่นรสอาหาร หรืออาหารสัตว ์
(จิรนาถ ทิพยรั์กษา, 2549) 
   2.3.2.2.2  การยอ่ยดว้ยด่าง 

          สารละลายด่างที่ใช้ เช่น สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์ซ่ึงวิธีน้ีจะยอ่ยไดร้วดเร็ว
กว่ากรด ถา้หากใชส้ารละลายด่างในสภาวะที่รุนแรงจะท าให้เกิดปฏิกิริยาเรซไมเซชนั 
(Racemization) ของกรดอะมิโนท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงรูปแบบของกรดอะมิโนจากรูปแบบแอล 
(L-Form) เป็นรูปแบบดี (D-Form) ซ่ึงร่างกายไม่สามารถน าไปใชป้ระโยชน์ได ้และถา้หากยอ่ยที่
อุณหภูมิสูงจะท าให้เกิดปฏิกิริยาบีตา้ - อิลิมิเนชนั (β - Eilimination) ของกรดอะมิโนเซอรีนและ     
ซีสตีน (Cystine) เป็นผลให้เกิดสารประกอบดีไฮโดรอะลานีน (Dehydroalanine) ขึ้น ซ่ึงสารน้ีจะท า
ให้เกิดปฏิกิริยากบักรดอะมิโนชนิดอื่น ๆ เช่น ซีสเตอีนและไลซีน (Lysine) เป็นตน้ ท าให้เกิด
สารประกอบหลายชนิด เช่น แลนทิโอนิน (Lanthionine) ออนิทิโออะลานีน (Ornithioalanine)     
ไลซิโนอะลานีน (Lysinoalanine) ที่จะท าให้เกิดการสูญเสียสารอาหารที่ส าคญัและเกิดสารพิษ      
(จิรนาถ ทิพยรั์กษา, 2549) 
  2.3.2.3  การย่อยด้วยเอนไซม์ (Enzymatic hydrolysis) 

     การยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ก่ียวขอ้งกบัการเกิดปฏิกิริยาที่มีความจ าเพาะเจาะจงต่อ        
ซบัสเตรต (สารตั้งตน้) ตวักระตุน้ ตวัยบัยั้ง ค่า pH และอุณหภูมิ (เสาวภา จนัทร์เทศ, 2557) ซ่ึงการ
ยอ่ยดว้ยเอนไซมจ์ะถูกน ามาใชใ้นการยอ่ยของผลพลอยไดเ้ป็นส่วนใหญ่ซ่ึงจะท าให้มีระดบัการย่อย 
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(Degree of hydrolysate, DH) และปริมาณผลไดสู้ง (Lasekan et al., 2013) การยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ป็น
วิธีที่เหมาะสมที่สุดส าหรับการตดัเปปไทด์ (Dybka-Stępień  & Walczak, 2009) ซ่ึงการใชเ้อนไซม์
ทางการคา้สามารถควบคมุอตัราการเกิดปฏิกิริยาไดดี้กว่ายอ่ยดว้ยตวัเองและยอ่ยดว้ยสารเคมี 
(Mohammad et al., 2014; เสาวภา จนัทร์เทศ, 2557)  

 
ปัจจัยที่มีผลต่อเจลาตินไฮโดรไลเสตจากการย่อยด้วยเอนไซม์ 
 1) ซับสเตรต (Substrate) 

ชนิด ความเขม้ขน้ และวิธีการเตรียมของซบัสเตรตมีผลต่อการยอ่ยเจลาตินไฮโดรไลเสต 
ซ่ึงการเตรียมวตัถุดิบในการสกดัคอลลาเจนหรือเจลาตินก่อนน าไปผลิตเป็นเจลาตินไฮโดรไลเสต 
ตอ้งท าให้โปรตีนมีรูปร่างที่เหมาะส าหรับการยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์น่ืองจากโปรตีนที่มีการยึดเกาะกนั
อยา่งหนาแน่นท าให้ไม่เหมาะสมต่อการยอ่ย โดยทัว่ไปจึงมีการเติมน ้าในอตัราส่วนที่เท่ากบั     
ซบัสเตรตเพ่ือให้เอนไซมเ์กิดการกระจายตวัท าให้มีประสิทธิภาพของการยอ่ยสูงขึ้น (เสาวภา จนัทร์
เทศ, 2557) อีกทั้งเอนไซมแ์ต่ละชนิดมีความจ าเพาะต่อซบัสเตรตที่แตกต่างกนัขึ้นอยูก่บัโครงสร้าง
การขดตวัตรงบริเวณแอกทีฟของเอนไซมน์ั้น ๆ (จิตติมา เจริญพานิช, 2553) 
 2) ชนิดของเอนไซม์ (ปราณี อ่านเปร่ือง, 2558; เสาวภา จนัทร์เทศ, 2557) 

เอนไซมเ์ป็นโปรตีนที่ท าหนา้ที่ในการเร่งปฏิกิริยาทางเคมีของซบัสเตรตไปเป็น
ผลิตภณัฑ ์(Product) ซ่ึงเป็นกรดอะมิโน เอนไซมส์ามารถเร่งปฏิกิริยาไดภ้ายใตส้ภาวะที่ไม่รุนแรง
ซ่ึงเหมาะสมอยา่งย่ิงกบัสภาวะภายในเซลลแ์ละเน้ือเย่ือของส่ิงมีชีวิตทัว่ไป โดยที่เอนไซมไ์ม่
เปลี่ยนเป็นผลิตภณัฑอ์ื่นแต่เอนไซมจ์ะถูกท าให้สูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนไดด้ว้ยความ
ร้อน สารละลายอินทรีย ์กรดแก่หรือด่างแก่เหมือนโปรตีนทัว่ไป เอนไซมท์ี่ใชย้อ่ยโปรตีน คือ      
โปรติเอสซ่ึงจะสลายพนัธะเปปไทด ์(–CO-NH-) ดว้ยน ้า โดยเอนไซมจ์ะท าปฏิกิริยาที่มี
ความจ าเพาะเจาะจงต่อพนัธะเปปไทดข์องโปรตีน แบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ  

- ประเภทเอนโดเปปทิเดส (Endopeptidase) สามารถยอ่ยพนัธะเปปไทดภ์ายในโมเลกุลของ 
โปรตีนอยา่งอิสระ (Randomly) ไดเ้ป็นเปปไทด์ที่มีขนาดแตกต่างกนั ซ่ึงจะให้กิจกรรมสูงสุดถา้หมู่
อนุพนัธ์ไม่ใช่ H+, OH- กล่าวคือ H+ อาจเป็นหมู่เอซิล (Acyl group) (Acetyl, Benzoyl, 
Benzyloxycarbonyl เป็นตน้) และ OH- เป็นเอไมด ์(Amide) หรือหมู่เอสเทอร์ (Ester group) หรือ
กรดอะมิโนอิสระ  

- ประเภทเอกโซเปปทิเดส (Exopeptidase) สามารถยอ่ยพนัธะเปปไทดท์ี่ปลายสายที่ตอ้งมี 
ความสอดคลอ้งกบัความจ าเพาะของเอนไซมต์่อหมู่อะมิโน  
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ประเภทของโปรติเอสที่แบ่งตามกลไกการท างานออกเป็น 4 กลุ่ม 

- โปรตีนเอสเซอรีน (Serine proteases, Alkali protease, pH 6.7-9) เป็นเอนไซมป์ระเภท 
เอนโดเปปทิเดสจะท าปฏิกิริยากบัหมู่ OH- ของอนุมูลเซริล (Seryl residue) ในบริเวณเร่งของ
เอนไซม ์ซ่ึงมีหมู่อมิิดาโซลอยูท่ี่บริเวณเร่ง 

- โปรติเอสซลัไฟดิล (Sulfhydryl proteases) หรือโปรติเอสไทออล (Thiol proteases) หรือ 
โปรติเอสซีสเตอีน (Cysteine proteases) เป็นเอนไซมป์ระเภทเอนโดเปปทิเดส ซ่ึงจะถูกยบัยั้งดว้ย
สารที่เรียกว่า ซลัฟ์ไฮดริล (Sulfhydryl reagents) หรือหมู่ซลัฟ์ไฮดริล (sulfhydryl group, -SH) ท า
ให้หมู่อนุมูลซลัไฟดริลที่บริเวณเร่งไดรั้บผลกระทบอาจสูญเสียกิจกรรมไป 

- โปรติเอสมีโลหะ (Metal-containing proteases) เป็นเอนไซมป์ระเภทเอกโซเปปทิเดสเกือบ 
ทั้งหมด ซ่ึงมีไอออนและโลหะรวมอยูใ่นโมเลกุลเอนไซม์หรือร่วมในการยอ่ย หรือก็คืออยูใ่น
ลกัษณะของโคแฟกเตอร์ โดยจะถูกยบัยั้งดว้ยสารจบัไอออนของโลหะ เช่น EDTA 

- โปรติเอสกรด (Acid proteases) หรือโปรติเอสแอสปาติก (Aspartic proteases) หรือ 
โปรติเอสคาร์บอกซิล (Carboxyl proteases) เป็นเอนไซมท์ีม่ีช่วง pH ในการท าปฏิกิริยาระหว่าง 2-4 
และไมม่ีการแสดงอยา่งชดัเจนถึงกรดอะมิโนที่มีบทบาทในบริเวณเร่ง แต่การพิจารณาถึงช่วง pH 
ของกิจกรรมของเอนไซมช้ี์ให้เห็นว่ามีหมู่คาร์บอกซิลมากกว่า 1 หมู่ จากอนุมูลกรดแอสปาติกอยูใ่น
บริเวณเร่ง 
 
ตารางที่ 2-4 โปรตีเอสที่ใชก้นัทัว่ไปส าหรับการย่อยโปรตีน (Hou, Wu, Dai, Wang, & Wu, 2017) 
 
ประเภทของเอนไซม ์ ช่ือเอนไซม ์ EC 

number 
ความจ าเพาะในการยอ่ย 

Endopeptidases 
Aspartate protease Chymosin  

(rennin; pH 1.8–2) 
3.4.23.4 พนัธะ Phe-Met, การแข็งตวัของ

นม 
Pepsin A (pH 1.8–2) 3.4.23.1 กรดอะมิโนที่เป็นวงอะโรมาติก

และไม่ชอบน ้า 
Cysteine protease Bromelain  

(จากสับปะรด) 
3.4.22.4 Ala, Gly, Lys, Phe, Tyr 

Cathepsin B 3.4.22.1 Arg, Lys, Phe 
Ficain  3.4.22.3 Ala, Asn, Gly, Leu, Lys, Tyr, 
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ประเภทของเอนไซม ์ ช่ือเอนไซม ์ EC 

number 
ความจ าเพาะในการยอ่ย 

(ficin; จากตน้มะเด่ือ) Val 
Papain (จากมะละกอ) 3.4.22.2 Arg, Lys, Phe 

Metallo protease Bacillolysin  
(Bacillus bacteria) 

3.4.24.28 กรดอะมิโนที่เป็นวงอะโรมาติก
และ Ile, Leu, Val 

Thermolysin  
(Bacillus bacteria) 

3.4.24.27 กรดอะมิโนที่เป็นวงอะโรมาติก
และ Ile, Leu, Val 

Serine p rotease Chymotrypsin (pH 8 - 9) 3.4.21.1 กรดอะมิโนที่เป็นวงอะโรมาติก
และ Leu 

Subtilisin  
(from Bacillus bacteria) 

3.4.21.14 ส่วนใหญ่เป็นกรดอะมิโนที่
ชอบน ้า 

Trypsin (pH 8 - 9) 3.4.21.4 Arg, Lys 
Exopeptidases 
Aminopeptidases Aminopeptidasea 3.4.11.1 กรดอะมิโนที่ปลาย N-terminus 

ของโปรตีนหรือเปปไทด ์
Aminopeptidase Yb 3.4.11.15 Lys ที่ปลาย N-terminus ของ

โปรตีนหรือเปปไทด์ 
Carboxypeptidase Carboxypeptidasec 3.4.16.1 กรดอะมิโนที่มคีวามเป็นกรด 

กลางและเบส 
Glycine carboxypeptidased 3.4.17.4 Gly ที่ปลาย C-terminus ของ

โปรตีนหรือเปปไทด์ 
Alanine carboxypeptidasee 3.4.17.8 D-Ala ที่ปลาย C-terminus ของ

โปรตีนหรือเปปไทด์ 
Carboxypeptidase Sf 3.4.17.9 Gly ที่ปลาย C-terminus ของ

โปรตีนหรือเปปไทด์ 
Dipeptidase Dipeptidase 1f 3.4.13.11 ช่วงกวา้งของไดเปปไทด ์

Proline dipeptidase 
(prolidase)a 

3.4.13.9 Pro-กรดอะมิโน หรือ กรดอะมิ
โน-hydroxyproline ที่ปลาย C-
terminus (ไม่ใช่ Pro-Pro) 

ตารางที่ 2-4 (ต่อ) 
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ประเภทของเอนไซม ์ ช่ือเอนไซม ์ EC 

number 
ความจ าเพาะในการยอ่ย 

Prolyl dipeptidasea 3.3.13.8 Pro-กรดอะมิโน หรือ 
Hydroxyproline-กรดอะมิโน 

Endo- and exo-peptidases 
Pronase A mixture of proteasesa 

(จาก Streptomyces 
griseus) 

3.4.24 กรดอะมิโนที่มคีวามเป็นกรด 
กลางและเบส 

Other peptidases Dipeptidyl-peptide IIIf 3.4.14.4 ปล่อยที่ปลาย N-terminal ของ
ไดเปปดจ์ากเปปดท์ี่
ประกอบดว้ยกรดอะมิโนอิสระ 
4 ตวัหรือมากกว่า 

Dipeptidyl-peptidase IVg 3.4.14.5 ปล่อยที่ปลาย N-terminal ของ
ไดเปปดจ์ากเปปดท์ี่
ประกอบดว้ย prolineh 

aMetallopeptidase (ตอ้งใช ้Mn2+, Mg2+ or Zn2+ ในการกระตุน้), bMetallopeptidase (ตอ้งใช ้Co2+ ในการกระตุน้, 

ยบัยั้งโดย Zn2+ และ Mn2+), cSerine carboxypeptidase, dStrongly ยบัยั้งโดย Ag+ and Cu2+, eMetallopeptidase (ตอ้ง

ใช ้Mn2+, Mg2+, Zn2+, Ca2+ or Co2+ ในการกระตุน้), fMetallopeptidase (ตอ้งใช ้Zn2+ ในการกระตุน้), gSerie 

protease, hAA1-Pro-AA2, โดย AA2 ไม่ใช่ทั้ง proline หรือ hydroxyproline และ AA (กรดอะมิโน) 

 
 3) ความเข้มข้นของเอนไซม์ 

ความเขม้ขน้ของเอนไซมม์ีผลต่อคา่ระดบัการยอ่ยซ่ึงมีความสัมพนัธ์กบักิจกรรมทาง
ชีวภาพและสมบตัิเชิงหนา้ที่ Yarnpakdee, Benjakul, Kristinsson and Kishimura (2015) รายงานว่า
ความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระเพ่ิมมากขึ้นเมื่อระดบัการยอ่ยเพ่ิมขึ้นถึง 40% โดยเอนไซมแ์ต่
ละชนิดจะใชค้วามเขม้ขน้เพ่ิมมากขึ้นเพ่ือเพ่ิมระดบัการยอ่ยจาก 10 - 40% ซ่ึงอลัคาเลส (Alcalase) 
ใชค้วามเขม้ขน้ตั้งแต่ 0.08 - 5.54% ฟลาโวไซม ์(Flavourzyme) 0.07 - 11.69% โปรทาเมกซ์ 
(Protamex) 0.58 - 8.67% และปาเปน (Papain) 0.83 - 4.69% 

 
 
 

ตารางที่ 2-4 (ต่อ) 
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 4) สภาวะทีใ่ช้ในการย่อย 

- pH: ค่า pH ของสารละลายโปรตีนมีผลต่อประจุที่เกิดขึ้นบนโมเลกุลของโปรตีน ซ่ึงมี 
ผลกระทบต่อการท างานของเอนไซม ์(เสาวภา จนัทร์เทศ, 2557) เอนไซมโ์ดยทัว่ไปจะมี
ประสิทธิภาพในการเร่งปฏิกิริยาแตกต่างกนัที่ระดบั pH ต่างกนั แต่จะมีช่วงหน่ึงที่เอนไซมม์ีการ
ท างานสูงสุด เรียกว่า Optimum pH ซ่ึงมีค่าต่างกนัตามชนิดของเอนไซม ์(ปราณี อ่านเปร่ือง, 2558) 

- อุณหภูมิ: อณุหภูมิมีผลต่อการท างานของเอนไซมเ์น่ืองจากเอนไซมเ์ป็นสารประกอบ 
เชิงซ้อนของโปรตีนและการท างานในการเร่งปฏิกิริยา ซ่ึงอตัราเร็วของปฏิกิริยาที่เร่งดว้ยเอนไซมจ์ะ
แปรผนัตามอุณหภูมิ และอุณภูมิยงัมีผลต่อความคงตวัของเอนไซม ์เมื่ออุณหภูมิสูงจะท าให้โปรตีน
เสียสภาพธรรมชาติ และมีผลให้ความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซมสู์ญเสียไป (ปราณี 
อ่านเปร่ือง, 2558; เสาวภา จนัทร์เทศ, 2557) 

- ระยะเวลาในการยอ่ย: ระยะเวลาที่ใชใ้นการยอ่ยโปรตีนมีผลต่อระดบัการยอ่ย ซ่ึงมี 
ความสัมพนัธ์กบักิจกรรมทางชีวภาพ Verma, Chatli, Kumar and Mehta (2017) รายงานว่าการผลิต
โปรตีนไฮโดรไลเสตดว้ยทริปซินเป็นระยะเวลา 0, 2, 4 และ 6 ชัว่โมง พบว่ามีระดบัการยอ่ย เท่ากบั       
1.24, 20.02, 26.20 และ 26.82% และมีความสามารถในดา้นการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี DPPH 
เท่ากบั 24.38, 49.70, 55.26 และ 57.49% ตามล าดบั 
 

 ปัจจยัต่าง ๆ เหล่าน้ีที่กล่าวมาขา้งตน้ ไดแ้ก่ ซบัสเตรต เอนไซม ์ความเขม้ขน้ของ
เอนไซม ์และสภาวะที่ใชใ้นการผลิตเจลาตินไฮโดรไลเสตมีผลกระทบต่อระดบัการยอ่ย  

 
 ระดับการย่อย (Degree of hydrolysis, DH) 

ระดบัการยอ่ยเป็นค าที่ใชใ้นการอธิบายการแยกเปปไทดข์องซบัสเตรตและการค านวณ
เป็นอตัราส่วนเปอร์เซ็นตร์ะหว่างจ านวนพนัธะเปปไทดท์ี่ถูกตดัไปและจ านวนพนัธะเปปไทดใ์น
สารตั้งตน้ที่อยูภ่ายใตก้ารศึกษาโดยใชโ้ปรโตคอล เช่น trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS), pH 
stat และ O-phthaldialdehyde (OPA) (Lasekan et al., 2013) ซ่ึงระดบัการยอ่ยเป็นหน่ึงในปัจจยัที่มี
ความส าคญัต่อการควบคุมการผลิตเจลาตินไฮโดรไลเสต เน่ืองจากสมบตัิต่าง ๆ ของเจลาติน
ไฮโดรไลเสตมีความสัมพนัธ์กบัระดบัการยอ่ย เช่น กิจกรรมทางชีวภาพและสมบตัิเชิงหนา้ที่ 
(Lasekan et al., 2013; สินีนาถ สุขไกว, 2555) ระดบัการยอ่ยที่วิเคราะห์จาก Free α - amino group 
เช่น TNBS โดย TNBS เป็นสารที่มีความจ าเพาะต่อ Primary amino groups วิเคราะห์โดยการผสม 
TNBS กบัเจลาตินไฮโดรไลเสตแลว้น าไปบม่ที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 1 ชัว่โมง 
จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลนืแสงที่ 420 นาโนเมตร วิธีน้ีมีขอ้เสีย คือ ใช้ระยะเวลาในการวิเคราะห์
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นานสารเคมีที่ใชอ้าจปนเป้ือนดว้ย Picric acid ท าให้ค่าที่ไดจ้าก Blank สูง TNBS ไม่เกิดปฏิกิริยา
กบัโพรลีนและไฮดรอกซีโพรลีน และ TNBS สามารถท าปฏิกิริยากบัหมู่อะมิโนของไลซีนได ้

โดยระดบัการยอ่ยสามารถค านวณไดจ้ากสมการ (เกียรติศกัด์ิ ดวงมาลย ์และบูรฉัตร ศรี
ทองแท,้ 2557) 

 
%DH = ((Lt - L0) / (Lmax - L0)) × 100  
 

เมื่อ %DH หมายถึง ร้อยละของระดบัการยอ่ย 
       L0 หมายถึง ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระเร่ิมตน้ 
       Lt หมายถึง ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระที่ระยะเวลาการยอ่ยใด ๆ 
       Lmax หมายถึง ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระทั้งหมดที่ไดจ้ากการยอ่ยดว้ยกรดไฮโดรคลอริกความ
เขม้ขน้ 6 นอร์มอล ทีอุ่ณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง หรือที่เรียกว่า การท า 
“acid hydrolysis” 
 
 สภาวะการยอ่ยโปรตีนของผลพลอยไดจ้ากสัตวท์ี่มีการศึกษาปัจจยัการยอ่ยที่แตกต่างกนั 
ดงัตารางที่ 2-5 ทั้งชนิดและความเขม้ขน้ของเอนไซมท์ี่แตกต่างกนั รวมถึงสภาวะของการยอ่ยบาง
ประการ เช่น ระยะเวลาที่ใชใ้นการยอ่ย ซ่ึงส่งผลกระทบต่อระดบัการยอ่ย (%) และความสามารถใน
การตา้นอนุมูลอิสระ โดยมีวิธีการวิเคราะห์ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระที่หลากหลายอาจ
เป็นผลมาจากความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของโปรตีนและเปปไทดท์ี่อาจมีผลจากการ
ก าจดัอนุมลูอิสระที่เกิดขึ้นระหว่างเปอร์ออกซิเดชนั (Peroxidation) การตา้นอนุมูลอิสระของ
องคป์ระกอบทีม่ีออกซิเจนหรือความสามารถในการจบัโลหะ (Centenaro et al., 2011)  
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 จากตารางที่ 2-5 แสดงให้เห็นว่าไดม้ีรายงานในการศึกษาปัจจยัการยอ่ยผลพลอยไดจ้าก
สัตวช์นิดต่าง ๆ อีกทั้งชนิดและความเขม้ขน้ของเอนไซมท์ี่แตกต่างกนัส่งผลกระทบความสามารถ
ในการตา้นอนุมลูอิสระของเปปไทด ์ซ่ึงความแตกต่างของชนิดเอนไซม์เป็นผลให้เปปไทดม์ีความ
ยาวและล าดบักรดอะมิโนแตกต่างกนัเน่ืองจากกระบวนการยอ่ยของเอนไซมแ์ต่ละชนิดมี
ความจ าเพาะและสัมพนัธ์กบัซบัสเตรตโปรตีน (Ghassem et al., 2014) น าไปสู่การศึกษาระดบัความ
เขม้ขน้ของผลิตภณัฑ ์ซบัสเตรต และค่ากิจกรรมการท างานของเอนไซมห์รือจลนพลศาสตร์ของ
เอนไซม ์
 
จลนพลศาสตร์ของเอนไซม์ (Enzyme kinetics) 
 จลนพลศาสตร์ของเอนไซมเ์ป็นการศึกษาระดบัความเขม้ขน้ของผลิตภณัฑ ์ซบัสเตรต 
และค่ากิจกรรมการท างานของเอนไซมเ์ก่ียวกบัความเร็วของปฏิกิริยา (Reaction rate) รวมทั้งกลไก
การท างานของเอนไซม ์ปัจจยัต่าง ๆ ที่เป็นตวัก าหนดความเร็วของปฏิกิริยาที่ถูกเร่งโดยเอนไซม ์
น าไปสู่การวิเคราะห์ค่าความเร็วในการเกิดปฏิกิริยาเร่ิมตน้ ในปฏิกิริยาที่มีเอนไซมเ์ป็นตวัเร่ง
ส่วนมากพบว่า เมื่อเอนไซมท์ าปฏิกิริยาอยูใ่นชัว่ระยะเวลาหน่ึงเอนไซมม์กัจะเกิดการสูญเสียสภาพ
ทางธรรมชาติ (Denature) ที่ท าให้ความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาลดลงส่งผลต่อการวดัอตัราเร็ว
ของปฏิกิริยาที่ไม่ถกูตอ้ง ซ่ึงสามารถแกไ้ขปัญหาไดโ้ดยการวดัความเร็วเร่ิมตน้โดยพิจารณาเฉพาะ
ช่วงเวลาส้ัน ๆ หลงัเร่ิมปฏิกิริยาเพราะเอนไซมย์งัไม่สูญเสียสภาพธรรมชาติและผลิตภณัฑท์ี่เกิดขึ้น
ยงัมีความเขม้ขน้อยูใ่นระดบัที่นอ้ยจนถือว่าไมม่ผีลต่อการยบัยั้งการเกิดปฏิกิริยา (Product 
inhibition) ขอ้มูลจลนพลศาสตร์ของเอนไซมม์ีประโยชน์ในการระบุความจ าเพาะเจาะจงของ
เอนไซมซ่ึ์งเอนไซมแ์ต่ละชนิดมกีลไกการท างานที่แตกต่างกนั (นพพล เล็กสวสัด์ิ, 2559; ปราณี 
อ่านเปร่ือง, 2558)  
 เอนไซมม์คีวามจ าเพาะต่อซบัสเตรตสูงมากสามารถบ่งบอกไดถ้ึงโครงสร้างของ      
ซบัสเตรตที่เหมาะสมสอดคลอ้งพอดีกบัเอนไซมแ์ละโคแฟกเตอร์ เหมือนลกัษณะคลา้ยลูกกุญแจ 
(ซบัสเตรต) กบัแม่กุญแจ (เอนไซมแ์ละโคแฟกเตอร์) หรือชกัน าให้เกิดการรวมกนัขึ้นได ้(“Lock 
and key” fit or induced fit) และสามารถเร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซมไ์ม่เปลี่ยนไปเป็นผลิตภณัฑอ์ื่น 
ทั้งน้ีเอนไซม ์(E) และโคแฟกเตอร์จะตอ้งจบักบัซบัสเตรต (S) ก่อนจึงจะเกิดการเร่งไดเ้ป็น
ผลิตภณัฑ ์(P) พร้อมทั้งเกิดสารเชิงซ้อนของเอนไซมแ์ละซบัสเตรต (Enzyme-substrate complex; 
ES) (ปราณี อ่านเปร่ือง, 2558) ดงัสมการ 2-1 
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 การเร่งปฏิกิริยาดว้ยเอนไซมจ์นเกิดเป็นสารเชิงซ้อนของเอนไซมแ์ละซบัสเตรตในช่วง
ตน้ (k1, k-1) จะเกิดขึ้นเร็วมาก ดงันั้นความเร็วของปฏิกิริยาจึงขึ้นอยูก่บัปฏิกิริยาในของการเกิดเป็น
ผลิตภณัฑ ์(k2) ซ่ึงจะเป็นตวัก าหนดความเร็วของสารเชิงซ้อนของเอนไซมแ์ละซบัสเตรตทั้งหมด
หรือขึ้นอยูก่บัสารเชิงซ้อนของเอนไซมแ์ละซบัสเตรต ดงัเช่นสมการ 2-2 
 

        V = 
d[P]

dt
= k2[ES]   (2-2) 

 
พบว่าที่เวลาใด ๆ จะได ้

 ปฏิกิริยาการเกิด  ES = 
d[ES]

dt
= k1[E][S]      (2-3) 

  

 ปฏิกิริยาของการสลาย    ES = 
-d[ES]

dt
= k-1[E][S] + k2[ES]   (2-4) 

  
 ในสภาวะที่คงตวั  k1[E][S] = k-1[ES] + k2[ES]   (2-5) 
 

       
[E][S]

[ES]
 = 

k-1 + k2

k1
= Km = Michaelis-Menten constant  (2-6) 

 
เมื่อก าหนดให้ […] คือ ความเขม้ขน้ 
   k-1 คือ ค่าคงที่การแตกตวั (Dissociation constant) 
   k1 คือ Affinity constant 
   k2 คือ ค่าคงที่การเร่งปฏิกิริยา (Kcat) 
   V คือ ความเร็วเร่ิมตน้ (Initial velocity) 
         Vmax คือ ความเร็วสูงสุดของปฏิกิริยา (Maximum velocity) ซ่ึงจะเกิดขึ้นเมื่อ 
      เอนไซมอ์ิม่ตวัดว้ยซบัสเตรต 
   Km คือ ค่าคงที่ไมคลีิส (Michaelis–Menten constant) กล่าวคือความเขม้ขน้ 
     ของซบัสเตรตที่ท าให้ V มีค่าเป็นคร่ึงหน่ึงของ Vmax  
     (V = 0.5 Vmax) 
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 เฮนรี (Henri) และบราวน์ (Brown) คน้พบความสัมพนัธ์ของความเร็วในการเกิดปฏิกิริยา
และความเขม้ขน้ของซบัสเตรตในลกัษณะเส้นโคง้ของซบัสเตรตอิ่มตวัและความเร็ว (Velocity and 
substrate saturation curve) ดงัภาพที่ 2-6 
 

 
 

ภาพที่ 2-6 ความสัมพนัธ์ระหว่างความเร็วในการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมท์ี่ระดบัความเขม้ขน้ของ 
     ซบัสเตรตต่าง ๆ ดดัแปลงจาก ปราณี อ่านเปร่ือง (2558) 
 
 กราฟความสัมพนัธ์ระหว่างความเร็วในการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมท์ี่ระดบัความ
เขม้ขน้ของซบัสเตรตต่าง ๆ (ภาพที่ 2-6) พบว่าความสัมพนัธ์ของความเขม้ขน้ของซบัสเตรต [S] กบั
ความเร็วเร่ิมตน้ (V) จะเร่ิมอิ่มตวัเมื่อกราฟมีลกัษณะเป็นเส้นโคง้โดยความเร็วของปฏิกิริยาจะไม่
สามารถเพ่ิมไปมากกว่าจุดที่ซบัสเตรตอิ่มตวั (Saturation point) เน่ืองจากจะตอ้งเกิดสารเชิงซ้อน
ของเอนไซมแ์ละซบัสเตรต ซ่ึงเป็นลกัษณะเฉพาะของการเกิดกิจกรรมของเอนไซม ์ดงัสมการของ
ไมคีลิสและเมนเทน (Michaelis and Menten) (สมการ 2-7) (ปราณี อ่านเปร่ือง, 2558) ซ่ึงค่อนขา้ง
ยุง่ยากในการประเมินค่า Vmax และ Km เพ่ือที่จะให้การหาค่าทั้งสองน้ีไม่มีความซบัซ้อนจึงน าคา่ที่
ไดม้าสร้างกราฟความสัมพนัธ์ Lineweaver-Burk plot (ภาพที่ 2-7) ทีแ่ปลงเป็นส่วนกลบัและแยก
เทอมของความเขม้ขน้ของซบัสเตรต (1/[S]) กบัความเร็วเร่ิมตน้ (1/V) ไดด้งัสมการ 2-9 
 

       V = 
Vmax [S]

Km + [S]
      (2-7) 
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กลบัเศษส่วน ดงัสมการ 2-8 

        
1

V
= 

Km + [S]

Vmax [S]
      (2-8) 

 
แยกเทอม V, [S] ดงัสมการ 2-9 
 

          
1

V
= 

Km

Vmax
 × 

1

[S]
+ 

1

Vmax
     (2-9) 

  
 การสร้างกราฟความสัมพนัธ์ Lineweaver-Burk plot (ภาพที่ 2-7) ของปฏิกิริยาของ
เอนไซมร์ะหว่าง 1/V และ 1/[S] สามารถพิจารณาค่า Vmax  ไดจ้ากส่วนกลบัของจุดตดัแกน y      
(y-Intercept) ดงัสมการ 4-5 
 

       y-intercept = 
1

Vmax
    (2-10) 

 
 ณ Vmax โมเลกุลของเอนไซมท์ั้งหมดจะถูกท าให้เกิดสารเชิงซ้อนของเอนไซมก์บัซบั-
สเตรต ซ่ึงการเพ่ิมความเขม้ขน้ของซบัสเตรตจะไม่ส่งผลต่ออตัราการเกิดปฏิกิริยาหรือเอนไซมก์บั
ซบัสเตรตเกิดการอิ่มตวั  
 ส่วนค่า Km สามารถพิจารณาไดจ้ากความสัมพนัธ์ของจุดตดัแกน x (x-Intercept) กบัการ
ประมาณการถดถอยเชิงเส้นดงัสมการ 4-6 อีกทั้งค่า Km ยงัสามารถพิจารณาไดจ้ากความสัมพนัธ์
ของค่าความชนั (Slope) ดงัสมการ 4-7 (Ekpenyong, Asitok, Odey, & Antai, 2016) 
 

       x-intercept = - 
1

Km
    (2-11) 

 
 
       Slope = 

Km

Vmax
     (2-12) 
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ภาพที่ 2-7 Lineweaver-Burk plot ของปฏิกิริยาของเอนไซม ์
(https://community.asdlib.org/imageandvideoexchangeforum/2013/08/05/lineweaver-burk-plots/) 
 
 ดงันั้นการวิเคราะห์จลนพลศาสตร์ของเอนไซมส์ามารถทราบถึงความเร็วปฏิกิริยาสูงสุด 
(Maximum velocity, Vmax) Km (Michaelis–Menten constant) Kcat (Catalytic constant) และ 
Kcat/Km โดยแต่ละตวัช้ีวดั คือ  
 ค่า Vmax คือ ความเร็วปฏิกิริยาสูงสุดที่แสดงถึงประสิทธิภาพของเอนไซม ์ 
 ค่า Km คือ ค่าคงที่สัมพรรคภาพหรือค่าความเขม้ขน้ของซบัสเตรตที่ท าให้ V มีค่าเป็น 
       คร่ึงหน่ึงของ Vmax 
 ค่า Kcat คือ ค่าคงที่ของความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาส าหรับเปลี่ยนจ านวนโมเลกุล 
        ของซบัสเตรตที่สามารถเขา้ไปในบริเวณแอกทีฟไซตข์องเอนไซมใ์ห้เป็น 
        ผลิตภณัฑใ์นระยะเวลา 1 วินาที ต่อเอนไซม ์1 โมล ในสภาวะเอนไซมอ์ิม่ตวั 
 ค่า Kcat/Km คือ ค่าประสิทธิภาพการเร่งปฏิกิริยาหรือค่าคงที่ความจ าเพาะเจาะจง  
     (Specificity constant) ของเอนไซม ์
  

เกียรติศกัด์ิ ดวงมาลย ์และบูรฉัตร ศรีทองแท ้(2557) กล่าวว่า การยอ่ยพนัธะเปปไทดด์ว้ย
เอนไซมโ์ปรติเอสจะส่งผลท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงที่ส าคญัของโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ไดส้าม
ประการ คือ  
 1.  การเพ่ิมขึ้นของหมู่อะมิโน และคาร์บอกซิลทีส่ามารถแตกตวัได ้จะมีผลตอ่การ
เพ่ิมขึ้นของความชอบน ้า และปริมาณประจุของโปรตีน 
 2.  การลดความยาวของสายพอลีเปปไทด ์มีผลในการลดความเป็นแอนติเจนของโปรตีน 
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 3.  โครงสร้างของโมเลกุลโปรตีนมีการเปลี่ยนแปลง ท าให้เกิดการเผยหมู่ที่ไม่ชอบน ้าที่
อยูภ่ายในโครงสร้างของโปรตีนให้ออกมาอยูบ่ริเวณผิวหนา้ของโปรตีนที่ผ่านการดดัแปรดว้ย
เอนไซม ์ซ่ึงจะมีผลต่อสมบตัิในการตา้นอนุมูลอสิระของโปรตีน 
 
 2.3.3  ประโยชน์ของเจลาตินไฮโดรไลเสต 

การยอ่ยโปรตีนมีวตัถุประสงคเ์พื่อปรับปรุงคุณสมบตัิบางประการของโปรตีน (จิรนาถ 
ทิพยรั์กษา, 2549) โปรตีนหรือคอลลาเจนไฮโดรไลเสตที่ถูกผลิตขึ้นมีส่วนผสมของเปปไทดท์ี่มี
ความยาวและกรดอะมิโนอิสระแตกต่างกนั โดยเปปไทดท์ี่ออกฤทธ์ิทางชีวภาพถูกผลิตขึ้นใน
ระหว่างการยอ่ยโปรตีนที่มีการควบคุม ซ่ึงการยอ่ยในสภาวะที่ต่างกนัท าให้ไดเ้ปปไทดท์ี่ออกฤทธ์ิ
ทางชีวภาพแตกต่างกนั (Lasekan et al., 2013) 
ข้อดีหรือประโยชน์ของเจลาตินไฮโดรไลเสต  

- เมื่อเขา้สู่ร่างกายสามารถยอ่ยไดง้่าย ดูดซึมง่ายและสามารถกระจายอยูใ่นร่างกายได ้ 
(เสาวภา จนัทร์เทศ, 2557) 

- ไดเ้ปปไทดท์ี่ออกฤทธ์ิทางชีวภาพต่าง ๆ เช่น สารตา้นอนุมูลอิสระ คุณสมบตัิตา้นจุลินทรีย ์
และความดนัโลหิตสูง (สารยบัยั้งเอนไซม ์ACE) (Lasekan et al., 2013) เป็นตน้ 

- การยอ่ยบางส่วนสามารถปรับปรุงคุณสมบตัิเชิงหนา้ที่ เช่น ความสามารถในการละลาย  
การดูดซึมไขมนั เสถียรภาพการเกิดฟอง และคุณสมบตัิในการท าให้เป็นอิมลัชนั (Lasekan et al., 
2013) 
ข้อเสียของเจลาตินไฮโดรไลเสต  

- ผลิตภณัฑท์ี่ไดอ้าจมีรสขมไม่เป็นที่ยอมรับ รสขมที่ไดเ้กิดจากกรดอะมิโนที่ไม่ชอบน ้า เช่น  
ไอโซลูซีน ลูซีน ฟีนิลอะลานีน ทริปโตเฟน และวาลีน เป็นตน้ กรดอะมิโนหลาย ๆ ตวัเรียงต่อกนั
เป็นเปปไทดจ์ะให้รสขมมากกว่ากรดอะมิโนทีอ่ยูแ่บบอิสระ (เสาวภา จนัทร์เทศ, 2557) 

 

2.4  เปปไทด์ต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant peptides) 
เปปไทดต์า้นอนุมลูอิสระมีความโดดเด่นเป็นพิเศษส าหรับการมีส่วนร่วมในการ

ปรับปรุงสุขภาพของมนุษย ์โดยป้องกนัและรักษาโรคเร้ือรังที่ไม่ติดต่อ เช่น โรคหัวใจและหลอด
เลือด โรคมะเร็ง โรคขอ้อกัเสบ หรือโรคเบาหวาน (Zou, He, Li, Tang, & Xia, 2016) ซ่ึงการเกิด
โรคต่าง ๆ อาจมีสาเหตุมาจากการด าเนินชีวิตในปัจจุบนัที่มีความเส่ียงต่ออนุมูลอิสระจากภายนอก
ร่างกายมากมาย เช่น การรับประทานอาหารที่มีส่วนประกอบของไขมนัสูง การใชน้ ้ามนัในการ
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ทอดที่อุณหภูมิสูงมาใชซ้ ้า หรือจากส่ิงแวดลอ้มต่าง ๆ เช่น ควนัจากบุหร่ีและท่อไอเสียรถยนต ์
มลพิษต่าง ๆ จากโรงงานอุตสาหกรรม  

2.4.1  อนุมูลอิสระ 
อนุมูลอิสระ คือ สารหรือโมเลกุลใด ๆ ที่มีอิเลคตรอนโดดเด่ียว (Unpaired electron) ที่

ชั้นนอกสุดท าให้มีความไวในการเกิดปฏิกิริยากบัโมเลกุลอื่น ๆ (Jarukamjorn, Sinthorn, & Pimson, 
2014) อนุมูลอิสระและสารที่เก่ียวขอ้งต่าง ๆในทางชีววิทยาที่สามารถเป็นตวัตั้งตน้ที่ท าให้เกิดเป็น
อนุมูลอิสระ สามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 3 กลุ่มใหญ่ คือกลุม่ที่มอีอกซิเจนเป็นองคป์ระกอบส าคญั 
(Reactive oxygen species, ROS) กลุ่มที่มีไนโตรเจนเป็นองคป์ระกอบส าคญั (Reactive nitrogen 
species, RNS) และกลุ่มทีม่ีคลอรีนเป็นองคป์ระกอบส าคญั (Reactive chlorine species, RCS) 
อนุมูลอิสระที่ส าคญัที่สุดที่เกิดในเซลลท์ี่ใชอ้อกซิเจน ไดแ้ก่ อนุพนัธ์ของอนุมลูออกซิเจน (Oxygen 
radical) (เช่น ซูเปอร์ออกไซดแ์อนไอออน (Superoxide anion) และอนุมูลไฮดรอกซิล (Hydroxyl 
radical), ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด ์(Hydrogen peroxide), โลหะทรานซิชนั (Transition metals), 
อนุมูลคาร์บอเนต (Carbonate radical, CO3

•-), อนุมูลไนเตรต (Nitrate radical, NO3
•), อนุมูลเมททลิ 

(Methyl radical, CH3
•), อนุมูลซูเปอร์ออกไซด ์(Superoxide radical, O2

•), อนุมูลเพอร์ออกซิล 
(Peroxyl radical, ROO•), ROS เป็นตน้ อนุมูลเหล่าน้ีจดัเป็นอนุมลูที่ไวในการเกิดปฏิกิริยาทางเคมี
กบัสารอื่นสูงมาก การเกิดอนุมลูอิสระมไีดห้ลายกลไกที่แตกต่างกนั (ปวีณา พนัทอง, 2559) 
 2.4.2  กลไกการเกิดอนุมูลอสิระ  
 การเกิดอนุมลูอิสระโดยทัว่ไปจะเก่ียวขอ้งกบัอะตอมของออกซิเจน กรดไขมนัที่ไม่
อิ่มตวั (Polyunsaturated fatty acid) ฟอสโฟไลปิด (Phospholipids) โคเลสเตอรอล (Cholesterol)    
ดีเอ็นเอ (DNA) รวมทั้งฮีม (Heme) และตวัเร่งปฏิกิริยาโลหะ (Metal catalysts) ชกัน าให้เกิดการ
ออกซิเดชนั (Falowo, Fayemi, & Muchenje, 2014; เบญจมาส ไชยลาภ  และธเนศวร นวลใย, 2559)  
 กระบวนการออกซิเดชนัของไขมนัมีส่วนส าคญัที่ท าให้เกิดการเส่ือมสภาพของอาหาร 
ซ่ึงจะเกิดขึ้นอยา่งชา้ ๆ ระหว่างการเก็บรักษาของขั้นเร่ิมตน้ (Initiation) และปฏกิิริยาเกิดอยา่ง
รวดเร็วในขั้นต่อเน่ืองเกิดเป็นผลิตภณัฑป์ฐมภูมิ (Primary oxidation production) ซ่ึงเป็น
สารประกอบไฮโดรเปอร์ออกไซด ์(Hydroperoxide, LOOH) ไม่เสถียร โดยสามารถเปลี่ยนเป็น
สารประกอบทุติยภูมิ (Secondary oxidation production) อื่น ๆ ได ้เช่น การแตกตวัเป็นแอลกฮอล ์
แอลดีไฮน์ กรดไฮโดรคาร์บอน การสูญเสียน ้าเป็นคีโตน และการเกิดเป็นอนุมลูอิสระ เช่น โมโน
เมอร์ ไดเมอร์ โดยกระบวนการออกซิเดชนัของไขมนัโดยทัว่ไปเป็นปฏิกิริยา Non-enzymatic free 
radical-mediated chain reaction ที่เกิดอนุมูลอิสระที่เป็นจุดเร่ิมตน้ของปฏิกิริยาลูกโซ่ที่ก่อให้เกิด
การท าลายอยา่งต่อเน่ือง โดยเร่ิมจากขั้นเร่ิมตน้ (Initiation) ที่เกิดจากส่ิงกระตุน้จากภายนอกร่างกาย 
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เช่น ความร้อน แสง สารเคมีหรือโปรตีนที่มีโลหะ ต่อดว้ยขั้นต่อเน่ือง (Propagation) ขั้นแตกแขนง 
(Branching) และขั้นส้ินสุด (Termination)  (เบญจมาส ไชยลาภ  และธเนศวร นวลใย, 2559; ศิริธร 
ศิริอมรพรรณ, 2557) 
 
ขั้นเร่ิมตน้:  LH + R•  L• + RH 
ขั้นต่อเน่ือง:  L• + O2   LOO• 
   LOO• + LH   LOOH + L• 
ขั้นแตกแขนง:  LOOH   LO• + HO• 
   2LOOH   LOO• + LO• + H2O 
ขั้นส้ินสุด:   LO• + LO•  non-radical product 
   LOO• + LOO•  non-radical product 
   LO• + LOO•  non-radical product 
 
ภาพที่ 2-8 กลไกการเกิดอนุมูลอิสระ (เบญจมาส ไชยลาภ  และธเนศวร นวลใย, 2559) 
หมายเหตุ : LH คือ โมเลกุลตั้งตน้ เช่น ไขมนั 
   R• คือ อนุมูลอิสระที่กระตุน้ให้เกิดการออกซิเดชนั (Initiating oxidizing radical) 
 
 การออกซิเดชนัของไขมนัจะท าให้เกิดอนุมูลอิสระที่ว่องไวต่อปฏิกิริยาสูง (Highly 
reactive allylradical, L•) อนุมูลอิสระจะท าปฏกิิริยากบัออกซิเจนอยา่งรวดเร็วเพื่อเกิดเป็นอนุมูล
อิสระไขมนัของเปอร์ออกซิล (Peroxyl, LOO•) ซ่ึง LOO• เป็นพาหะให้เกิดปฏิกิริยาลูกโซ่ที่จะ
ออกซิไดซ์ไขมนัต่อไปหรือท าให้เกิดไขมนัไฮโดรเปอร์ออกไซด ์(Hydroperoxides, LOOH) ซ่ึงจะ
ท าให้เกิดเป็นสารประกอบอื่น ๆ อกีหลายชนิด เช่น แอลกฮอล ์ไฮโดรคาร์บอน และอนุมูลอิสระ 
อื่น ๆ รวมถึงอนุมลูของ alkoxyl (LO•) ในกระบวนการส้ินสุดจะเก่ียวขอ้งกบัการรวมตวักนัของ
อนุมูลอิสระเป็นผลิตภณัฑท์ี่ไม่ใช่อนุมูลอิสระ (Non-radical product)  
 นอกจากน้ี Falowo et al. (2014) รายงานถึงการออกซิเดชนัของโปรตีนของการ
ออกซิเดชนัในเน้ือและผลิตภณัฑเ์น้ือสัตว ์โดยการออกซิเดชนัของโปรตีนเป็นการดดัแปลงพนัธะ
โควาเลนตข์องโปรตีนที่เหน่ียวน า ROS หรือการท าปฏิกิริยาออกซิเดชนักบัผลพลอยไดข้ั้นทุติยภูมิ 
ปฏิกิริยาออกซิเดชนัของโปรตีนเกิดผ่านปฏิกิริยาลูกโซ่ของอนุมูลอิสระเช่นเดียวกบัการเกิด
ออกซิเดชนัของไขมนัในกลา้มเน้ือสัตว ์ในขั้นเร่ิมตน้อะตอมไฮโดรเจนจะถูกแยกออกจากโปรตนี 
(PH) ดว้ย ROS (HO) เกิดเป็นอนุมูลอิสระของโปรตีน (P•) (ปฏิกิริยา a) มีผลให้เปลี่ยนเป็นอนุมูล 
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Analkylperoxyl (POO•) (ปฏิกิริยา b) เมื่อมีออกซิเจน และเปลี่ยนเป็น Analkylperoxide (POOH) 
(ปฏิกิริยา c) จากการจบักบัไฮโดรเจนอะตอมของโมเลกุลที่อ่อนแอกว่า ต่อมา ROS (เช่น HO2 หรือ
การเปลี่ยนรูปให้ลดลงจากการถ่ายโอนโลหะ (Mn+)) เกิดปฏิกิริยากบั เช่น Fe2+ หรือ Cu+1 น าไปสู่
การผลิตอนุมลู Analkyl (PO•) (ปฏิกิริยา e และ f) และ Peroxyl derivative (POH)   (ปฏิกิริยา g) การ
ออกซิเดชนัของโปรตีนยงัเกิดขึ้นเน่ืองจากการท าปฏิกิริยาระหว่างโปรตีนผ่านปฏิกิริยาลูกโซ่ของ
อนุมูลอิสระเหมือนไขมนั โดยไนโตรเจน (N) หรือซลัเฟอร์ (S) ของกรดอะมิโนอิสระของโปรตีน
ท าปฏิกิริยากบัไขมนัไฮโดรเปอร์ออกไซด ์(Hydroperoxide, ROOH หรือ LOOH) หรือผลิตภณัฑ์
ขั้นทุติยภูมิจากการออกซิเดชนัของไขมนั เช่น อลัดีไฮด ์(ปฏกิิริยา h) โดยอนุมูลเพอร์ออกซิล 
(Peroxyl radical, ROO• หรือ LOO•) เกิดระหว่างการออกซิเดชนัของไขมนัซ่ึงจะจบักบัไฮโดรเจน
อะตอมจากโมเลกลุของโปรตีนผ่านปฏิกิริยาลูกโซ่ 
ปฏิกิริยา a  PH + HO•    P• + H2O 
ปฏิกิริยา b  P• + O2    POO• 
ปฏิกิริยา c  POO• + PH  POOH + P• 
ปฏิกิริยา d  POO• + H2O  PO• + O2 + H2O 
ปฏิกิริยา e  POOH + Mn+  PO• + HO- + M(n+1)+ 
ปฏิกิริยา f  PO• + HO2   POH + O2 
ปฏิกิริยา g  PO• + H+ + Mn-1  POH + M(n-1)+ 
ปฏิกิริยา h  ROO• + PH  P• + ROOH 
         หรือ  ROOH + PH [ROOH---HP]   RO• + P• + H2O 
 
ภาพที่ 2-9 กลไกการออกซิเดชนัของโปรตีน (Falowo et al., 2014) 
 
 2.4.3  สารต้านอนุมูลอสิระ 
 สารตา้นอนุมูลอิสระเป็นสารที่สามารถท าปฏิกิริยากบัอนุมลูอิสระโดยตรง เพื่อก าจดั
อนุมูลหรือหยดุปฏิกิริยาลูกโซ่ไม่ให้ด าเนินต่อในการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั ซ่ึงสารตา้นอนุมูล
อิสระมีทั้งชนิดที่เป็นสารสังเคราะห์ เช่น โทรล็อก (Trolox) อีดีทีเอ (EDTA) บีเอชเอ (BHA) บีเอชที 
(BHT) เป็นตน้ และสารตา้นอนุมลูอิสระจากธรรมชาติ เช่น วิตามินอี วิตามินซี และสารออกฤทธ์ิ
ทางชีวภาพอื่น ๆ เป็นตน้ (ศิริธร ศิริอมรพรรณ, 2557; โอภา วชัระคุปต,์ ปรีชา บุญจูง, จนัทรา บุญ
ยะรัตน์, และมาลีรักษ ์อตัตสิ์นทอง, 2550) 
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  2.4.3.1  แหล่งของสารต้านอนุมลูอิสระ 
      แหล่งของสารตา้นอนุมลูอิสระแบ่งออกเป็น 2 แหล่ง ไดแ้ก่ สารตา้นอนุมูลอิสระ
สังเคราะห์ (Synthetic antioxidants) เช่น โทรล็อก (Trolox) เป็นอนุพนัธ์ของวิตามินอีสามารถ
ละลายน ้าไดดี้จึงท าให้สามารถออกฤทธ์ิไดเ้ร็วกว่าวิตามินอี โดยงานวิจยัส่วนใหญ่นิยมใช้โทรล็อก
เป็นสารมาตรฐานในการวิเคราะห์กิจกรรมการตา้นอนุมลูอิสระ และสารตา้นอนุมูลอิสระจาก
ธรรมชาติ (Natural antioxidants) เช่น วิตามินซี วิตามินอี ซิลิเนียม ทองแดง และสังกะสี             
ฟลาโวนอยด ์และเน้ือสัตว ์(ปวีณา พนัทอง, 2559)  
    ตัวอย่างสารต้านอนุมลูอสิระจากเนื้อสัตว์ (ปวีณา พนัทอง, 2559) 
    เปปไทด ์กรดอะมิโน และแคโรทีนอยดถ์กูระบุว่ามีคุณสมบตัิเป็นสารตา้น
อนุมูลอิสระ เปปไทดท์ี่เป็นสารตา้นอนุมลูอิสระ เช่น คาร์โนซีน (Carnosine) แอนเซอริน 
(Anserine) และ Ophidine เป็นไดเปปไทดท์ี่มีกรดอะมิโนฮิสติดีน (Histidine) เป็นองคป์ระกอบโดย
มีความสามารถในการจบัโลหะและอนุมูลอิสระ อีกทั้งเปปไทดท์ี่มีล  าดบัของปลาย N - terminal 
สามารถที่จะยบัยั้งปฏิกิริยาออกซิเดชนัที่มีโลหะเป็นตวักระตุน้ (Metal catalyzed oxidation) ที่ดี ซ่ึง
แอล-ฮิสทิดีนอิสระหรือในโมเลกุลเล็ก ๆ ของเปปไทดห์รือโปรตีนสามารถจบัอนุมูลอิสระไฮดรอก
ซีและซิงเกลตออกซิเจนโดยมีความสามารถในการจบัมากกว่าทริปโตเฟน 3 เท่า อีกทั้งยงัมีรายงาน
ว่าทั้งคาร์โนซีนและแอนเซอรินเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ DPPH และเป็นตวัรีดิวซ์หรือรับ
อิเล็กตรอน (Bernardini et al., 2011; ศิริธร ศิริอมรพรรณ, 2557) 
 โปรตีนจากผลพลอยไดท้ี่ถูกน ามายอ่ยดว้ยเอนไซมช์นิดต่าง ๆ  มีกิจกรรมการตา้นอนุมลู
อิสระต่างกนั ดงัตารางที่ 2-6 โดยในวตัถุดิบชนิดเดียวกนัที่ยอ่ยดว้ยเอนไซมต์่างชนิดกนั พบว่า      
เปปซิน ทริปซินและอลัคาเลสมีกิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระมากกว่าเอนไซมช์นิดอื่น ๆ   
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 ความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตไดรั้บการพิสูจน์จาก
งานวิจยัต่าง ๆ ซ่ึงจากการรายงานของ Sun et al. (2012) ศึกษาสมบตัิตา้นอนุมูลอิสระของโปรตีน
ไฮโดรไลเสตจากเน้ือหนา้อกไก่ที่ยอ่ยดว้ยปาเปน โดยวิเคราะห์ความสามารถในการตา้นอนุมูล
อิสระดว้ยวิธี DPPH scavenging activity assay และ Reducing power พบว่าเมื่อเพ่ิมความเขม้ขน้
ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจะท าให้ความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระเพ่ิมขึ้นเน่ืองจากโปรตีน
ไฮโดรเจนมีความสามารถในการให้อิเล็กตรอนกบัอนุมูลอิสระที่ดี แสดงให้เห็นว่าไฮโดรไลเสต 
ของโปรตีนจากเน้ือหนา้อกไก่สามารถยติุปฏิกิริยาลูกโซ่ที่เป็นอนุมลูอิสระได ้โดยการเปลี่ยนอนุมลู
อิสระเป็นผลิตภณัฑท์ี่มีเสถียรภาพมากขึ้น และการรายงานขอล Lee et al. (2012) ศึกษาเจลาติน
ไฮโดรไลเสตจากหนงัเป็ดที่ผ่านการไฮโดรไลซด์ว้ยเอนไซมเ์พื่อผลิตเป็นไฮโดรไลเสตที่สามารถ
ละลายน ้าได ้จากการผ่านการเตรียมขั้นตน้ดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซดห์รือกรดอะซิติกก่อนน ามาสกดั
เจลาตินดว้ยน ้าที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส จากนั้นน าเจลาตินที่ไดม้ายอ่ยดว้ยเอนไซมช์นิดต่าง ๆ 
ไดเ้ป็นเจลาตินไฮโดรไลเสต และน าไปวิเคราะห์ความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระดว้ยวิธี 
DPPH radicals scavenging activity, Hydroxyl radicals scavenging activity และ Alkyl radicals 
scavenging activity พบว่า Pepsin hydrolysate ที่ผ่านการเตรียมขั้นตน้ดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซดม์ี
ความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระมากที่สุด เน่ืองจาก DPPH ลดลงจากการจบัคู่อิเล็กตรอนที่
ผิดปกติของอนุมูลอิสระของ DPPH แสดงให้เห็นว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตมีความสามารถในการ
ตา้นอนุมลูอิสระเป็นที่น่าสนใจ  
 
  2.4.3.2  ประเภทของสารต้านอนุมลูอิสระ 
      สารตา้นอนุมูลอิสระสามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มตามกลไกการเกิดปฏิกิริยาที่
แตกต่างกนั โดยการขดัขวางและป้องกนัการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั ไดแ้ก่ Primary (radical chain-
breaking) antioxidants และ Secondary (preventive) antioxidants แต่โดยทัว่ไปสามารถแบ่งเป็น     
5 ประเภทใหญ่ ๆ (บงัอร วงศรั์กษ ์ และศศิลกัษณ์ ปิยะสุวรรณ์, 2549; อรวรรณ กร่ิงเกษมศรี, 2555) 
ดงัน้ี 

- Primary antioxidants: สารกลุ่มน้ีท าหนา้ที่ในการยติุปฏิกิริยาลูกโซ่ของการเกิดอนุมูลอิสระ 
ในปฏิกิริยาออกซิเดชนัของไขมนั โดยเป็นตวัให้อิเล็กตรอนหรือไฮโดรเจนกบัอนุมูลอิสระท าให้
อนุมูลอิสระมีความเสถียรมากขึ้น เช่น การหยดุปฏิกิริยาการสร้างอนุมูลอิสระ (Chain-breaking) 

- Oxygen scavenger: สารกลุ่มน้ีท าหนา้ที่ในการช่วยเสริมฤทธ์ิ (Synergism) ให้กบัสารตา้น 
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อนุมูลอิสระตวัอื่น ซ่ึงมีกลไกในการท าปฏิกิริยาที่หลากหลายดว้ยการให้ไฮโดรเจนแก่         
อนุมูลฟีนอคซี (Phenoxy radical) ท าให้ Primary antioxidants มีฤทธ์ิกลบัคืนสู่สภาพเดิม หรือเขา้ท า
ปฏิกิริยากบัออกซิเจนจึงช่วยก าจดัออกซิเจนในระบบปิดได ้

- Secondary (preventive) antioxidants: สารกลุ่มน้ีท าหนา้ที่ในการสลายโมเลกุลหรือยบัยั้ง 
ปฏิกิริยาการออกซิเดชนัของไขมนั โดยขดัขวางหรือท าให้ปฏิกิริยามีอตัราเร็วชา้ลงมากกว่าจะไป
ท าลายปฏิกิริยาลูกโซ่ของการเกิดอนุมูลอิสระจึงมีกลไกที่หลากหลาย เช่น การจบัไอออนของโลหะ 
(Binding metal ions) การจบักบัโลหะที่สามารถเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัได ้(Metal chelation) การ
ดกัจบัอนุมูลอิสระ (Radical scavenging) และการยบัยั้งการท างานของออกซิเจนที่ขาดอิเล็กตรอน 
(Singlet oxygen quenching) 

- Enzymic antioxidant: สารในกลุ่มน้ีท าหนา้ที่ก  าจดัออกซิเจนหรืออนุพนัธ์ของออกซิเจน  
โดยเฉพาะไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์ไดแ้ก่ เอนไซมต่าง ๆ ซ่ึงแบ่งเป็น Primary antioxidant enzyme 
และ Auxiliary antioxidant enzyme 

- Chelating agent หรือ Sequestrant: สารกลุ่มน้ีท าหนา้ที่คลา้ยกบั Oxygen scavenger ไดแ้ก่  
อีดีทีเอและฟอสเฟต ซ่ึงสามารถยบัยั้งอนุมูลอิสระไดน้อ้ยมากหรือแทบจะยบัยั้งไม่ไดเ้ลยเมื่อใช้
เพียงล าพงัแต่มีประสิทธิภาพสูงในการช่วยเสริมฤทธ์ิให้กบั Primary antioxidants และ Oxygen 
scavengers ยกเวน้กรดอะมิโน ซ่ึงเป็นไดท้ั้งสารตา้นอนุมลูอิสระและ Pro-oxidants และยงัท าหน้าที่
ในการจบัไอออนของโลหะท าให้ท าให้เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนที่เสถียร 
 โดยส่วนใหญ่เปปไทดต์า้นอนุมูลอิสระอาจจะมลีกัษณะโครงสร้างร่วมกนับางอยา่ง 
รวมถึงความยาวของเปปไทดอ์ิสระสายส้ัน ๆ (เช่น กรดอะมิโน 3 - 16 ตวั) และน ้าหนกัโมเลกุล
ตั้งแต่ 200 - 1800 Da ซ่ึงมกัแสดงกรดอะมิโนอิสระที่ไม่ชอบน ้าในล าดบัของกรดอะมิโน เปปไทดม์ี
ความสามารถในการก าจดัอนุมลูอิสระที่เกิดขึ้นในระหว่างปฏิกิริยาการออกซิเดชนัของไขมนั 
ออกซิเจนที่มีในองคป์ระกอบและการจบักบัโลหะ ซ่ึงเปปไทดท์ี่อยูร่ะหว่างผิวของน ้ามนัหรือไขมนั
สามารถป้องกนัไม่ให้ไอออนของโลหะเขา้มาท าปฏิกิริยาไดโ้ดยตรง (Nikoo  & Benjakul, 2015) 
ดงัภาพที่ 2-9 
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ภาพที่ 2-10 ลกัษณะของกลไกทางเคมีและทางกายภาพของเปปไทดต์า้นอนุมูลอิสระเพ่ือยบัยั้ง 
 กระบวนการออกซิเดชนั (1) จบักบัโลหะที่สามารถเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัได ้
  (2) ดกัจบัอนุมูลอิสระ (3) ขดัขวางทางกายภาพ (การป้องกนั; การก าจดั) 
 (Nikoo  & Benjakul, 2015) 
 
 ลกัษณะโครงสร้างร่วมกนับางอยา่งของเปปไทดท์ี่มีความสามารถในการตา้นอนุมูล
อิสระไดรั้บการพิสูจน์จากงานวิจยัต่าง ๆ เช่น งานวิจยัของ Verma et al. (2017) ศึกษาการประเมิน
ประสิทธิภาพของการตา้นอนุมลูอิสระและจุลินทรียข์องตบัสุกรไฮโดรไลเสตดว้ยเอนไซม ์        
(อลัคาเลส ปาเปน และทริปซิน) เป็นระยะเวลา 0, 2, 4 และ 6 ชั่วโมง พบว่าทริปซินที่ระยะเวลาการ
บ่ม 6 ชัว่โมง มีระดบัการยอ่ยและความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระมากกว่าอลัคาเลสและ
ปาเปน เน่ืองมาจากเปปไทดอ์าจแตกต่างกนัไปในแง่ของการจดัเรียงกรดอะมิโน ล าดบักรดอะมิโน 
ฯลฯ ซ่ึงการตา้นอนุมลูลอิสระของเปปไทดเ์กิดจากโครงสร้างของเปปไทดท์ี่อาจสัมพนัธ์กบัน ้าหนกั
โมเลกุล และล าดบักรดอะมิโนต่อกิจกรรมที่ท าให้เกิดการตา้นอนุมลูอิสระ ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงของ
น ้าหนกัโมเลกุล ขนาด จ านวน องคป์ระกอบ และล าดบักรดอะมิโนของเปปไทดเ์ป็นผลมาจาก
ความจ าเพาะของเอนไซม ์ซบัสเตรต และการยอ่ยที่มีความจ าเพาะ 
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 2.4.4 ปัจจัยที่มีผลต่อความสามารถในการต้านอนุมูลอสิระของเปปไทด์หรือคอลลาเจน  
ไฮโดรไลเสต 
 ลกัษณะโครงสร้างทางเคมีของเปปไทดอ์าจเป็นปัจจยัส าคญัที่มีผลต่อความสามารถใน
การตา้นอนุมูลอิสระ ซ่ึงการมีปฏิสัมพนัธ์ระหว่างกรดอะมิโนอาจเป็นปัจจยัส าคญัในการตา้นอนุมูล
อิสระ การมีเปปไทดท์ี่ไม่ชอบน ้าและลกัษณะแอมฟิฟิลิก (Amphiphilic) จะมคีวามสามารถในการ
ตา้นออกซิเดชนัสูง โดยธรรมชาติของเปปไทดย์งัช่วยเพ่ิมความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระดว้ย
การเพ่ิมความสามารถในการละลายของเปปไทด ์ในขณะเดียวกนัก็ช่วยสนบัสนุนการมีปฏิสัมพนัธ์
และการแลกเปลี่ยนโปรตอนกบัชนิดของอนุมูล (Zou et al., 2016) 
  2.4.4.1  น ้าหนักโมเลกลุ 
      Cai et al. (2015) รายงานว่าเปปไทดต์า้นอนุมลูอิสระที่แยกไดจ้ากหนงัปลาเฉา 
(Ctenopharyngodon idella)ไฮโดรไลเสตโดยยอ่ยดว้ยอลัคาเลส พบว่าเมื่อน าโปรตีนไฮโดรไลเสต
มาท าบริสุทธ์ิโดยใช ้Gel chromatography sephadex G-15 และน าเปปไทดท์ี่แยกไดม้าวิเคราะห์
ความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระดว้ยวิธี DPPH ส่วนแรกของเปปไทดท์ี่มีน ้าหนกัโมเลกุลขนาด
ใหญ่ที่สุดและส่วนสุดทา้ยน ้าหนกัโมเลกุลต ่าที่สุดมีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระสูงกว่า
ส่วนอื่นอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) และน ้าหนกัโมเลกุลต ่ามีความสามารถในการตา้นอนุมูล
อิสระสูงกว่าเปปไทดท์ี่มีน ้าหนกัโมเลกลุขนาดใหญ่ อาจเป็นผลมาจากการปรากฏกรดอะมิโนหมูท่ี่
ไม่ชอบน ้าทีม่ีอยูภ่ายในโครงสร้างของโปรตีนออกมาอยูท่ี่บริเวณผิวหนา้มากกว่าท าให้มี
ความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระสูงกว่าเปปไทดท์ี่มีน ้าหนกัโมเลกุลขนาดใหญ่ (เกียรติศกัด์ิ 
ดวงมาลย ์และบูรฉัตร ศรีทองแท,้ 2557) 
  2.4.4.2  องค์ประกอบของกรดอะมิโน 
      ความแตกต่างของเปอร์เซ็นตก์รดอะมิโนสามารถบ่งช้ีการกระจายตวัของกรดอะมิโน
แต่ละตวัในเปปไทดท์ี่ไม่เท่ากนั Zou et al. (2016) รายงานว่าการที่เปปไทดม์ีกรดอะมิโนที่ไม่ชอบ
น ้าในปริมาณสูงจะมีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระสูงเมื่อเทียบกบักรดอะมิโนอืน่ ๆ ที่เป็น
กรดอะมิโนที่ชอบน ้าซ่ึงถือเป็นปัจจยัส าคญัของความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระของเปปไทด ์
ในการทดสอบกรดอะมิโนทีไ่ม่ชอบน ้ามกัประกอบไปดว้ย His, Trp, Phe, Pro, Gly, Lys, Ile และ 
Val กรดอะมิโนอิสระน้ีถือว่ามีความสามารถในตา้นอนุมลูอิสระสูงในปฏิกิริยาออกซิเดชนั
โดยเฉพาะปฏิกิริยาที่เกิดจากเอนไซมเ์น่ืองจากมีวงแหวนอิมิดาโซล (Imidazole) ซ่ึงจะเป็นผูใ้ห้
โปรตอนที่ส าคญั แต่ถา้หากมีกรดอะมิโนทีไ่ม่ชอบน ้ามากเกินไปจะมีความสามารถในการละลาย
น ้าไดต้ ่าท าให้ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี ABTS ต ่าและความสามารถในการตา้น
อนุมูลอิสระดว้ยวิธี Hydroxyl radical scavenging สูง ส่วนกรดอะมิโนที่เป็นกรดซ่ึงมีประจุลบ เช่น 
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Glu และ Asp แสดงกิจกรรมยบัยั้งอนุมูลอิสระ (Free-radical quenching) เน่ืองมาจากการมีของ
อิเล็กตรอนมากเกินไป 

 

 
 

ภาพที่ 2-11 โครงสร้างทางเคมีของกรดอะมิโนตา้นอนุมลูอิสระ 5 ชนิดที่มีวงแหวน  
 (Zou et al., 2016) 
 
 Cai et al. (2015) รายงานว่า เปปไทดต์า้นอนุมูลอสิระที่แยกไดห้นงัจากหนงัปลาเฉา 
(Ctenopharyngodon idella) ที่ยอ่ยดว้ยอลัคาเลสมีล าดบักรดอะมิโนเป็น Pro-Tyr-Ser-Phe-Lys 
(PYSFK, GPH-E21) Gly-Phe-Gly-Pro-Glu-Leu (GFGPEL, GPH-E4) และ Val-Gly-Gly-Arg-Pro 
(VGGRP, GPH-E5) โดย GPH-E21 มีความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระดว้ยวิธี ABTS ที่สูง
ที่สุดเน่ืองจาก Trp, Tyr และ Phe มีส่วนช่วยในการตา้นอนุมลูอิสระจากอินโดลและวงแหวน     
เบนซีนของกรดอะมิโนที่สามารถให้โปรตอนกบัอนุมูลอิสระที่ขาดอิเล็กตรอนท าให้ออกซิเจนมี
ความเสถียรระหว่างกระบวนการตา้นอนุมูลอิสระ จึงคาดว่า Tyr และ Phe ในล าดบัของ GPH-E21 
และ Phe ในล าดบัของ GPH-E4 อาจเป็นตวัช่วยในการตา้นอนุมูลอิสระ รวมถึงส่วนที่เหลือของกรด    
อะมิโนทีไ่ม่ชอบน ้าในล าดบัเปปไทดช่์วยเพ่ิมการปรากฏตวัของเปปไทดใ์นส่วนผิวหนา้ที่อยู่
ระหว่างน ้ากบัไขมนัและช่วยในการเขา้ถึงอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นในเฟสของไขมนั (Ranathunga et 
al., 2006) ดงันั้นจึงคาดการณ์ว่า Pro, Tyr และ Lys ในล าดบัของ GPH-E21, Pro และ Leu ในล าดบั
ของ GPH-E4, Val และ Pro ในล าดบัของ GPH-E5 อาจช่วยให้สามารถท าปฏิกิริยากบัโมเลกุลของ
ไขมนัไดง้่าย และตา้นอนุมลูอิสระผ่านการให้โปรตอน เช่นเดียวกบัการรายงานของ Lee et al. 
(2010) ศึกษาการแยกเปปไทดจ์ากผลพลอยได ้(เทา้ กระดูก หัว และอวยัวะภายใน) จาก
กระบวนการผลิตเป็ดที่ถูกน ามาบดเป็นผงก่อนยอ่ยดว้ยเอนไซม ์(ฟลาโวไซม ์นิวเตรส โปรทาเมกซ์ 
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อลัคาเลส ปาเปน เปปซิน ทริปซิน และแอลฟา-ไคโมทริพซิน) ในสภาวะที่เหมาะสมเป็นระยะเวลา 
8 ชัว่โมง พบว่า เปปซินมีความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระดว้ยวิธี Hydroxyl (OH) radical 
scavenging activity มากกว่าเอนไซมช์นิดอื่น ๆ โดยมีล าดบักรดอะมิโน คอื Asp-Val-Cys-Gly-Arg-
Asp-Val-Asn-Gly-Tyr (1096 Da) ซ่ึงไดเปปไทด์และไตรเปปไทดท์ี่เป็นกรดอะมิโนอิสระในวง   
อะโรมาติก (Trp หรือ Tyr) รวมทั้งเปปไทดท์ี่มี Pro หรือ His มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระที่ดี การตา้น
อนุมูลอิสระของ Tyr อาจอธิบายไดจ้ากความสามารถพิเศษของกลุ่มฟีนอลเพื่อท าหนา้ที่เป็นผูใ้ห้
ไฮโดรเจนโดยเป็นกลไกหน่ึงในการยบัยั้งปฏิกิริยาลูกโซ่ของอนุมลูอิสระ 
  2.4.4.3  ล าดับของกรดอะมิโน 
      Zou et al. (2016) กล่าวว่า Trp ในล าดบัมีอิทธิพลต่อความสามารถในการตา้นอนุมลู
อิสระของกรดอะมิโนที่อยูใ่กลเ้คียง Trp ไดรั้บการพิจารณาว่ามีอิทธิพลต่อการตา้นอนุมูลอิสระสูง
และแสดงให้เห็นกิจกรรมต่าง ๆ ในล าดบัที่แตกต่างกนั อาจเน่ืองมาจากเป็นความสามารถพิเศษของ
วงแหวนอินโดลของ Trp ที่ให้ไฮโดรเจนท าปฏิกิริยากบัอนุมูลของอินโดล และความเสถียรของ
กรดอะมิโนทีอ่ยูใ่กลเ้คียงกบัสมบตัิทางเคมีกายภาพที่แตกต่างกนัมอีิทธิพลต่อความสามารถในการ
ตา้นอนุมลูอิสระของเปปไทดท์ั้งหมด ในส่วนของกลุ่มซลัฟ์ไฮดริล (SH) Cys ให้ไฮโดรเจนที่มา
จากกลุ่ม SH หรือการสูญเสียอิเล็กตรอนจากอะตอมของซลัเฟอร์ และ Trp อิสระที่มีโครงสร้าง
วงอะโรมาติกจะให้โปรตอนให้แก่อนุมูลอิสระทีข่าดอิเล็กตรอน ดงันั้น Cys และ Trp จะมีบทบาท
ส าคญัในกิจกรรมตา้นอนุมลูอิสระของเปปไทดบ์างชนิดเมื่อมีอยูใ่นสายเปปไทดเ์ดียวกนั 
 ล าดบักรดอะมิโนอิสระที่ไม่ชอบน ้า เช่น Val หรือ Leu ที ่N-terminus ประกอบดว้ย Pro, 
His หรือ Tyr เป็นลกัษณะของเปปไทดต์า้นอนุมลูอิสระ ในล าดบัของกรดอะมิโน Pro มีแนวโนม้ที่
จะขดัขวางและเปลี่ยนโครงสร้างทุติยภูมิของโมเลกุลเปปไทดซ่ึ์งอาจช่วยเพ่ิมความสามารถของ
กรดอะมิโนอิสระในล าดบัเปปไทดเ์พื่อท าหนา้ทีเ่ป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ ซ่ึงการมี Leu และ Ser-
Leu / Thr-Leu / Pro-Leu ในล าดบัโดยเฉพาะที่ปลายทาง N-terminus และ C-terminus ดูเหมือนจะมี
ส่วนช่วยให้มคีวามสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระที่ดี กรดอะมิโนของไตรเปปไทดม์ีความสัมพนัธ์
กบัโครงสร้างที่เก่ียวขอ้งกบัคุณสมบตัิของอิเลก็ตรอน ส่วนที่ไม่ชอบน ้า (Hydrophobic) และสมบตัิ
การยึดจบัไฮโดรเจนต่อความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ สมบตัิของอิเล็กตรอนของกรด       
อะมิโนอิสระมีความส าคญัมากและส่วนที่ไม่ชอบน ้าขนาดใหญ่ที่ C-terminal มีความสัมพนัธ์กบั
ความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระอยา่งใกลชิ้ด ช้ีให้เห็นว่าสมบติัการยึดจบัไฮโดรเจนและ
ต าแหน่งของกรดอะมิโนร่วมกบัสมบตัิของ Steric ของกรดอะมิโนอิสระที่ C-Terminal และ         
N-Termini อาจเป็นส่วนส าคญัของความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระของเปปไทดท์ั้งหมด (Zou 
et al., 2016) 
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  2.4.4.4  โครงสร้างทุติยภูม ิ
      α-helices และ β-sheet ของโครงสร้างทุติยภูมิมีอยูใ่นโครงสร้างของเปปไทดต์า้น
อนุมูลอิสระ แต่ผลการตรวจสอบบทบาทของโครงสร้างทุติยภูมิในกิจกรรมค่อนขา้งหายาก        
เปปไทดท์ี่มีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระอยา่งมีนยัส าคญัมกัเป็นสายส้ันที่มีกรดอะมิโน
อิสระ 4-6 ดงันั้นโครงสร้างทุติยภูมิอาจเป็นปัจจยัรองลงมาส าหรับเปปไทดต์า้นอนุมูลอิสระ
เน่ืองจากน ้าหนกัโมเลกุลต ่า (Zou et al., 2016) 
 

2.5  สมบตัิเชิงหน้าทีข่องคอลลาเจนไฮโดรไลเสต  
2.5.1  ความสามารถในการละลาย  

 ความสามารถในการละลายเป็นสมบตัิเชิงหนา้ที่ที่ส าคญัของโปรตีนเน่ืองจาก

ความสามารถในการละลายจะส่งผลต่อสมบตัิเชิงหนา้ที่ดา้นอื่น ๆ เช่น การเป็นอิมลัซิไฟเออร์ การ
เกิดโฟม เป็นตน้ (เกียรติศกัด์ิ ดวงมาลย ์และบูรฉัตร ศรีทองแท,้ 2557) ซ่ึงการยอ่ยดว้ยเอนไซมอ์าจ

ส่งผลต่อขนาดโมเลกุลและความชอบน ้า ความมขีั้วและหมู่ที่แตกตวัได ้(Ionizable group) ของกลุ่ม

โปรตีนไฮโดรไลเสต รวมทั้งความสมดุลความชอบและไม่ชอบน ้าของเปปไทด ์ซ่ึงมีผลต่อ
ความสามารถในการละลาย (Intarasirisawat, Benjakul, Visessanguan, & Wu, 2012) 

 2.5.2  สมบัติของโฟม  
 เมื่อโปรตีนที่ละลายอยูใ่นของเหลวเคลื่อนที่มาบริเวณที่ผิวรอยต่อระหว่างอากาศและน ้า 
(หรือของเหลวที่มีขั้ว) โปรตีนคลายตวัเกิดเป็นฟิลม์บางจดัเรียงตวัในลกัษณะเป็นสายยาว (Chain) 
ห่วง (Loop) และหาง (Tail) โดยหันส่วนที่ไม่มีขั้วสู่อากาศ และหันส่วนที่มีขั้วสู่น ้า ส่งผลให้โปรตีน
สามารถกกัเก็บฟองอากาศไวภ้ายในโครงสร้าง และฟองอากาศกระจายตวัอยูภ่ายในส่วนของเหลว
ได ้ปัจจยัอื่น ๆ ที่มีผลต่อการเกิดโฟมและความคงตวัของโฟม ไดแ้ก่ ค่า pH ปริมาณไขมนั ความ
เขม้ขน้ของโปรตีน ประจุและโครงสร้างของโปรตีน ความสามารถในการเกิดโฟมของโปรตีน
ขึ้นอยูก่บัสมบติัระหว่างพ้ืนผิวของโปรตีนภายหลงัการยอ่ย (เกียรติศกัด์ิ ดวงมาลย ์และบูรฉัตร ศรี
ทองแท,้ 2557) 
 2.5.3  สมบัติของอิลมัลชัน  
 ท าหนา้ที่เป็นอิมลัซิไฟเออร์ของระบบ โดยมีการจดัเรียงส่วนที่ไม่ชอบน ้าเขา้หาวฎัภาค
ของน ้ามนั และหันส่วนที่ชอบน ้าเขา้หาวฎัภาคน ้าท าให้เกิดเป็นสภาพอิมลัชนัขึ้น สมบติัในการเป็น
อิมลัซิไฟเออร์ของโปรตีนจะสัมพนัธ์กบัสมบติัระหว่างพ้ืนผิว (Interfacial properties) หรือ
ความสามารถในการลดแรงตึงผิวระหว่างส่วนที่ชอบน ้า และไม่ชอบน ้าในระบบอาหาร การยอ่ย
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โปรตีนที่ระดบัการยอ่ยต ่าท าให้สมบตัิดา้นต่าง ๆ ของโปรตีนเกิดการเปลี่ยนแปลง เช่น ความมีขั้ว
และความชอบน ้ามากขึ้น น ้าหนกัโมเลกุลนอ้ยลง และโครงสร้างของโมเลกุลเกิดการเปลี่ยนแปลง 
ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงดงักล่าวจะส่งผลต่อสมบตัิในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ของโปรตีนที่ระดบัการยอ่ย
ต ่า (เกียรติศกัด์ิ ดวงมาลย ์และบูรฉัตร ศรีทองแท้, 2557) 
 2.5.4  ความสามารถในการจับน ้าและดูดซับน ้ามนั (Water holding capacity และ  
Oil absorption capacity) 
 ความสามารถของโปรตีนในการเกิดพนัธะไฮโดรเจนกบัโมเลกุลของน ้า และยึดเหน่ียว
โมเลกุลน ้าไวใ้นโครงสร้าง การยอ่ยโปรตีนจะท าให้จ านวนหมู่ที่มีขั้วในระบบ เช่น หมู่คาร์บอกซิล
และหมู่อะมิโนมีปริมาณมากขึ้น ส่งผลให้โปรตีนที่ผ่านการยอ่ยระดบัการยอ่ยต ่าจะมีความสามารถ
ในการเกิดพนัธะไฮโดรเจนกบัน ้าไดดี้ขึ้นจึงมีสมบติัดา้นการอุม้น ้าสูงขึ้น (เกียรติศกัด์ิ ดวงมาลย ์
และบูรฉัตร ศรีทองแท,้ 2557) 
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ตารางที่ 2-7 การประยกุต์ใชส้มบตัิเชิงหนา้ที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากผลพลอยไดช้นิดต่าง ๆ 
 
ผลิตภณัฑ ์ ผลพลอยได ้ สมบตัิเชิงหนา้ที่ การประยกุตใ์ช้ แหล่งอา้งอิง 
โปรตีน
ไฮโดรไลเสต 

เน้ือปลาช่อน 
(Channa striata)  

-สมบตัิของอมิลัชนั ไส้กรอก
อิมลัชนั 

Zakaria  and 
Sarbon (2018)  

โปรตีน
ไฮโดรไลเสต 

ไข่ปลาทูน่าพนัธ์ุ
ทอ้งแถบ 

-สมบตัิของอมิลัชนั ไส้กรอก
อิมลัชนั 

Intarasirisawat 
et al. (2014) 

โปรตีน
ไฮโดรไลเสต 

กระดูกหม ู -สมบตัิของอมิลัชนั - Liu, Li, Diao, 
Kong and Liu 
(2018) 

เจลาติน
ไฮโดรไลเสต 

หนงัหมึก
กระดอง 

-ความสามารถในการ
ละลาย 
-สมบตัิของโฟม 
-สมบตัิของอมิลัชนั 
-ความสามารถในการ
จบัน ้าและดูดซบัน ้ามนั 

- Jridi et al. 
(2014) 

เจลาติน
ไฮโดรไลเสต 

หนงัปลา
ตาหวานพนัธ์ุ
หนงัหนา 

-ความสามารถในการ
ละลาย 
-สมบตัิของโฟม 
-สมบตัิของอมิลัชนั 

เคร่ืองด่ืมเพื่อ
สุขภาพ 

สินีนาถ สุข
ไกว (2555) 

คอลลาเจน
ไฮโดรไลเสต 

หนงัหมู -ความสามารถในการ
ละลายหรือการ
ตกตะกอน 

เคร่ืองด่ืมเก็ก
ฮวย 

Zhang et al. 
(2018) 
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2.6 การประยุกต์ใช้เจลาตินไฮโดรไลเสต 
โปรตีนที่ถูกน ามายอ่ยและมีระดบัการยอ่ยสูงจะประกอบดว้ยเปปไทดส์ายส้ัน และ

กรดอะมิโนอิสระปริมาณมาก ซ่ึงนอกจากจะมีผลให้มีสมบติัดา้นการละลายสูงขึ้นยงัมี
ความสามารถในการปรับปรุงรสชาติและการตา้นอนุมลูอิสระท าให้ถูกน าไปประยกุตใ์ชใ้น
อุตสาหกรรมอาหาร ซ่ึงโดยทัว่ไปจะนิยมใชใ้นกระบวนการผลิตซอสปรุงรส เช่น ซอสถัว่เหลือง 
การผลิตซีอิ้ว การผลิตน ้าปลา และช่วยลดความขมของผลิตภณัฑป์รุงแต่งรสบางชนิด ซ่ึงมีการ
ประยกุตใ์ชป้ระโยชน์จากโปรตีนที่ถูกน ามายอ่ยเป็นอาหารเพื่อสุขภาพเน่ืองจากเปปไทดห์ลายชนิด
ที่มีสมบตัิเป็นสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพมีผลกบัการควบคุมการท างานของระบบต่าง ๆ ภายใน
ร่างกายมนุษยใ์ห้เป็นปกติ  (เกียรติศกัด์ิ ดวงมาลย ์และบูรฉัตร ศรีทองแท,้ 2557) 
 โปรตีนที่ถูกน ามายอ่ยและมีระดบัการยอ่ยต ่าจากธญัพืช นิยมน ามาประยกุตใ์ชใ้น

ผลิตภณัฑเ์บเกอร่ี เคร่ืองด่ืม ผลิตภณัฑป์ระเภทเน้ือสัตวแ์ละอาหารเพ่ือสุขภาพต่าง ๆ ซ่ึงสามารถ
ช่วยปรับปรุงลกัษณะปรากฏ เน้ือสัมผสั รวมถึงความฉ ่าน ้าของผลิตภณัฑอ์าหารประเภทเน้ือสัตว ์

นอกจากน้ียงัมีสมบติัเป็นองคป์ระกอบที่ช่วยดา้นการคงตวั (Stabilizing ingredient) ในผลิตภณัฑ์

ประเภทไส้กรอกอิมลัชนั และใชท้ดแทนไข่ขาวในการขึ้นรูปโฟมของผลิตภณัฑเ์บเกอร่ีและขนม
อบจากผลพลอยไดข้องน ้านมหรือเวยโ์ปรตีนเป็นแหล่งของกรดอะมิโนที่มีซลัเฟอร์เป็น

องคป์ระกอบ ซ่ึงมีความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมลูอิสระ นิยมใชเ้ป็นส่วนประกอบส าคญั

ในอาหารประเภทไขมนัต ่าซ่ึงช่วยส่งเสริมลกัษณะความเป็นครีม (Creaminess) ลกัษณะเน้ือสัมผสั
ที่ดี และความสามารถในการอุม้น ้าของผลิตภณัฑอ์าหารหลายประเภท เช่น ซุป ซอส น ้าสลดั และ

ผลิตภณัฑเ์น้ือสัตว ์เป็นตน้ ผลพลอยไดจ้ากอุตสาหกรรมปลาถูกน ามาประยกุตใ์ชใ้นทาง
อุตสาหกรรมอาหารดา้นต่าง ๆ เช่น การเพ่ิมคุณค่าทางอาหารแทนน ้านม (Milk replacers) การเพ่ิม

คุณค่าทางอาหารในการเป็นสารเพ่ิมความคงตวัของผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืม และช่วยเสริมกลิ่นรสใน

ผลิตภณัฑข์นมขบเคี้ยว (เกียรติศกัด์ิ ดวงมาลย ์และบูรฉัตร ศรีทองแท,้ 2557) โดยจากการรายงาน
ของ Mokrejs et al. (2017) ศึกษาการวิธีการแปรรูปเทา้ไก่เป็นคอลลาเจนไฮโดรไลเสตดว้ย         

โปรทาเมกซ์ (1, 3 และ 5% ) ร่วมกบัอุณหภูมิ (60, 75 และ 90 องศาเซลเซียส) และระยะเวลาในการ
สกดั (2, 6 และ 8 ชัว่โมง) พบว่าการเปลี่ยนโปรตีนไอโซเลตไปเป็นคอลลาเจนไฮโดรไลเสตมี

สภาวะที่เหมาะสม คือ การใชโ้ปรทาเมกซ์ 3%(w/w) ในอตัราส่วน 1:8 (โปรตีนไอโซเลต: น ้า) เป็น

ระยะเวลา 6 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง (pH 6.0) จากนั้นจึงน ามาสกดัต่อทีอุ่ณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส 
เป็นระยะเวลา 5 ชัว่โมง จะไดค้อลลาเจนไฮโดรไลเสตที่มีระดบัการเปลี่ยนแปลง (%Conversion 
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degree) ประมาณ 60% ซ่ึงจะละลายน ้าไดดี้และยอ่ยง่ายจึงมีศกัยภาพเป็นอาหารเสริม สารเติมแต่ง

ในอุตสาหกรรมอาหาร อีกทั้งการรายงานของ Intarasirisawat et al. (2012) ศึกษาความสามารถใน
การตา้นอนุมูลอิสระและสมบตัิเชิงหนา้ที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากไข่ปลาทนู่าพนัธ์ุทอ้งแถบ 

(Roe protein hydrolysate, RPH) ดว้ยอลัคาเลส พบว่า เมื่อเพ่ิมระดบัการยอ่ยมีผลให้ความสามารถ
ในการตา้นอนุมลูอิสระวิธี DPPH ลดลง (p≤0.05) เน่ืองจากอาจถูกควบคุมโดยความแตกต่างของ

ความยาวสาย องคป์ระกอบและสายของกรดอะมโิน และความไม่ชอบน ้า  ซ่ึงการที่เอนไซมม์ี

ความสามารถในการตดัพนัธะสูงขึ้นจะส่งผลให้เกิดเปปไทดส์ายส้ันที่มีความชอบน ้ามากขึ้นซ่ึง  
เปปไทดเ์หล่าน้ีมีประสิทธิภาพต ่าในการก าจดัอนุมูลอิสระ ในส่วนของสมบติัเชิงหนา้ที่พบว่า เมื่อ

เพ่ิมระดบัการยอ่ยความสามารถในการละลายและการเกิดโฟมมีแนวโนม้สูงขึ้น เน่ืองจากเปปไทด์

ขนาดเล็กที่มีสัดส่วนของขั้วอิสระมากจึงสามารถสร้างพนัธะไฮโดรเจนกบัน ้าและสามารถละลาย
ไดม้ากขึ้น และยงัสามารถเคลือ่นทีไ่ปอยูร่ะหว่างอากาศและน ้าไดเ้ร็วขึ้น ส่วนความสามารถในการ

เกิดอิมลัชนัที่ระดบัการยอ่ย 5% มีค่ามากที่สุดจากการที่มีส่วนที่ชอบและไม่ชอบน ้าซ่ึงจะช่วยให้
เปปไทดเ์คลื่อนที่ไปอยูร่ะหว่างน ้าและน ้ามนั  

 ดงันั้นจากสมบติัทางชีวภาพในดา้นการตา้นอนุมลูอิสระและสมบติัเชิงหนา้ที่ของโปรตีนที่
ถูกน ามายอ่ยที่กล่าวมาขา้งตน้นั้น จึงมีความน่าสนใจที่จะน าเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ ซ่ึงเป็น
ผลพลอยไดจ้ากสัตวปี์กที่เป็นแหล่งทดแทนการผลิตคอลลาเจนและเจลาตินที่มีคุณภาพสูง (Du  & 
Betti, 2016) มาประยกุตใ์ชใ้นผลิตภณัฑป์ระเภทเน้ือสัตว ์เช่น ไส้กรอกไก่ เพ่ือศึกษากิจกรรมการ
ตา้นอนุมลูอิสระร่วมกบัสมบตัิเชิงหนา้ที่ เช่น ไส้กรอกไก่ เป็นตน้ 

2.6.1 ไส้กรอก (Sausage) 
ไส้กรอกเป็นผลิตภณัฑท์ี่เน้ือสัตวผ์สมกบัสารปรุงแต่งบรรจุในปลอกหุ้มที่เหมาะสมและ

ผ่านกระบวนการแปรรูปดว้ยความร้อน ในระหว่างการสับผสมกลุ่มเส้นใยกลา้มเน้ือเปลี่ยนแปลง
ไป กล่าวคอืโปรตีนไมโอไฟบริลลาร์ (Myofibrillar protein) จ าพวกไมโอซิน (Myosin) และ แอก
ทิน (Actin) ขาดออกจากกนัรวมทั้งขนาดของเน้ือเย่ือไขมนัจะลดลง เมื่อเติมเกลอืจะท าให้โปรตีน
ไมโอไฟบริลลาร์ละลายน ้าและเคลื่อนยา้ยไปอยูใ่นพ้ืนผิวที่มีเม็ดไขมนั และอยูใ่นรูปของเมทริกซ์
โปรตีนระหว่างไขมนักบัน ้าท าให้เกิดเป็นอิมลัชนัขึ้น โดยระหว่างการสับผสมตอ้งมีการควบคุม
อุณหภูมิเพื่อป้องกนัความร้อนสูงจากทางกลที่อาจท าให้คุณสมบตัิของอิมลัชนัของโปรตีนจาก
เน้ือสัตวล์ดลง และไขมนัที่ไม่เป็นอิมลัชนัจะเคลือ่นที่ไปยงัผิวของผลิตภณัฑท์ าให้มีผลต่อเน้ือ
สัมผสั ความรู้สึกทางปากและความชอบโดยรวม ซ่ึงท าให้การใชเ้จลาตินไฮโดรไลเสตเป็น        
อิมลัซิไฟเออร์เป็นส่ิงส าคญัที่สามารถปรับปรุงเสถียรภาพของผลิตภณัฑอ์ิมลัชนัได ้(Intarasirisawat 
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et al., 2014; Zakaria  & Sarbon, 2018) สมบตัิทางเคมีกายภาพของไส้กรอกเป็นลกัษณะส าคญัใน
การก าหนดคุณภาพของไส้กรอก เน้ือสัมผสัและกลิ่นรสของไส้กรอกชนิดอมิลัชนัเป็นคุณสมบตัิ
ส าคญัที่ตอ้งค านึงถึงเพื่อตอบสนองความตอ้งการของผูบ้ริโภค ในแง่ของบรรจุภณัฑ์ สารเติมแต่ง สี
และสมบตัิทางประสาทสัมผสั เวลาในการเก็บรักษาและปริมาณการเติมจ าพวกแป้ง (Farinaceous) 
ซ่ึงมกัจะท าให้น่ิมลงเมื่อเวลาผ่านไปเน่ืองจากการยอ่ยสลายทางชีวเคมีท าให้สมบตัิทางเน้ือสัมผสั
เปลี่ยนไป นอกจากน้ีคุณภาพทางประสาทสัมผสัในดา้นของเน้ือสัมผสั ความนุ่มและสีเกิดการ
เปลี่ยนแปลงไปในทางที่แยล่งซ่ึงเกิดจากการออกซิเดชนัของโปรตีน (Zakaria  & Sarbon, 2018) 
 จากการศึกษาการน าโปรตีนไฮโดรไลเสตมาประยกุตใ์ช้ในผลิตภณัฑไ์ส้กรอกพบว่า 

โปรตีนไฮโดรไลเสตจากผลพลอยไดม้ีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ รวมถึงสมบตัิเชิง

หนา้ที่ต่าง ๆ โดยงานวิจยัของ Zakaria and Sarbon (2018) ศึกษาผลของโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก
ปลาช่อน (Snakehead (Channa striata) protein hydrolysate, CSPH) ในระดบัต่าง ๆ (0-3%) ที่มีต่อ

สมบตัิทางเคมีกายภาพและความคงตวัของออกซิเดชนัของไส้กรอกอมิลัชนั พบว่าโครงสร้าง

จุลภาคขนาดของเม็ดไขมนัในไส้กรอกลดลงเมื่อเพ่ิมจ านวนของ CSPH โดยแนวโนม้ในเกิดกอ้น
ไขมนัทีม่ีขนาดเลก็ลงและมีการกระจายสม ่าเสมอมากขึ้น อาจเป็นผลมาจาก CSPH มีสมบตัใินการ

เกิดเป็นอิมลัชนัซ่ึงเป็นฟิลม์บาง ๆ ที่อยูร่อบ ๆ ไขมนั ซ่ึงโปรตีนไฮโดรไลเสตและโปรตีน            
ไมโอไฟบริลลาร์ยา้ยไปอยูร่ะหว่างน ้ากบัไขมนัไดร้วดเร็วท าให้เกิดอิมลัชนัที่มีเสถียรภาพ และ

พบว่า การเก็บรักษาวนัที่ 12 มีค่าเปอร์ออกไซด ์(PV) และ 2-thiobarbituric acid (TBARS) ของ 

CSPH 3% นอ้ยกว่าไส้กรอกควบคุม เน่ืองจากการสลายตวัของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดท์ี่เกิดขึ้นใน
ผลิตภณัฑอ์อกซิเดชนัขั้นทุติยภูมิ CSPH จึงอาจท าหนา้ที่เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระในไส้กรอก

อิมลัชนั ซ่ึงไดผ้ลเช่นเดียวกบังานวิจยัของ Intarasirisawat et al. (2014) ที่ศึกษาผลกระทบของ

โปรตีนไฮโดรไลเสตจากไข่ปลาทูน่าพนัธ์ุทอ้งแถบในปริมาณ 0.5, 1 และ 3 กรัมต่อ100 กรัม ต่อ
สมบตัิและความคงตวัของออกซิเดชนัของไส้กรอกอมิลัชนัเสริมดว้ยไขมนัของปลาทูน่าระหว่าง

การเก็บรักษาดว้ยความเยน็เป็นระยะเวลา 12 วนั  
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บทที่  3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 

วัตถุดิบและสารเคมี 
1. เทา้ไก่ จากตลาดหนองมน จงัหวดัชลบุรี แช่แข็งในตูแ้ช่แข็งอุณหภูมิ -18  

องศาเซลเซียส จนกระทัง่น ามาใช ้ก่อนน ามาใชเ้ทา้ไก่จะถกูละลายน ้าแข็งที่อณุหภูมิ 4              
องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

2. เปปซิน (EC 3.4.23.1) บริษทั Sigma aldrich ประเทศเยอรมนี 
3. ทริปซิน (EC 3.4.21.4) บริษทั Sigma aldrich ประเทศเยอรมนี 
4. ปาเปน บริษทันูทิเทค จ ากดั ประเทศไทย 
5. อลัคาเลส บริษทันูทิเทค จ ากดั ประเทศไทย 
6. ไฮดรอกซีโพรลีน (Hydroxyproline) บริษทั Sigma aldrich ประเทศเยอรมนี 
7. ไทโรซีน (L-Tyrosine) บริษทั เอเพกซ์ เคมิเคิล จ ากดั ประเทศไทย 
8. ลิวซีน (L-Leucine) บริษทั Himedia laboratories ประเทศอินเดีย 
9. โซเดียมไฮดรอกไซด ์(Sodium hydroxide) บริษทั Ajax finechem ประเทศนิวซีแลนด ์ 
10. โซเดียม คลอไรด ์(Sodium chloride) บริษทั Ajax finechem ประเทศนิวซีแลนด์ 
11. โซเดียมคาร์บอเนต (Sodium carbonate) บริษทั Ajax finechem ประเทศนิวซีแลนด ์
12. โซเดียมซลัไฟต ์(Sodium sulphite) บริษทั Kemaus ประเทศออสเตรเลีย 
13. โซเดียมอะซีเตท ไตรไฮเดรท (Sodium acetate trihydrate) บริษทั Qrec ประเทศนิวซีแลนด์ 
14. โซเดียม ซิเตรท (Sodium citrate) บริษทั Ajax finechem ประเทศนิวซีแลนด ์
15. เตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟต (Tetrasodium pyrophosphate) บริษทั Ajax finechem  

ประเทศนิวซีแลนด ์
16. ไดเบสิก โซเดียมฟอสเฟต (Dibasic sodium phosphate) บริษทั Ajax finechem  

ประเทศนิวซีแลนด ์
17. โมโนโซเดียมฟอสเฟต (Mono sodium phosphate) บริษทั Ajax finechem  

ประเทศนิวซีแลนด ์
18. กรดอะซิติก (Acetic acid) บริษทั RCI Labscan ประเทศไทย 
19. กรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ (Sulfuric acid) บริษทั RCI Labscan ประเทศไทย 
20. กรดบอริก (Boric acid) บริษทั Ajax finechem ประเทศนิวซีแลนด ์
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21. กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid) บริษทั Loba chemie ประเทศอินเดีย 
22. กรดไตรคลอโรอะเซติก (Trichloroacetic acid, TCA) บริษทั Loba chemie  

ประเทศอินเดีย 
23. กรดซิตริก โมโนไฮเดรท (Citric acid monohydrate) บริษทั Fluka guarantee  

ประเทศสวิตเซอร์แลนด ์
24. กรดไทโอบาร์บิวทูริก (2-Thiobarbituric acid) บริษทั Fluka guarantee  

ประเทศสวิตเซอร์แลนด ์
25. เอทานอล (Ethanol) บริษทั Quality reagent chemical ประสวิตเซอร์แลนด ์
26. คอปเปอร์ ซลัเฟต (Copper (II) sulfate) บริษทั Fluka finechem ประเทศนิวซีแลนด์ 
27. คอปเปอร์ อะซิเตต (Cupric acetate) บริษทั Fluka guarantee ประเทศสวิตเซอร์แลนด ์
28. โพแทสเซียม ซลัเฟต (Potassium sulfate) บริษทั Ajax finechem ประเทศนิวซีแลนด ์
29. โพแทสเซียม เปอร์ซลัเฟท (Potassium persulpate) บริษทั Ajax finechem  

ประเทศนิวซีแลนด ์
30. มาลอนไดแอลดีไฮด ์(Malondialdehyde, MDA) บริษทั Merck KGaA ประเทศเยอรมนี 
31. เมทานอล (Methanol) บริษทั RCI Labscan ประเทศไทย 
32. ปิโตรเลียมอีเทอร์ (Petroleum ether) บริษทั RCI Labscan ประเทศไทย 
33. 1-โพรพานอล (1-Propanol) บริษทั Winnex ประเทศไทย 
34. สารโฟลีน - ซีโอเคาทูล (Folin - Ciocalteu’s phenol reagent) บริษทั Loba chemie  

ประเทศอินเดีย 
35. โบวินซีรัมอลับูมิน (Bovine serum albumin) บริษทั เอ็นพี เคมีคอล ซพัพลาย จ ากดั 

ประเทศไทย 
36. เคซีนจากนมววั (Casein) บริษทั Sigma aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 
37. 2,4,6-Trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS) บริษทั Sigma aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 
38. เลซิทิน (Lecithin) บริษทั ทีทีเค จ ากดั ประเทศไทย 
39. โทรล็อก (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid, Trolox)   

บริษทั Sigma aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 
40. ABTS (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) บริษทั Sigma aldrich  

ประเทศเยอรมนี 
41. DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) บริษทั Sigma aldrich ประเทศเยอรมนี 
42. TPTZ (2,4,6-tripyridyl- striazine) บริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
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43. Chloramine-T บริษทั Sigma Aldrich ประเทศเยอรมนี 
44. เฟอร์ริกคลอไรด ์(Ferric chloride (hexahydrate)) บริษทั Loba chemie ประเทศอินเดีย 
45. 4-(Dimethylamino)-benzaldehyde) บริษทั Ajax finechem ประเทศออสเตรเลีย 

 

เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
1. เคร่ืองวดัค่าสี Hunter lab colorimeter รุ่น Miniscan XP Plus ประเทศสหรัฐอเมริกา 
2. เคร่ืองวดัลกัษณะเน้ือสัมผสั Stable micro sysmtem รุ่น TA-XT2 ประเทศองักฤษ 
3. เคร่ืองบดเน้ือสัตว ์Meat mincer รุ่น TC22 ประเทศจีน 
4. เคร่ืองสับผสมอาหาร CombiMax รุ่น K 600 ประเทศเยอรมนัมนี 
5. เตาเผา (Muffle furnace) Ney รุ่น 6-160A ประเทศองักฤษ 
6. เคร่ืองวิเคราะห์ไขมนั (Soxhlet apparatus) Gerhardth รุ่น S306AK ประเทศ 

สวิตเซอร์แลนด์ 
7. เคร่ืองวิเคราะห์โปรตีนรุ่น Buchi 323 ประเทศสวิตเซอร์แลนด ์
8. เคร่ืองก าจดัไอกรด (Scrubber unit) Buchi, รุ่น B-414 ประเทศสวิสเซอร์แลนด ์
9. เคร่ืองวดั pH (pH meter) Schott รุ่น TA-XT5 ประเทศองักฤษ 
10. เคร่ืองป่ันผสม (Vortex mixer) Heidolph รุ่น REAX 2000 ประเทศเยอรมนัมนี 
11. เคร่ืองหมุนเหว่ียงชนิดตั้งโต๊ะ (Centrifuge) Hermle รุ่น Z323K ประเทศเยอรมนี 
12. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง Sartorius รุ่น AC 211S ประเทศเยอรมนี 
13. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 2 ต าแหน่ง Sartorius รุ่น BA 4100S ประเทศเยอรมนี 
14. เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer UV/VIS) รุ่น Genesys 10S ประเทศ 

สหรัฐอเมริกา 
15. เคร่ืองอบแห้งแบบถาด (Tray dryer) บริษทั อีเคฟู้ดเทค จ ากดั ประเทศไทย 
16. อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา่ (Shaking water bath) รุ่น CB22-20-SB-D ประเทศ 

เดนมาร์ก 
17. ตูอ้บลมร้อนแบบถาด (Tray dryer) ประเทศไทย 
18. ตูอ้บลมร้อน (Hot air oven) Shel lab รุ่น 1350 FX ประเทศสหรัฐอเมริกา 
19. ดว้ยเคร่ืองกวนสารละลาย (Overhead stirrer) รุ่น D-79219 ประเทศเยอรมนี 
20. ตูบ้่มเช้ือ (Incubator) Memmert รุ่น Model 600 ประเทศเยอรมนี 
21. เตาเผาไฟฟ้า (Hot plate) รุ่น EC46 ประเทศองักฤษ 
22. Shaker รุ่น Innova ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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23. Autoclave รุ่น H-99LL ประเทศญี่ปุ่ น 
24. อุปกรณ์ในการทดสอบคุณภาพทางประสาทสัมผสั เช่น ถว้ยชิม แกว้น ้า ชอ้น 
25. อุปกรณ์เคร่ืองแกว้ เช่น กระบอกตวง บีกเกอร์ ขวดปรับปริมาตร 
26. อุปกรณ์เคร่ืองครัว เช่น อ่างสแตนเลส ถาด  

 

วิธีด าเนินการทดลอง 
ข้ันตอนการเตรียมวัตถุดิบ 
 น าเทา้ไก่มาเตรียมเป็นวตัถุดิบโดยดดัแปลงจากวิธีของ Abedinia, Ariffin, Huda and 
Nafchi (2017) โดยน าเทา้ไก่มาผ่านขั้นตอนต่าง ๆ ไดแ้ก่ การเตรียมวตัถุดิบขั้นตน้ การก าจดัโปรตีน
ที่ไม่ใช่คอลลาเจน การท าให้พองดว้ยสารละลายกรด และการสกดัอนุพนัธ์ที่ละลายน ้าไดข้อง
คอลลาเจน (เจลาติน) 
 1.  ขั้นตอนการเตรียมวตัถุดิบขั้นตน้ 
 น าเทา้ไกม่าลา้งท าความสะอาดดว้ยน ้าประปาแลว้น ามาบดลดขนาดดว้ยเคร่ืองบด
เน้ือสัตวท์ี่มีขนาดของรูหนา้แปลน 5 มิลลิเมตร ก่อนน าของแข็งที่ไดม้าแช่น ้าเพ่ือก าจดัเลือดใน
อตัราส่วน 1:6 w/v ที่อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 10 นาที แลว้น าของแข็งมาบีบน ้าออกกอ่นน ามา
แช่ดว้ยสารละลายเอทานอลเพื่อก าจดัไขมนัในอตัราส่วน 1:10 w/v ที่อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 6 
ชัว่โมง โดยตลอดกระบวนการของขั้นตอนการเตรียมวตัถุดิบมีการกวนตลอดเวลาดว้ยเคร่ืองกวน
สารละลาย 
 2.  ขั้นตอนการก าจดัโปรตีนที่ไม่ใช่คอลลาเจนดว้ยสารละลายด่าง 
 น าของแข็งที่ไดจ้ากขั้นตอนการเตรียมวตัถุดิบขั้นตน้มาแช่สารละลายโซเดียม            
ไฮดรอกไซดเ์พื่อก าจดัโปรตีนที่ไม่ใช่คอลลาเจนที่ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ในอตัราส่วน 1:6 w/v ที่
อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 3 ชัว่โมง แลว้น าของแข็งที่ไดม้าลา้งน ้าจนสารละลายด่างหมดหรือมี 
pH เป็นกลางจะไดเ้ป็นคอลลาเจน  
 3.  ขั้นตอนการท าให้พองดว้ยสารละลายกรด 
 น าคอลลาเจนที่ไดจ้ากขั้นตอนการก าจดัโปรตีนที่ไม่ใช่คอลลาเจนดว้ยสารละลายด่างมา
แช่สารละลายกรดอะซิติกเพื่อท าให้คอลลาเจนเกิดการพองตวั (Swelling) ที่ความเขม้ขน้ 0.05      
โมลาร์ ในอตัราส่วน 1:6 w/v ที่อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 3 ชั่วโมง แลว้ลา้งคอลลานเจนดว้ยน ้า
จนสารละลายกรดหมดหรือมี pH เป็นกลาง 
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 4.  ขั้นตอนการสกดัอนุพนัธ์ที่ละลายน ้าไดข้องคอลลาเจน (เจลาติน)  
 น าคอลลาเจนที่ไดจ้ากขั้นตอนการท าให้พองดว้ยสารละลายกรดมาผลิตเป็นเจลาตินโดย
ดดัแปลงจากวิธีของ Mokhtar et al. (2017) ดว้ยการน าคอลลาเจนมาแช่น ้ากลัน่ในอตัราส่วน 1:2 
w/v ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 12 ชั่วโมง ก่อนน ามาแยกดว้ยกระดาษกรองเบอร์ 4 
ในระบบสุญญากาศ (Abedinia et al., 2017) เก็บสารละลายส่วนใสหรือเจลาตินในถุงพลาสติกชนิด
โพลิเอทิลีน (Polyethylene, PE) แลว้น าไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส ก่อนน ามาวิเคราะห์
คุณภาพ  
การวิเคราะห์คุณภาพ 

1. ปริมาณผลได ้(%Yield) (Liu et al.,2001) แสดงดงัภาคผนวก ข-1 
2. องคป์ระกอบทางเคมขีองเจลาตินจากเทา้ไก ่

2.1. ปริมาณความช้ืน (AOAC, 2000)แสดงดงัภาคผนวก ก-1 
2.2. ปริมาณโปรตีน (AOAC, 2000) แสดงดงัภาคผนวก ก-2 
2.3. ปริมาณไขมนั (AOAC, 2000) แสดงดงัภาคผนวก ก-3 
2.4. ปริมาณเถา้ (AOAC, 2000) แสดงดงัภาคผนวก ก-4 

3. ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีน (Garbowska, Radzyminska, & Jakubowska, 2013)  
แสดงดงัภาคผนวก ก-5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1
8

3
9

6
3

3
7

7
6



 

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
6
0
9
1
0
0
2
2
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
2
9
1
0
2
5
6
3
 
1
0
:
5
5
:
5
6
 
/
 
s
e
q
:
 
1
4
2

56 
 

3.1  ศึกษาผลของชนิดของเอนไซม์ต่อประสิทธิภาพในการย่อยเจลาตินไฮโดรไลเสตจาก
เท้าไก่ 
 ขั้นตอนการคดัเลือกชนิดของเอนไซมจ์ากเอนไซมท์ั้ง 4 ชนิด ไดแ้ก่ เปปซิน ทริปซิน 
ปาเปน และอลัคาเลส แบ่งออกเป็น 2 ขั้นตอน ไดแ้ก่ วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซมแ์ละวิเคราะห์
จลนพลศาสตร์ของเอนไซม ์
  3.1.1   วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ 
  วิธีการวิเคราะห์ดงัแสดงในภาคผนวก ก-7 โดยน าเอนไซมท์ั้ง 4 ชนิด มาวิเคราะห์
กิจกรรมของเอนไซม ์โดยดดัแปลงจาก วนัชยั เกียรติพิมล (2545) เร่ิมจากการน าเคซีนที่ความ
เขม้ขน้ 1%  ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ผสมกบัเอนไซม ์1 มิลลิลิตร ที่ผ่านการเจือจางอยา่งเหมาะสมใน
สารละลายโซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์และน ามาบม่ (ซ่ึงมี pH และอุณหภูมิที่เหมาะกบัการท างาน
ของเอนไซมแ์ต่ละชนิดดงัตารางที่ 3-1) เป็นระยะเวลา 15 นาที จากนั้นยติุปฏิกิริยาของเอนไซมด์ว้ย
บฟัเฟอร์ (Stop buffer) 2 มิลลิลิตร ทิ้งให้เยน็ที่อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 30 นาที ก่อนน าไปป่ัน
เหว่ียงดว้ยเคร่ืองหมุนเหว่ียงชนิดตั้งโต๊ะดว้ยความเร็ว 3500 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 10 นาที เก็บ
ส่วนใสไปวิเคราะห์ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร โดยเปรียบเทียบค่าการ
ดูดกลืนแสงกบักราฟมาตรฐานของไทโรซีน (ภาคผนวก ก-7) ก่อนน ามาค านวณกิจกรรมของ
เอนไซมด์งัสมการ 3-1 
 
กิจกรรมของเอนไซม ์(ยนิูตต่อมิลลิลิตร) 

=
มิลลิกรัมไทโรซีน × 1000 × จ านวนเท่าการเจือจางสารละลายเอนไซม์

น ้าหนกัโมเลกุลไทโรซีน (กรัมต่อโมล) × เวลาที่บ่ม (นาที) × ปริมาตรสารละลายเอนไซม ์ (มิลลิลิตร)
 

                     (3-1) 
     

  3.1.2   วิเคราะห์จลนพลศาสตร์ของเอนไซม์ 

   น าเอนไซมท์ั้ง 4 ชนิดมาหาประสิทธิภาพในการยอ่ยเจลาตินไฮโดรไลเสตที่
เหมาะสมกบัเทา้ไก ่โดยดดัแปลงจากวิธีของ Ghassem et al., (2014) น าเจลาตินจากเทา้ไก่ที่สกดัได้
จากขั้นตอนการเตรียมวตัถุดิบมาแปรความเขม้ขน้ของปริมาณโปรตีน (0-15 มิลลิกรัมตอ่มลิลิลิตร)
จากนั้นเติมสารละลายเอนไซม ์(ในปริมาณที่ท าให้กราฟระหว่างซบัสเตรตกบัความเร็วเร่ิมตน้ของ
ปฏิกิริยาเกิดความอิ่มตวัจนสามารถหาค่า Km และ Vmax ได ้โดยเจือจางดว้ยบฟัเฟอร์ดว้ย pH ที่
เหมาะสมกบัชนิดของเอนไซม)์ ผสมให้เขา้กนัและบ่มทนัทีดว้ยอุณหภูมิที่เหมาะสมกบัชนิดของ
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เอนไซม ์(ตารางที่ 3-1) เป็นระยะเวลา 15 นาที ก่อนน ามายติุปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส 
เป็นระยะเวลา 15 นาที จากนั้นน าไปวิเคราะห์คุณภาพ 
 
ตารางที่ 3-1 สภาวะที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมแ์ต่ละชนิด 
 

ชนิดของเอนไซม ์ pH อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 
เปปซิน 2.0 37 
ทริปซิน 8.0 37 
อลัคาเลส 8.0 50 
ปาเปน 6.0 65 

 

การวิเคราะห์คุณภาพ 

1.  ค่าพารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์ของเอนไซม ์ 

 น าสมการ Michaelis-Menten มาประยกุตใ์ช้ในการวิเคราะห์ผลกระทบของชนิดของ

เอนไซมต์่อประสิทธิภาพในการยอ่ยเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ดว้ยค่าความเร็วปฏิกิริยาสูงสุด 
(Maximum velocity, Vmax) และค่าคงที่ของ Km (Michaelis-Menten constant) โดยดดัแปลงจาก 

Ghassem et al. (2014) โดยสุ่มตวัอยา่งส่วนใส 125 ไมโครลิตร มาวิเคราะห์ค่า α-amino ดงั

ภาคผนวก ก-8 เพื่อน าขอ้มลูจากการทดลองค านวณหาค่า Vmax และ Km โดยน าขอ้มูลมาสร้าง
กราฟ Lineweaver–Burk ระหว่าง v กบั [s]  

2.  ปริมาณระดบัการยอ่ย (Degree of hydrolysis, DH) (Benjakul  & Morrissey, 1997) แสดง 
ดงัภาคผนวก ก-8 

การวิเคราะห์ทางสถิติ 

วิเคราะห์ความแปรปรวนของขอ้มูล (ANOVA) โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD และ
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยของคุณภาพที่วดัได ้โดยวิธี Tukey’s Multiple Comparison 

test ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 โดยใชโ้ปรแกรมคอมพิวเตอร์ส าเร็จรูป Minitab® 18 

เกณฑ์ในการคัดเลือก 
เลือกชนิดของเอนไซมท์ี่ใชใ้นการผลิตเจลาตินไฮโดรไลเสตที่มีค่า Vmax มากที่สุด และ

ค่า Km นอ้ยที่สุด 
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3.2  ศึกษาผลของปริมาณเอนไซม์ร่วมกับระยะเวลาในการย่อยของเจลาติน             

ไฮโดรไลเสตจากเท้าไก่ต่อความสามารถในการยับยั้งการเกิดออกซิเดชันด้วยวิธีพ้ืนที่ผิว

ตอบสนอง (Response surface methodology) ออกแบบการทดลองแบบ Central 

composite design (CCD) 
 
 การผลิตเจลาตินไฮโดรไลเสตเกิดจากการใชว้ตัถุดิบ (เทา้ไก่) เช่นเดียวกบัการผลิต        
เจลาติน โดยน าเทา้ไก่มาเตรียมขั้นตน้ดว้ยการแช่ในสารละลายด่างเพ่ือก าจดัส่วนที่ไม่ใช่คอลลาเจน
แลว้น ามาสกดัเป็นคอลลาเจนดว้ยสาระลายกรดซ่ึงคอลลาเจนที่ไดจ้ะเกิดจากการสูญเสียสภาพ
ธรรมชาติดว้ยความร้อนเพื่อผลิตเป็นเจลาติน เมื่อน าเจลาตินมายอ่ยดว้ยเอนไซมจ์ะไดเ้ป็นผลิตภณัฑ์
สุดทา้ยที่เรียกว่า “เจลาตินไฮโดรไลเสต” 
 จากรายงานของการศึกษาโปรตีนไฮโดรไลเสตหรือคอลลาเจนไฮโดรไลเสตหรือเจลาติน
ไฮโดรไลเสตหรือเปปไทดท์ี่มีผลต่อกิจกรรมการตา้นอนุมลูอิสระจากผลพลอยไดต้่าง ๆ (ตารางที่ 

2-6) พบว่าหนงัเป็ดใชค้วามเขม้ขน้ของเอนไซมช์นิดต่าง ๆ ในปริมาณ 0.02% เป็นระยะเวลา 8 
ชัว่โมง (Lee et al., 2012) ผลพลอยไดจ้ากเป็ด (กระดูก หัว เทา้ และอวยัวะภายใน) ใชค้วามเขม้ขน้

ของเอนไซมช์นิดต่าง ๆ ในปริมาณ 2% เป็นระยะเวลา 8 ชัว่โมง (Lee et al., 2010) กระดูกปลาและ

ไก่ใชค้วามเขม้ขน้ของเอนไซมช์นิดต่าง ๆ ในปริมาณ 1% เป็นระยะเวลา 8 ชัว่โมง (Centenaro et 
al., 2011) ตบัหมูใชค้วามเขม้ขน้ของเอนไซมช์นิดต่าง ๆ ในปริมาณ 1% เป็นระยะเวลา 0, 2, 4 และ 

6 ชัว่โมง (Verma et al., 2017) กระดูกอ่อนของปลาฉลามหัวคอ้นหยกั (Sphyrna lewini) ใชค้วาม

เขม้ขน้ของเอนไซมช์นิดต่าง ๆ ในปริมาณ 2.5% เป็นระยะเวลา 4 ชัว่โมง (Li et al., 2017) แสดงให้
เห็นว่าการยอ่ยโปรตีนดงักล่าวมีช่วงความเขม้ขน้ของเอนไซมแ์ละระยะเวลาที่ใชใ้นการยอ่ยที่

แตกต่างกนัตามซบัสเตรตที่ใชซ่ึ้งส่งผลต่อความสามารถในการยบัยั้งการเกิดออกซิเดชนั ดงันั้นใน
ขั้นตอนน้ีจึงเป็นการศึกษาปริมาณเอนไซม ์(เปปซิน 0.02 - 5% w/w) ร่วมกบัระยะเวลาในการยอ่ย

คอลลาเจนไฮโดรไลเสต (2 - 8 ชัว่โมง) ต่อคุณภาพของเจลาตินไฮโดรไลเสต โดยมีปัจจยัที่ศึกษา 

คือ 
 ปัจจยัที่ 1 (X1) ปริมาณเอนไซม ์(Pepsin amount) 0.02-5% (w/w) 
 ปัจจยัที่ 2 (X2) ระยะเวลาในการยอ่ย (Hydrolysis time) 2 - 8 ชั่วโมง 
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 จดัส่ิงทดลองแบบ Central composite design (CCD) แบบหุ่นก าลงัสองมาตรฐาน ศึกษา
ปัจจยัละ 5 ระดบั (ค่ารหัส -1.414, -1, 0, 1, 1.414) โดยมีการท าซ ้าที่จุดก่ึงกลาง (ค่ารหัส 0) 3 ซ ้า ให้
สามารถจดัส่ิงทดลองไดท้ั้งหมด 11 ส่ิงทดลอง แสดงค่ารหัสและค่าจริงดงัตารางที่ 3-2 
 
ตารางที่ 3-2 ส่ิงทดลองในการวางแผนการทดลองแบบ CCD หาสภาวะที่เหมาะสมของปริมาณ 
    เอนไซมร่์วมกบัระยะเวลาในการยอ่ยของเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ต่อ 
    ความสามารถในการยบัยั้งการเกิดออกซิเดชนั 

 
ส่ิงทดลอง ค่ารหัส ค่าจริง 

X1: ปริมาณ
เอนไซม ์ 
(%w/w) 

X2: ระยะเวลาใน
การยอ่ย 
(ชัว่โมง) 

X1: ปริมาณ
เอนไซม ์ 
(%W/W) 

X2: ระยะเวลาใน
การยอ่ย 
(ชัว่โมง) 

1 -1 -1 0.75 3.30 
2 -1 1 0.75 7.00 
3 1 -1 0.43 3.30 
4 1 1 0.43 7.00 
5 -1.414 0 0.02 5.00 
6 1.414 0 5.00 5.00 
7 0 -1.414 1.76 2.00 
8 0 1.414 1.76 8.00 
9 0 0 1.76 5.00 
10 0 0 1.76 5.00 
11 0 0 1.76  5.00 

 
 การผลิตเจลาตินไฮโดรไลเสตดดัแปลงจากวิธีของ Lee et al. (2012)โดยน าเจลาตินที่
ไดม้ายอ่ยดว้ยเอนไซมท์ี่คดัเลือกไดจ้ากขอ้ที่ 3.1 โดยเร่ิมปฏิกิริยาการยอ่ยเจลาตินจากการน าเจลาติน 
(14 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) มาเติมเอนไซมใ์นอตัราส่วน 0.02-5% w/w ดงัตารางที่ 3-2 ผสมให้เป็น
เน้ือเดียวกนัก่อนน ามาบ่มในอ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิทนัทีเป็นระยะเวลา   2 - 8 ชัว่โมง จากนั้นน ามา
ยตุิปฏิกิริยาของเอนไซมโ์ดยการให้ความร้อนที่ 100 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 10 นาที ทนัที 
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และทิ้งให้เยน็ที่อุณหภูมิห้องก่อนน ามาป่ันเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000g เป็นระยะเวลา 20 นาที เก็บ
สารละลายส่วนใส (เจลาตินไฮโดรไลเสต) มาวิเคราะห์คุณภาพ 
การวิเคราะห์คุณภาพ 

1.  ปริมาณโปรตีนดว้ยวิธีลาวรี (Lowry method) (Lowry, Rosebrough, Farr, & Randall, 1951) 
แสดงดงัภาคผนวก ก-6 

2.  Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) (Yarnpakdee et al., 2015)โดยวิเคราะห์ 

ความสามารถในการยบัยั้งการเกิดออกซิเดชนัของไขมนัในระบบ Lecithin liposome แสดงดงั
ภาคผนวก ก-9 

3.  ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน ้า (Protein hydrophobicity) (Chelh, Gatellier, & Santé-Lhoutellier, 

2006) แสดงดงัภาคผนวก ก-11 
4.  ความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระดว้ยวิธี ABTS ดดัแปลงจาก (Vate  & Benjakul, 2013)

แสดงดงัภาคผนวก ก-12 
5.  ความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระดว้ยวิธี DPPH ดดัแปลงจาก (Vate  & Benjakul, 2013) 

แสดงดงัภาคผนวก ก-13 

6.  ความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระดว้ยวิธี FRAP (Vate  & Benjakul, 2013) แสดงดงั
ภาคผนวก ก-14 

7.  องคป์ระกอบของกรดอะมิโน (Amino acid profile) โดยเคร่ือง High-performance liquid  
chromatography (HPLC) (AOAC Official method 994.12, 2012) วิเคราะห์โดยห้องปฏิบติัการ
ชีวเคมีและจุลชีววิทยา สถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) ดงัภาคผนวก 
ก-15 โดยวิเคราะห์เจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ที่ไดรั้บการคดัเลือกส าหรับไปประยกุตใ์ชใ้นไส้
กรอกไก ่
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การวิเคราะห์ทางสถิติ  

 การวิเคราะห์สมการถดถอยแบบพหุ (Multiple regression) ซ่ึงเป็นความสัมพนัธ์ระหว่าง
ตวัแปรตามที่วิเคราะห์ (Y) และตวัแปรที่ศึกษา (X) โดยมีความสัมพนัธ์ดงัน้ี 
       Y1-6 = ƒ(X1, X2) 
      เมื่อ  Y1-6 คอื ตวัแปรตามที่วิเคราะห์ ไดแ้ก่ 
       Y1   คือ ปริมาณโปรตีน 
       Y2   คือ ความสามารถในการยบัยั้งการเกิดออกซิเดชนัดว้ยวิธี  
        TBARS 
       Y3   คือ ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน ้า 
       Y4   คือ ความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระดว้ยวิธี ABTS 
       Y5   คือ ความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระดว้ยวิธี DPPH 
       Y6   คือ ความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระดว้ยวิธี FRAP 
      และ X1-2  คือ ตวัแปรตน้ที่ศึกษา ไดแ้ก ่
       X1   คือ ปริมาณเอนไซม ์
       X2   คือ ระยะเวลาในการยอ่ย 
 วิเคราะห์สมการถดถอยแบบพหุโดยใชโ้ปรแกรมคอมพิวเตอร์ส าเร็จรูป Minitab® 18 ท า
ให้ทราบถึงความสัมพนัธ์ของค่าคุณภาพหรือค่าตอบสนองต่าง ๆ (Y1-Y6)  ที่แสดงในแต่ละสมการ 
ซ่ึงแบ่งเป็นความสัมพนัธ์เชิงเส้น (Linear effect) ความสัมพนัธ์เชิงเส้นโคง้ (Quadratic effect) และ
อิทธิพลระหว่างปัจจยั (Interaction effect) ซ่ึงมีรูปแบบความสัมพนัธ์เชิงเส้นหรือเทอมก าลงัหน่ึง 
(X1, X2) ความสัมพนัธ์เชิงเส้นโคง้ หรือเทอมก าลงัสอง (X1

2, X2
2) และอิทธิพลระหว่างปัจจยัหรือ

เทอมที่มีอิทธิพลร่วมกนั (X1X2) โดยพิจารณาความน่าเช่ือถอืของสมการจาก R2 (Coefficient of 
Determination) ซ่ึงเป็นค่าที่บ่งบอกถึงสัมประสิทธ์ิการตดัสินใจ ถา้มีค่าเขา้ใกล ้1 แสดงว่า สมการมี
ความเหมาะสม ค่า Model significance ซ่ึงบอกถึงความสัมพนัธ์ระหว่างค่า Y และค่า X ถา้มีค่าต ่า
กว่า 0.05 แสดงถึงค่า Y และ X มีความสัมพนัธ์กนัทางสถิติที่ระดบันยัส าคญั 0.05 (Hema et al., 
2017)  
 การทวนสอบความแม่นย าของสมการที่ท านายไดโ้ดยด าเนินการทดลองซ ้าเพื่อให้ไดค้่า
ตอบสนองที่ไดจ้ากการทดลอง และแทนค่าตวัแปรที่ศึกษา (X1-2) ในสมการที่วิเคราะห์ไดแ้ละมี
ความน่าเช่ือถือเพื่อให้ไดค้่าตอบสนองที่ไดจ้ากการท านาย จากนั้นน าค่าตอบสนองที่ไดจ้ากการ
ทดลองและคา่ตอบสนองที่ไดจ้ากการท านายมาค านวณค่า %Error เพื่อบ่งบอกถึงความคลาดเคลือ่น
ของการท านายจากการใชส้มการ 3-2 (Mohammad, Kumar, & Basha, 2015) ถา้ %Error มีค่าต ่า 
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แสดงว่าค่าที่ไดจ้ากการท านายมีความคลาดเคลือ่นจากค่าจริงนอ้ย ซ่ึงมีรูปแบบสมการที่ดี 
(Bumrungsart  & Duangmal, 2019)  
      %Error = ((A – B)/A) × 100   (3-2)  
ก าหนดให้  A  คือ    ค่าตอบสนองที่ไดจ้ากการทดลอง 
  B  คือ    ค่าตอบสนองที่ไดจ้ากการท านาย 
 น าสมการที่น่าเช่ือถอืและผ่านการทวนสอบมาสร้างกราฟพ้ืนผิวการตอบสนอง 
(Response surface methodology, RSM) ดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูป Minitab® 18 เพื่อพิจารณา 
แนวโนม้ความสัมพนัธ์ระหว่างตวัแปรตาม (Y) และตวัแปรที่ศึกษา (X) เป็นการอธิบายผลของ
ปริมาณเอนไซมท์ี่ใชแ้ละระยะเวลาที่ใชใ้นการยอ่ย เลือกสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเจลาติน
ไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ที่มีผลต่อความสามารถในการยบัยั้งการออกซิเดชนัของไขมนัมากที่สุด 
โดยการใชเ้ทคนิคการซ้อนทบักราฟ (Super imposed technique) 
 ถา้หากการทวนสอบความแม่นย าของสมการไมม่ีความน่าเช่ือถอืให้พิจารณาสภาวะที่
เหมาะสมในการผลิตเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ที่มีผลต่อความสามารถในการยบัยั้งการ
ออกซิเดชนัของไขมนัโดยการวิเคราะห์ความแปรปรวนของขอ้มูล (ANOVA) วางแผนการทดลอง
แบบ CRD และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยของคุณภาพที่วดัไดด้ว้ย วิธี Tukey’s Multiple 
Comparison test ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 ใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ส าเร็จรูป Minitab® 18 
เกณฑ์ในการคัดเลือก 
 เลือกเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ที่มีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระมากที่สุด
เพื่อน ามาประยกุตใ์ชใ้นไส้กรอกไก ่
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3.3  ศึกษาผลของปริมาณเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเท้าไก่ต่อคุณภาพของไส้กรอกไก่ 
น าเจลาตินไฮโดรไลเสตที่คดัเลือกไดม้าประยกุตใ์ชใ้นไส้กรอกไก่โดยดดัแปลงจากวิธี

ของ Jo, Lee and Jung (2018) และ สายใจ จริยาเอกภาส (2553)โดยน าเน้ืออกไกไ่ม่มีหนงัมาบดดว้ย
เคร่ืองบดเน้ือสัตวท์ี่มีขนาดของรูหนา้แปลน 5 มิลลิเมตร แลว้น าไปแช่แข็งเป็นระยะเวลา 2 ชั่วโมง 
ก่อนน าส่วนผสมต่าง ๆ (ตารางที่ 3-3) ไดแ้ก่ เน้ืออกไก่บดมาผสมกบัน ้าแข็ง โซเดียมคลอไรด ์และ
สารละลายเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ (ในปริมาณ 1%, 3% และ 5%) รวมถึงเตตระโซเดียม  
ไพโรฟอสเฟตเป็นตวัอยา่งควบคุมเชิงบวกที่ใชแ้ทนเจลาตินไฮโดรไลเสตท าให้ไดส่ิ้งทดลอง 5 ส่ิง
ทดลอง กล่าวคอื  
ไส้กรอกไก่ไม่เสริมเจลา ตินไฮโดรไลเสต (Sausage fortified gelatin hydrolysate 0%, SGH 0%)  
ไส้กรอกไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 1% (Sausage fortified gelatin hydrolysate 1%, SGH 1%) 
ไส้กรอกไก่เสริม เจลาตินไฮโดรไลเสต 3% (Sausage fortified gelatin hydrolysate 3%, SGH 3%) 
ไส้กรอกไก่เสริม เจลาตินไฮโดรไลเสต 5% (Sausage fortified gelatin hydrolysate 5%, SGH 5%) 
และไส้กรอกไก่ที่เติมเตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟต 0.3% (Sausage adds tetrasodium 
pyrophosphate 0.3%, SSP 0.3%)  
 น าส่วนผสมทั้งหมดในแต่ละส่ิงทดลองดงัตารางที่ 3-3 ใส่ลงในเคร่ืองสับผสมอาหาร 
จากนั้นสับผสมให้เขา้กนัเป็นระยะเวลา 3 นาที โดยส่วนผสมที่เป็นเน้ือเดียวกนัทั้ง 5 ส่ิงทดลอง ถูก
เก็บไวใ้นตูเ้ยน็ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นน าตวัอยา่งที่ไดท้ั้ง 5 
ส่ิงทดลอง มาอดัไสโ้ดยใชไ้สค้อลลาเจนแลว้มดัดว้ยดา้ยก่อนน าไส้กรอกไปอบในตูอ้บลมร้อนแบบ
ถาดที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลาระยะ 35 นาที แลว้น าไส้กรอกที่ไดไ้ปตม้ที่อณุหภูมิ 75 
องศาเซลเซียส เป็นเวลาระยะ 3 นาที ท าให้เยน็ทนัทีดว้ยน ้าแข็งเป็นระยะเวลา 5 นาที ก่อนน าไส้
กรอกที่แห้งแลว้ใส่ถุงพลาสติกชนิดโพลิเอทิลีนเก็บในตูเ้ยน็ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ก่อนน าไป
วิเคราะห์คุณภาพไส้กรอกจะถูกน าไปน่ึงไอน ้าทีอุ่ณหภูมิน ้าเดือด เป็นระยะเวลา 2 นาที ยกเวน้การ
ตรวจวดัปริมาณจุลินทรีย ์
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ตารางที่ 3-3 ส่วนผสมส าหรับการผลิตไส้กรอกไก่ในแต่ละส่ิงทดลอง 
 

ส่วนผสม (กรัม) 
ส่ิงทดลอง 

SGH 0% SGH 1% SGH 3% SGH 5% SSP 0.3% 
เน้ืออกไก่บด 100 100 100 100 100 
โซเดียมคลอไรด ์ 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 
น ้าแข็ง 20 20 20 20 20 
สารละลายเจลาตินไฮโดรไลเสต - 1 3 5 - 
เตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟต - - - - 0.3 
SCH 0% คือ ไส้กรอกไก่ไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต SCH 1% คือ ไส้กรอกไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 1% 
(0.03 %โปรตีน) SCH 3% คือ ไส้กรอกไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 3% (0.09 %โปรตีน) SCH 5% คือ ไส้กรอก
ไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 5% (0.15 %โปรตีน) และ SSP 0.3% คอื ไส้กรอกไก่ท่ีเติมเตตระโซเดียมไพโร
ฟอสเฟต 0.3% 

 
การวิเคราะห์คุณภาพ 
1.  ลกัษณะทางกายภาพของไส้กรอกไก ่
 1.1  ค่าสี โดยใช้เคร่ืองวดัสี รายงานผลเป็นค่าสี L* a* b* (Zakaria  & Sarbon, 2018) 

แสดงดงัภาคผนวก ข-2 

 1.2  การวดัปริมาณน ้าอิสระ (aw) ดว้ยเคร่ืองวดัปริมาณน ้าอิสระที่ 25 องศาเซลเซียส 
(Herranz, Hoz, Hierro, Fernandez, & Ordonez, 2005) 

 1.3  ลกัษณะเน้ือสัมผสั ไดแ้ก่ ค่าความแข็ง (Hardness) ค่าการเกาะติดของอาหาร 

(Adhesiveness) ค่าความยืดหยุน่ (Springiness) ค่าการยึดเกาะกนัของอาหาร (Cohesiveness) ค่า
พลงังานในการกดั (Gumminess) และคา่พลงังานในการเคี้ยว (Chewiness) ดว้ยเคร่ือง Texture 

Analyzer (TA-XT2) ตวัอยา่งไส้กรอกจะถูกตดัเป็นทรงกระบอก (เส้นผ่าศูนยก์ลางสูง 1 เซนติเมตร 
x สูง 1.5 เซนติเมตร) ใชหั้ววดั P/50 ดดัแปลงจากวิธีของ Jo et al. (2018) แสดงดงัภาคผนวก ข-3 

2.  การออกซิเดชนัของไขมนั (Lipid peroxidation) ดว้ยวิธี Thiobarbituric acid reactive substances 
(TBARS) (Jayasingh  & Cornforth, 2004) ตรวจวดัเป็นระยะเวลา 0-14 วนั แสดงดงัภาคผนวก ก-
10 
3.  การตา้นจุลินทรีย ์ตรวจวดัปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมด (Total viable count) (Intarasirisawat et al., 

2014) แสดงดงัภาคผนวก ง-1 
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4.  การทดสอบทางประสาทสัมผสั 

 ความชอบทางประสาทสัมผสัดว้ยวิธี 9-point hedonic scale โดย 1 คะแนน คือ ไม่ชอบ
มากที่สุด และ 9 คะแนน คอื ชอบมากที่สุด ใชผู้ท้ดสอบเป็นผูบ้ริโภคทัว่ไป จ านวน 30 คน ประเมิน

ความชอบดา้นลกัษณะปรากฎ สี กลิ่น รสชาติ เน้ือสัมผสั และความชอบโดยรวม (สายใจ จริยาเอก

ภาส, 2553) แบบประเมินแสดงดงัภาคผนวก ค-1 

การวิเคราะห์ทางสถิติ 
 วิเคราะห์ความแปรปรวนของขอ้มูล (ANOVA) โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD 
ส าหรับผลวิเคราะห์คุณภาพทุกดา้น ยกเวน้การทดสอบทางดา้นประสาทสัมผสั วางแผนการทดลอง
แบบ RCBD และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยของคุณภาพที่วดัได ้โดยวิธี Tukey’s 
Multiple Comparison test ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 โดยใชโ้ปรแกรมคอมพิวเตอร์ส าเร็จรูป Minitab® 

18 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 

ข้ันตอนการเตรียมวัตถุดิบ 

 จากผลการวิเคราะห์องคป์ระกอบทางเคมีของเทา้ไก่และอนุพนัธ์ของคอลลาเจนที่ละลาย
น ้าได ้(เจลาติน) จากเทา้ไก่ (ในรูปของของเหลว) (ตารางที่ 4-1 และภาพที่ 4-1) พบว่า เมื่อน าเทา้ไก่
มาผ่านกระบวนการสกดัเป็นเจลาตินมีผลท าให้เจลาตินมีปริมาณความช้ืน โปรตีนและไฮดรอกซี 
โพรลีนมากกว่าเทา้ไก่ ในขณะที่มีปริมาณไขมนัและเถา้นอ้ยกว่าเทา้ไก่เช่นเดียวกบัรายงานของ 
Widyasari and  Rawdkuen (2014) ที่ศึกษาการสกดัและลกัษณะของเจลาตินจากเทา้ไก่ พบว่าเมื่อน า
เทา้ไก่มาสกดัเป็นเจลาตินจะมีปริมาณโปรตีนของเจลาติน (90.06%) เพ่ิมมากขึ้นจากเทา้ไก ่
(18.69%) ในขณะที่มีปริมาณไขมนัของเจลาติน (1.67%) ลดลงจากเทา้ไก่ (2.19%) ทั้งน้ีปริมาณ
ความช้ืนและเถา้ขึ้นอยูก่บัวตัถุดิบที่ผ่านกระบวนการที่แตกต่างกนั (เช่น การอบแห้ง การท าแห้ง
แบบแช่เยือกแข็ง และอื่น ๆ) รวมถึงวิธีที่ใชใ้นการสกดัเจลาติน (Widyasari  & Rawdkuen, 2015) 
โดยปริมาณเถา้ในผงเจลาตินไม่ควรเกิน 2%  ซ่ึงปริมาณเถา้และไขมนั (%) ต ่าเป็นตวับ่งช้ีถึง
กระบวนการสกดัเจลาตินที่มีประสิทธิภาพ (Widyasari  & Rawdkuen, 2014) ส่วนปริมาณคอลลา
เจนวดัไดจ้ากปริมาณไฮดรอกซีโพรลีน เน่ืองจากคอลลาเจนเป็นโปรตีนชนิดเดียวที่อุดมไปดว้ย 
ไฮดรอกซีโพรลีนและไม่พบในโปรตีนชนิดอื่น ดงันั้นไฮดรอกซีโพรลีนจึงมกัเป็นตวับ่งช้ีปริมาณ
ของคอลลาเจน (ปิยะพร เนียมมณี, 2559) จากการวิเคราะห์พบว่าปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนของเทา้
ไก่ (9.64%) ที่วิเคราะห์ไดน้อ้ยกว่าเมื่อเปรียบเทียบกบัรายงานของ Vittayanont (2007) (16.3%) แต่
มากกว่ารายงานของ Liu et al. (2001) (9.07%) ทั้งน้ีอาจเป็นผลมาจากสายพนัธ์ุและอาหารของไก่ 
อีกทั้งปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนของเจลาตินที่สกดัได ้(27.03%) มีปริมาณนอ้ยกว่าเมื่อเปรียบเทียบ
กบัปริมาณคอลลาเจนจากรายงานของ Almeida, Silva, Lannes, Farias and Santana (2013) (62.03 
กรัมต่อ 100 กรัม) อาจเป็นผลมาจากวตัถุดิบเร่ิมตน้ที่มีปริมาณคอลลาเจนไม่มากนกัรวมถึง
กระบวนการสกดั ซ่ึงกระบวนการท าให้พองในขั้นตอนการเตรียมวตัถุดิบดว้ยสารละลายกรดอะ
ซิติกจะท าให้เส้นใยโปรตีนของเทา้ไก่เกิดการพองตวั โดยกรดจะไปท าลายพนัธะนอนโควาเลนท์
ท าให้โปรตีนคลายตวัออกซ่ึงเป็นการเตรียมวตัถุดิบให้พร้อมต่อการสกดัคอลลาเจนให้เป็นเจลาติน 
จากนั้นเมื่อน าเจลาตินมาสกดัดว้ยความร้อนทีอ่ณุหภูมิสูงกว่า 40 องศาเซลเซียส ส่วนใหญ่จะเกิด
จากการท าลายพนัธะนอนโควาเลนทท์ั้งภายในและระหว่างโมเลกุลรวมถึงพนัธะเปปไทดอ์กี
เล็กนอ้ยท าให้โครงสร้างของคอลลาเจนเปลี่ยนแปลงไปเป็นเปปไทดท์ี่มีขนาดเล็กลง (Sarbon et al., 
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2015; สินีนาถ สุขไกว, 2555) สินีนาถ สุขไกว (2555) รายงานว่าการใชอุ้ณภูมิสูงในการสกดั 
คอลลาเจนจะถูกยอ่ยเป็นเจลาตินและละลายออกมาในสารสกดัไดม้ากกว่าการสกดัทีอุ่ณหภูมิต ่า
และระยะเวลาที่ส้ันกว่า ดงันั้นอุณหภูมิและระยะเวลาที่ใชใ้นการสกดัคอลลาเจนให้เป็นเจลาตินจึงมี
ผลต่อปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนของเจลาติน 
 
ตารางที่ 4-1 องคป์ระกอบทางเคมีของเทา้ไก่และเจลาตินจากเทา้ไก ่
 
องคป์ระกอบ เทา้ไก ่ เจลาติน 
ปริมาณผลได ้(%) - 136.23 ± 1.95 
ความช้ืน (%) 60.64 ± 1.75 96.53 ± 0.30 
โปรตีน* (% ฐานแห้ง) 38.73 ± 1.95 84.42 ± 4.92 
ไขมนั (% ฐานแห้ง) 7.31 ± 2.05 0.72 ± 0.13 
เถา้ (% ฐานแห้ง) 5.43 ± 1.47 0.52 ± 0.16 
ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีน (% ฐานแห้ง) 9.64 ± 0.30 27.03 ± 0.50 
* ค่าโปรตีนแฟคเตอร์เท่ากบั 5.4 (Melanie et al., 2015) 

 
 

 
 
ภาพที่ 4-1 เทา้ไก่ (1) และเจลาตินที่ผ่านกระบวนการสกดัจากเทา้ไก่ (2) 
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4.1  ผลของชนิดของเอนไซม์ต่อประสิทธิภาพในการย่อยเจลาตินไฮโดรไลเสต 
       จากเท้าไก่ 
 การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซมท์ั้ง 4 ชนิด ไดแ้ก่ ทริปซิน เปปซิน อสัคาเลส และ
ปาเปน (ตารางที่ 4-2) จากการเตรียมสารละลายเอนไซมเ์ขม้ขน้ 5 มิลลกิรัมต่อมลิลลิิตร ท าปฏิกิริยา
กบัเคซีนที่มีความเขม้ขน้ 1% ท าให้ทราบถึงกิจกรรมของเอนไซมแ์ต่ละชนิด โดยน าค่าที่ได้
เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของไทโรซีนจึงกล่าวไดว่้ากิจกรรมของเอนไซม ์1 ยนิูต (Units) 
หมายถึง ความสามารถของเอนไซมใ์นการเร่งปฏิกิริยาการยอ่ยซบัสเตรตไดก้รดอะมิโนไทโรซีน   
1 ไมโครโมล ในระยะเวลา 1 นาที ภายใตส้ภาวะที่ก  าหนด จากการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์
พบว่า ทริปซินและปาเปนมีกิจกรรมของเอนไซมน์อ้ยกว่าเปปซินและอลัคาเลสอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (p≤0.05) ในขณะเดียวกนัอลัคาเลสและเปปซินมีกิจกรรมของเอนไซมแ์ตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05) แต่ทริปซินและปาเปนแตกต่างกนัอยา่งไม่มีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05)  
  
ตารางที่ 4-2 กิจกรรมของเอนไซมแ์ต่ละชนิด 
 

ชนิดของเอนไซม ์ กิจกรรมของเอนไซม*์ (ยนิูตต่อมิลลลิิตร) 
ทริปซิน 1.83±0.03c 
เปปซิน 14.03±0.71b 
อลัคาเลส 21.07±0.05a 
ปาเปน 1.78±0.09c 

*กิจกรรมของเอนไซมใ์นสารละลายเอนไซมเ์ขม้ขน้ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
a, b, c, …หมายถึง ค่าเฉลี่ยท่ีมีตวัอกัษรต่างกนัในแนวตั้ง แสดงว่ามีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(p≤0.05) 

 
 เมื่อทราบถึงกิจกรรมของเอนไซมใ์นสารละลายเอนไซมค์วามเขม้ขน้ 5 มิลลิกรัมต่อ
มิลลลิิตร ที่เตรียมแลว้จึงก าหนดให้กิจกรรมของเอนไซมท์ั้ง 4 ชนิดเท่ากนัเพื่อเปรียบเทียบชนิดของ
เอนไซมท์ี่เหมาะส าหรับการยอ่ยเจลาตินจากเทา้ไก่ที่ไดจ้ากขั้นตอนการเตรียมวตัถุดิบ ซ่ึงค่า
กิจกรรมของเอนไซมเ์ป็นหน่ึงปัจจยัที่น าไปสู่การวิเคราะห์ค่าความเร็วเร่ิมตน้ (นพพล เล็กสวสัด์ิ, 
2559) ของจลนพลศาสตร์ของเอนไซม ์ซ่ึงขอ้มูลจลนพลศาสตร์ของเอนไซมม์ีประโยชน์ในการระบุ
ความจ าเพาะเจาะจงของเอนไซม ์โดยเอนไซมแ์ต่ละชนิดมีกลไกการท างานที่แตกต่างกนั (นพพล 
เล็กสวสัด์ิ, 2559; ปราณี อ่านเปร่ือง, 2558)   
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 จากการวิเคราะห์จลนพลศาสตร์ของเอนไซมท์ั้ง 4 ชนิด ไดแ้ก่ ทริปซิน เปปซิน            
อลัคาเลสและปาเปน ซ่ึงทดสอบดว้ยวิธี Trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) ซ่ึงเป็นการวดัการ
ท าปฏิกิริยาของสาร TNBS กบัหมู่อะมิโนจากการยอ่ยซบัสเตรต (เจลาติน) ที่ความเขม้ขน้ 0 - 15 
มิลลกิรัมต่อมลิลลิิตร ท าปฏิกิริยาเป็นระยะเวลา 10 นาที ตามสภาวะที่เหมาะสมของเอนไซมแ์ต่ละ
ชนิดที่ความเขม้ขน้ของเอนไซม ์0.001 ยนิูต โดยใช ้L-Leucine ที่ความเขม้ขน้ 0 -15 มิลลิโมลาร์ตอ่
มิลลลิิตร เป็นสารมาตรฐานในการเทียบความเขม้ขน้ของกรดอะมิโนที่ผลิตได ้โดยสาร TNBS จะ
ท าปฏิกิริยากบัหมู่อะนิโนอิสระที่เป็นทั้งหมู่ α-amino และ ε-amino ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าสาย         
โพลีเปปไทดข์องโปรตีนถูกตดัเป็นเปปไทดส์ายส้ัน ๆ หรือกรดอะมิโนอิสระมากขึ้น จึงมีปริมาณ
หมู่อะมิโนที่สามารถเกิดปฏิกิริยากบั TNBS มากขึ้น (ศุกร์จิตต ์เอี่ยมนเรพร, 2551) มีผลท าให้ทราบ
ความเร็วเร่ิมตน้ (V) จากการท าปฏิกิริยาในการย่อยซบัสเตรตเป็นผลิตภณัฑห์รือหมู่อะมิโน จึง
พบว่าเอนไซมท์ั้ง 4 ชนิด มีความสามารถในการยอ่ยซบัสเตรตที่แตกต่างกนัเห็นไดจ้ากค่า Vmax, 
Km, Kcat และ Kcat/Km (ตารางที่ 4-3)  
 เมื่อน าค่า Km หรือค่าคงที่ในการจบัตวักนัระหว่างเอนไซมก์บัซบัสเตรต ซ่ึงถา้ค่า Km ต ่า 
หมายถึงเอนไซมม์คีวามตอ้งการความเขม้ขน้ของซบัสเตรตต ่าเน่ืองจากเอนไซมม์ีความจ าเพาะกบั
ซบัสเตรตในการท าปฏิกิริยา จากตารางที่ 4-3 พบว่าทริปซินมีค่า Km ต ่ากว่าอลัคาเลสและปาเปน
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05) แต่ทริปซินมีค่า Km ต ่ากว่าเปปซินอยา่งไม่มีนยัส าคญัทางสถติิ 
(p>0.05) แสดงให้เห็นว่าทริปซินและเปปซินมีความตอ้งการความเขม้ขน้ของซบัสเตรตในการจบั
ตวักนันอ้ยกว่าอลัคาเลสและปาเปน เน่ืองจากทริปซินและเปปซินสามารถยึดจบัตวักนัไดดี้กบั  
ซบัสเตรตเป็นสารเชิงซ้อนของเอนไซมแ์ละซบัสเตรต (ES) หรือ ES แตกตวัไดน้อ้ย (k1 > k-1) (ดงั
สมการ 2-6) เน่ืองจากความเร็วของปฏิกิริยาทั้งหมดขึ้นกบัปริมาณ [ES] จึงอธิบายไดว่้าเอนไซม์
ทั้งหมดของทริปซินและเปปซินซ่ึงอยูใ่นรูปของ ES มีความเร็วของปฏิกิริยาสูง (Km จะต ่า) กว่า
เอนไซมอ์ลัคาเลสและปาเปน (Ghassem et al., 2014; นพพล เล็กสวสัด์ิ, 2559; ปราณี อ่านเปร่ือง, 
2558)  
 จากตารางที่ 4-3 ค่า Kcat เป็นอีกตวัช้ีวดัหน่ึงที่สนบัสนุนค่า Km เน่ืองจากค่า Kcat เป็น
ค่าคงที่ของความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาส าหรับเปลี่ยนจ านวนโมเลกุลของซบัสเตรตให้เป็น
ผลิตภณัฑใ์นระยะเวลา 1 วินาที ต่อเอนไซม ์1 โมล (Catalytic constant) พบว่าทริปซินมีค่า Kcat ต ่า
กว่าอลัคาเลสและปาเปนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถติิ (p≤0.05) แต่เปปซินมีค่า Kcat ต ่ากว่ากว่า         
อลัคาเลสอยา่งไม่มนียัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) โดยค่า Kcat ต ่าบ่งบอกถึงประสิทธิภาพของทริปซิน
และปาเปนที่มีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาโมเลกุลของซบัสเตรตให้เป็นผลิตภณัฑ์ (ดงัสมการ 
2-1) ไดไ้ม่ดีเท่ากบัอลัคาเลสและเปปซิน ดงันั้นอลัคาเลสและเปปซินจึงมีความสามารถในการเร่ง
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ปฏิกิริยาไดดี้กว่าทริปซินและปาเปน (Eisenthal, Danson, & Hough, 2007; นพพล เล็กสวสัด์ิ, 2559; 
สามารถ สายอุต, 2561)   
 ส่วนค่า Kcat/Km เป็นค่าประสิทธิภาพการเร่งปฏิกิริยาหรือค่าคงที่ความจ าเพาะเจาะจง 
(Specificity constant) ของเอนไซม ์พบว่าทริปซินมีค่า Kcat/Km สูงกว่าเอนไซมท์ั้ง 3 ชนิดอยา่งไม่
มีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) ซ่ึงบ่งช้ีถึงประสิทธิภาพการเร่งปฏิกิริยาหรือความเสถียรของการจบั
ตวักนัระหว่างทริปซินกบัซบัสเตรตที่ดีกว่าเอนไซมอ์ีก 3 ชนิด (Eisenthal et al., 2007; นพพล เล็ก
สวสัด์ิ, 2559; สามารถ สายอุต, 2561)   
 เมื่อพิจารณาถึงราคาของเอนไซมท์ี่เป็นตน้ทุนการผลิตเจลาตินไฮโดรไลเสต พบว่า       
เปปซินมีราคาที่ถูกกว่าอลัคาเลส ปาเปน และทริปซิน และเมื่อน าราคามาพิจารณาร่วมกบัค่า Vmax 
Km และ Kcat ของเอนไซมท์ั้ง 4 ชนิด เปปซินจึงเป็นเอนไซมเ์หมาะส าหรับน าไปศึกษา
ประสิทธิภาพในดา้นความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระเพื่อประยกุตใ์ชใ้นอุสาหกรรม
อาหารต่อไป 
 
ตารางที่ 4-3 จลนพลศาสตร์ของเอนไซมแ์ต่ละชนิดในการยอ่ยเจลาตินจากเทา้ไก่ตามสภาวะที ่
    เหมาะสมของเอนไซมแ์ต่ละชนิด 
 
เอนไซม ์ Vmax  

(มิลลิโมลาร์
ต่อวินาที) 

Km  
(มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร) 

Kcat* 
(วินาที-1) 

Kcat/Km 
(มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร·วินาที) 

ราคา 
(บาท/มิลลิกรัม
หรือมิลลิลิตร) 

ทริปซิน 1.63b 3.38b 1.63×103b 4.85×102a 17.36 
เปปซิน 1.79ab 4.67ab 1.79×103ab 3.87×102b 0.12 
อลัคาเลส 2.03a 4.96a 2.03×103a 4.12×102ab 10 
ปาเปน 1.76b 4.79a 1.76×103b 3.67×102b 10 
*ค่า Kcat = Vmax/[E]total 
a,b,…หมายถึง ค่าเฉลี่ยท่ีมีตวัอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้งเดียวกนัแสดงว่ามีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (p≤0.05) 
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ภาพที่ 4-2 ความสัมพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของซบัสเตรต (เจลาติน) [S] กบัความเร็วในการ 
 เกิดปฏิกิริยาของเอนไซม ์(V) แต่ละชนิด 
 

 
 
ภาพที่ 4-3 กราฟไลน์วีเวอร์-เบอร์ก (Lineweaver-Burk plot) ของปฏิกิริยาของเอนไซมแ์ต่ละชนิดใน 
 การยอ่ยเจลาตินจากเทา้ไก ่
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 จากการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของซบัสเตรต (เจลาตินจากเทา้ไก่ที่
ความเขม้ขน้ 0 - 15 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) กบัระดบัการยอ่ยของเอนไซมท์ั้ง 4 ชนิด (ภาพที่ 4-4 และ
ภาคผนวก จ-1) พบว่าซบัสเตรตในช่วง 1-9 มิลลิกรัมต่อมลิลิลิตร ทริปซินมีระดบัการยอ่ยมากที่สุด 
(3.57%) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัภาพที่ 4-2 ที่บ่งช้ีความสามารถของทริปซินในการยอ่ยซบัสเตรตสูงกว่า
เอนไซมอ์กี 3 ชนิด อีกทั้งค่า Km ยงัแสดงให้เห็นถึงความเร็วในการเกิดของปฏิกิริยาที่นอ้ยกว่าและ
ประสิทธิภาพในการเร่งปฏิกิริยาของทริปซินที่มีความจ าเพาะต่อซบัสเตรตที่มากกว่าเอนไซมท์ั้ง     
3 ชนิด แต่เมื่อมีการเพ่ิมความเขม้ขน้ซบัสเตรตจนถึงจุดอิ่มตวั (9-15 มิลลิกรัมตอ่มลิลิลิตร) ที่ท าให้ 
ทริปซินสามารถยึดจบัตวักนัไดดี้กบัซบัสเตรต หรือ ES แตกตวัไดน้อ้ยมีผลให้ระดบัการยอ่ยจะไม่
เพ่ิมขึ้นอีก ซ่ึงกิจกรรมของเอนไซมอ์กี 3 ชนิดเกิดขึ้นในลกัษณะเดียวกนัแต่จะสังเกตเห็นไดอ้ยา่ง
ชดัเจนในช่วงความเขม้ขน้ 12 - 15 มิลลิกรัมต่อมลิลิลิตร การเพ่ิมขึ้นและลดลงของระดบัการยอ่ยน้ี
มีลกัษณะคลา้ยคลึงกบัการงานวิจยัของ Butré, Sforza, Gruppen and Wierenga (2014) และ Deng, 
Butré and Wierenga (2018) โดยการเพ่ิมขึ้นและลดลงของระดบัการยอ่ยอาจเป็นผลกระทบจาก
ความเขม้ขน้ของซบัสเตรตที่เพ่ิมมากขึ้น ซ่ึงการลดลงของระดบัการยอ่ยอาจเป็นไปไดว่้าเกิดจาก
การเพ่ิมความเขม้ขน้ของซบัเสตรตในขณะที่เอนไซมม์ีปริมาณเท่าเดิมจึงเป็นผลให้ซบัสเตรตเกิด
การรวมตวักนัและไม่สามารถท าปฏกิิริยากบัเอนไซมไ์ด ้ทั้งน้ีความแตกต่างระหว่างระดบัการยอ่ย
อาจเป็นผลมาจากความแตกตา่งของซบัสเตรต เอนไซม ์และสภาวะที่ใช ้(Noman et al., 2018)  
 

 
ภาพที่ 4-4 ความสัมพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของซบัสเตรต (เจลาตินจากเทา้ไก่) กบัระดบัการยอ่ย  
 (%) ของเอนไซมท์ั้ง 4 ชนิด 
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4.2  ผลของปริมาณเอนไซม์ร่วมกับระยะเวลาในการย่อยของเจลาตินไฮโดรไลเสตจาก
เท้าไก่ต่อความสามารถในการยับยั้งการเกิดออกซิเดชันด้วยวิธีพ้ืนที่ผิวตอบสนอง 
(Response surface methodology) ออกแบบการทดลองแบบ Central composite 
design (CCD 
 
 จากผลการศึกษาผลของชนิดของเอนไซมต์อ่ประสิทธิภาพในการยอ่ยเจลาติน        
ไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ในขอ้ 4.1 จึงน าเปปซินมาใชใ้นการผลิตเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ทีม่ี
ความสามารถในการยบัยั้งการเกิดออกซิเดชนั ซ่ึงจากการรายงานของการศึกษาโปรตีนที่ยอ่ยดว้ย 
เปปซินรวมถึงเอนไซมช์นิดอื่น ๆ นั้นมีปริมาณเอนไซมท์ี่ใชก้บัซบัสเตรตที่แตกต่างกนั อีกทั้ง
สภาวะที่ใชใ้นการยอ่ยยงัส่งผลต่อความสามารถในการยบัยั้งการเกิดออกซิเดชนั ดงันั้นในขั้นตอนน้ี
จึงเป็นการศึกษาปริมาณเอนไซม ์(เปปซิน 0.02 - 5% w/w) ร่วมกบัระยะเวลาในการยอ่ยเจลาติน
ไฮโดรไลเสต (2 - 8 ชัว่โมง) 
 จากการศึกษาปริมาณเอนไซม ์(X1) ร่วมกบัระยะเวลาในการยอ่ย (X2) เจลาติน   
ไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ที่มีผลตอ่ปริมาณโปรตีน (Y1) ความสามารถในการยบัยั้งการเกิด
ออกซิเดชนัดว้ยวิธี TBARS (Y2)  ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน ้า (Y3) ความสามารถในการตา้นอนุมูล
อิสระดว้ยวิธี ABTS (Y4) DPPH (Y5) และ FRAP (Y6) ซ่ึงเป็นการจดัส่ิงทดลองแบบ Central 
composite design (CCD) แบบหุ่นก าลงัสองมาตรฐาน ท าให้สามารถจดัส่ิงทดลองได ้11 ส่ิงทดลอง  
ดงัตารางที่ 4-4 ถึง ตารางที่ 4-7  
 การวิเคราะห์สมการถดถอยแบบพหุ (Multiple regression) ดงัตารางที่ 4-4 พบว่า          
ค่าตอบสนองต่าง ๆ (Y1 - Y6) มคี่า R2 ของปริมาณโปรตีน (99.55%) ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน ้า 
(98.33%) และความสามารถในการตา้นอนุมูลอสิระดว้ยวิธี ABTS (91.31%) ซ่ึงมีค่ามากกว่า 90% 
หรือเขา้ใกล ้1 และมีค่า Model significant ของปริมาณโปรตีน (0.00) ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน ้า 
(0.00) และความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระดว้ยวิธี ABTS (0.01) ซ่ึงมีค่าต ่ากว่า 0.05 แสดงให้
เห็นว่าปริมาณโปรตีน ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน ้าและความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระดว้ยวิธี 
ABTS มีสมการที่มีความเหมาะสมน่าเช่ือถอืตามเกณฑ์ที่ก  าหนด (Hema et al., 2017) โดยสมการ
ของปริมาณโปรตีน ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน ้า และความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี 
ABTS มีลกัษณะรูปแบบสมการเหมือนกนั คือมทีั้งเทอมของก าลงัหน่ึง เทอมก าลงัสอง และเทอมที่
มีอิทธิพลร่วมกนั โดยเมื่อพิจารณาที่ค่าสัมประสิทธ์ิของปริมาณโปรตีน พบว่าค่าสัมประสิทธ์ิของ 
X1, X2 มีค่าเป็นบวกบ่งช้ีว่าเมื่อเพ่ิมปริมาณเอนไซมร่์วมกบัระยะเวลาที่ใชใ้นการยอ่ยเจลาติน
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ไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่มีแนวโนม้ท าให้ปริมาณโปรตีนมีค่าเพ่ิมขึ้น ค่าสัมประสิทธ์ิของปริมาณ
โปรตีนที่ไม่ชอบน ้า พบว่าค่าสัมประสิทธ์ิของ X1 มีค่าเป็นบวกบ่งช้ีว่าเมื่อเพ่ิมปริมาณเอนไซมท์ี่ใช้
ในการยอ่ยเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่มีแนวโนม้ท าให้ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน ้ามคี่าเพ่ิมขึ้น 
ขณะที่ X2 มีค่าเป็นลบบ่งช้ีว่าเมื่อเพ่ิมระยะเวลาที่ใชใ้นการยอ่ยเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่มี
แนวโนม้ท าให้ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน ้ามีค่าลดลง ส่วนค่าสัมประสิทธ์ิของความสามารถในการ
ตา้นอนุมลูอิสระดว้ยวิธี ABTS พบว่าค่าสัมประสิทธ์ิของ X1, X2 มีค่าเป็นลบบ่งช้ีว่าเมื่อเพ่ิมปริมาณ
เอนไซมท์ี่ใชร่้วมกบัระยะเวลาที่ใชใ้นการยอ่ยเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่มีแนวโนม้ท าให้
ความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระมีค่าลดลง 
 การทวนสอบความแม่นย าของสมการที่ท านายไดโ้ดยพิจารณาจากค่าความคลาดเคลื่อน 
(%Error) ดงัตารางที่ 4-4 พบว่า ค่าความคลาดเคลื่อนของปริมาณโปรตีน (0.01%) ปริมาณโปรตีนที่
ไม่ชอบน ้า (0.69%) และความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระดว้ยวิธี ABTS (0.02%) มีค่าความ
คลาดเคลื่อนนอ้ยมากจากการเปรียบเทียบค่าตอบสนองที่ไดจ้ากการทดลองและค่าตอบสนองที่ได้
จากการท านาย ซ่ึงบ่งบอกไดว่้าค่าตอบสนองที่ไดจ้ากการท านายมีค่าความคลาดเคลื่อนจากค่า
ทดลองหรือจากค่าจริงนอ้ยมาก (Bumrungsart  & Duangmal, 2019) ซ่ึงค่าตอบสนองที่ไดจ้ากการ
ทดลองและคา่ตอบสนองที่ไดจ้ากการท านายไดแ้สดงดงัตารางที่ 4-5 ถึงตารางที่ 4-7 และภาพที่ 4-5 
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ตารางที่ 4-4 ความสัมพนัธ์ระหว่างค่าตอบสนอง (Y1-6) กบัตวัแปรที่ศึกษา (X1-2) แสดงในรูปของ    
    สมการถดถอยแบบพหุ ค่าสัมประสิทธ์ิของการตดัสินใจ (R2) ความสัมพนัธ์ระหว่างค่า  
    X และ Y (Model significant) และความคลาดเคลื่อน (%Error)  
 

ค่า
ผลตอบสนอง 

สมการถดถอย R2 
(%) 

Model 
significant 

% 
Error 

Y1 = 29.871 + 6.404 X1 + 0.399 X2 + 1.202 X1
2 + 

0.092 X2
2 - 0.618 X1*X2 

99.55 0.000 0.01 

Y2 = 0.4409 + 0.00415 X1 + 0.01124 X2 + 0.0164 
X1

2 + 0.0181 X2
2 

47.90 0.345 - 

Y3 = 64.22 + 26.61 X1 - 0.82 X2 - 2.95 X1
2 - 0.38 

X2
2 + 4.57 X1*X2 

98.33 0.000 0.69 

Y4 = 0.042886 - 0.000815 X1 - 0.000157 X2 - 
0.002210 X1

2 - 0.000701 X2
2 + 0.000807 X1*X2 

91.31 0.011 0.02 

Y5 = 0.03476 + 0.00335 X1 + 0.00126 X2 - 
0.00399 X1

2 + 0.00028 X2
2 + 0.00653 X1*X2 

57.45 0.375 - 

Y6 = 0.002474 - 0.000157 X1 - 0.000047 X2 + 
0.000094 X1

2 - 0.000364 X2
2 + 0.000430 X1*X2 

50.73 0.488 - 

X1 คือ ปริมาณเอนไซม ์(%w/w) X2 คือ ระยะเวลาในการย่อย (ชัว่โมง) Y1 คือ ปริมาณโปรตีน (มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร) Y2 คือ ค่า TBARS (mg of MDA/L of liposome) Y3 คือ ปริมาณโปรตีนท่ีไม่ชอบน ้า (Bound BPB 

(Bromophenol blue), µg) Y4 คอื ABTS (µmole TE/ mg protein) Y5 คือ DPPH (µmole TE/mg protein) และ Y6 

คือ FRAP (µmole TE/mg protein) 

 
 จากการพิจารณาความน่าเช่ือถือ (R2, Model significant) ของความสัมพนัธ์ของสมการ 
พบว่า ความสามารถในการยบัยั้งการเกิดออกซิเดชนัดว้ยวิธี TBARS (Y2) ความสามารถในการตา้น
อนุมูลอิสระดว้ยวิธี DPPH (Y5) และ FRAP (Y6) ไม่ผ่านเกณฑก์ารพิจารณา แต่อยา่งไรก็ตามจะเห็น
ไดว่้าค่าตอบสนองทั้ง 3 ค่าคุณภาพ มีความสามารถในการยบัยั้งการเกิดออกซิเดชนั ดงัตารางที่ 4-8 
 ความสามารถในการยบัยั้งการเกิดออกซิเดชนัดว้ยวิธี TBARS (ตารางที่ 4-8) จาก
การศึกษาใชป้ริมาณเอนไซมร่์วมกบัระยะเวลาทีใ่ชใ้นการยอ่ยของเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ 
พบว่าส่ิงทดลองทั้ง 11 ส่ิงทดลอง มีค่า TBARS ใกลเ้คียงกนั อีกทั้งยงัมีค่าใกลเ้คียงกบัตวัอยา่ง
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ควบคุมเชิงบวก (โทรลอกซ์ความเขม้ขน้ 1,000 ppm) แต่มีค่า TBARS ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกบั
ตวัอยา่งควบคุมเชิงลบ (น ้ากลัน่) จากตารางจะเห็นไดว่้าเมื่อเพ่ิมปริมาณเอนไซมร่์วมกบัระยะเวลาที่
ใชม้ีผลท าให้ค่า TBARS ลดลง ซ่ึงแสดงให้เห็นถึงเจลาตินไฮโดรไลเสตมีความสามารถในการ
ยบัยั้งการเกิดออกซิเดชนัของไขมนัไม่อิม่ตวัในอาหารที่อาจเกิดจากการท างานร่วมกนัของความมี
ขั้วของเจลาตินไฮโดรไลเสตกบัขั้วของ Lecithin liposomes ท าให้สามารถถ่ายโอนอิเล็กตรอนของ
เปปไทดไ์ปสู่อนุมลูอิสระไดง้่าย (Hamzeh, Benjakul, & Senphan, 2016) อีกทั้งอาจเป็นผลมาจาก
ปริมาณหรือสัดส่วนของกรดอะมิโนทีไ่ม่ชอบน ้า (ปิยะนนัท ์ช่ือเสียง, 2554) จึงมีผลให้เจลาติน
ไฮโดรไลเสตสามารถยบัยั้งกระบวนการเกิดออกซิเดชนัได ้แต่เมื่อเพ่ิมปริมาณเอนไซมร่์วมกบั
ระยะเวลาที่ใชต้่อไปมีผลท าให้ค่า TBARS เพ่ิมขึ้น อาจเป็นสาเหตุมาจากการยอ่ยอาจผลิตเปปไทดท์ี่
มีและไม่มีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระหรือกรดอะมิโนของเปปไทดเ์กิดการเปลี่ยนแปลง 
น าไปสู่ความสามารถที่ลดลงในการตา้นอนุมูลอสิระ (Karami, Peighambardoust, Hesari, & 
Akbari-Adergani, 2019; Zhuang  & Sun, 2011)  ในการวิเคราะห์ค่า TBARS ใชส้ารประกอบ       
มาลอนไดอลัดีไฮดเ์ป็นสารมาตรฐาน เน่ืองจากมาลอนไดอลัดีไฮดเ์ป็นสารตั้งตน้ (Initiator) ที่ส่งผล
ต่อความปลอดภยัของอาหาร การเพ่ิมขึ้นของค่า TBARS เกิดจากผลิตภณัฑข์ั้นทุติยภูมิของการเกิด
ออกซิเดชนัของไขมนั (Dey  & Dora, 2014) โดยสาร TBARS จะท าปฏิกิริยากบัผลิตภณัฑท์ี่เกิดขึ้น
จากการสลายตวัของสารประกอบไฮโดรเปอร์ออกไซด ์ซ่ึงเป็นสารส่ือกลาง (Intermediate) จาก
ปฏิกิริยาออกซิเดชนัของไขมนั (ในกรณีน้ีใช ้Lecithin เป็นไขมนั) โดยไขมนัจะเกิดกระบวนการ
ออกซิเดชนัไดเ้ป็นสารประกอบไฮโดรเปอร์ออกไซคท์ี่ท าให้เร่ิมตน้การเกิดปฏิกิริยาลูกโซ่ ทา้ยที่สุด
จะเกิดสารทุติยภูมิหลายชนิด อยา่งเช่น สารระดบัมาลอนไดอลัดีไฮด ์(พรพิมล ม่วงไทย, 2554) โดย
ใชเ้ป็นตวัช้ีวดัถึงระดบัการถูกท าลายโดยอนุมูลอสิระ (จตุรงค ์จงเจริญ, 2555)  
 ความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระดว้ยวิธี DPPH (ตารางที่ 4-8) แสดงให้เห็นว่า        
เจลาตินไฮโดรไลเสตที่สกดัไดจ้ากเทา้ไกม่ีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระจากการใชป้ริมาณ
เอนไซมร่์วมกบัระยะเวลาที่ใชใ้นการยอ่ยในปริมาณต่าง ๆ เน่ืองจากเจลาตินไฮโดรไลเสตหรือ   
เปปไทดท์ี่มีกรดอะมิโนบางชนิด เช่น ฮิสทิดีน ไทโรซีน ฟีนิลอะลานีน ซีสเตอีน และทริปโตแฟน
จากการยอ่ยที่มีความสามารถในการให้โปรตอนแก่อนุมลูอิสระ อกีทั้งกรดอะมิโนที่มีโครงสร้าง
แบบวงแหวนอะโรมาติกจะสามารถท าปฏิกิริยากบั Unpaired electron ของอนุมูล DPPH• ได ้
รวมถึงล าดบัของกรดอะมิโนในสายเปปไทดแ์ละขนาดของเปปไทดท์ี่เหมาะสมอยูใ่นช่วงประมาณ 
1300-1400 Da จึงท าให้อธิบายไดว่้าการเพ่ิมปริมาณเอนไซมแ์ละระยะเวลาที่ใชใ้นการยอ่ยที่ส่งผล
ต่อระดบัการยอ่ยของโปรตีนท าให้ไดเ้ปปไทดท์ี่มีกรดอะมิโนและขนาดของเปปไทดท์ี่เหมาะสมใน
การตา้นอนุมูลอิสระ และการเพ่ิมขึ้นของความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระดว้ยวิธี DPPH จาก
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กระบวนการยอ่ยอาจเกิดจากโปรตีนที่ถูกยอ่ยจนมีเปปไทดท์ี่สามารถท างานไดม้ากขึ้นจึงมีศกัยภาพ
ในการตา้นอนุมลูอิสระเพ่ิมขึ้น (Al-Shamsi, Mudgil, Hassan, & Maqsood, 2018; ปิยะนนัท ์
ช่ือเสียง, 2554) 
 ความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระดว้ยวิธี FRAP (ตารางที่ 4-8) แสดงให้เห็นว่า        
เจลาตินไฮโดรไลเสตที่สกดัไดจ้ากเทา้ไกม่ีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระจากการใชป้ริมาณ
เอนไซมร่์วมกบัระยะเวลาที่ใชใ้นการยอ่ยในปริมาณต่าง ๆ จะเห็นไดว่้าเมื่อเพ่ิมปริมาณเอนไซม์
ร่วมกบัระยะเวลาที่ใชม้ีผลท าให้ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระเพ่ิมมากขึ้น เน่ืองจาก       
เปปไทดใ์ห้อิเล็กตรอนแก ่Ferric ions (Fe3+) หรือลดพลงังานของ Fe3+ ไปอยูใ่นรูปของ Ferrous 
ions (Fe2+) ท าให้หยดุปฏิกิริยาลูกโซ่ที่น าไปสู่การผลิตอนุมูลอิสระอยา่งต่อเน่ือง (Sonklin, 
Laohakunjit, & Kerdchoechuen, 2018) แต่เมื่อเพ่ิมปริมาณเอนไซมร่์วมกบัระยะเวลาที่ใชต้่อไปมี
ผลท าให้ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระลดลง อาจเป็นผลมาจากความสามารถในการตา้น
อนุมูลอิสระของเจลาตินไฮโดรไลเสตขึ้นอยูก่บัชนิดของกรดอะมิโน ล าดบัของกรดอะมิโน และ
ขนาดของเปปไทด ์(ปิยะนนัท ์ช่ือเสียง, 2554) 
  จากการพิจารณาถึงสาเหตุที่ความสามารถในการยบัยั้งการเกิดออกซิเดชนัดว้ยวิธี 
TBARS ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี DPPH และ FRAP ไม่ผ่านเกณฑค์วาม
น่าเช่ือถือ (R2, Model significant) อาจมีผลมาจากสภาวะที่ศึกษารวมถึงซบัสเตรตที่อาจส่งผลต่อ
ระดบัการยอ่ยและลกัษณะโครงสร้างของเจลาตินไฮโดรไลเสตที่ถูกผลิตขึ้น โดยจะเห็นไดว่้า
ความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระ (Y4, Y5 และ Y6) มีผลทีไ่ม่สอดคลอ้งกนั อาจเป็นผลมาจาก
ความสามารถในการวิเคราะห์ของแต่ละวิธี โดยวิธี ABTS มีความสามารถละลายที่ดีในน ้าและตวัท า
ละลายอนิทรียท์ าให้สามารถใช้ในการวิเคราะห์หาความสามารถในการออกซิเดชนัของสารไดห้ลาย
ชนิด ไม่ว่าจะเป็นสารที่ละลายไดใ้นน ้าหรือไขมนั ในขณะที่วิธี DPPH มีขอ้จ ากดัในการวิเคราะห์
ตวัอยา่งที่มีโปรตีนสูง เน่ืองจากตอ้งเตรียมสารละลายในตวัท าละลายที่เป็นแอลกอฮอล ์ซ่ึงจะท าให้
โปรตีนตกตะกอน (Magalhães, Segundo, Reis, & Lima, 2008) จึงไม่สามารถวิเคราะห์การตา้น
อนุมูลอิสระในแต่ละส่ิงทดลองตามค่าการตา้นทีแ่ทจ้ริงได ้ อีกทั้งการทดสอบดว้ยวิธี FRAP มี
รายงานจาก Pvln et al. (2015) เปรียบเทียบการวิเคราะห์ FRAP กบั TEAC (Trolox equivalent 
antioxidant capacity or ABTS) เพื่อประเมินความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระในเลือด รายงาน
ว่าค่าเฉลี่ยของสารตา้นอนุมูลอิสระทั้งหมดของวิธี TEAC สูงกว่าวิธี FRAP อยา่งมีนยัส าคญั 
เน่ืองจากวิธี TEAC พิจารณาโปรตีนเป็นหน่ึงในองคป์ระกอบทีม่ีผลในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ
ในขณะที่ FRAP พิจารณาโปรตีนเพียงเล็กนอ้ยทีจ่ะมีผลในการเป็นสารตา้นอนุมลูอิสระ ซ่ึงโปรตีน
เป็นปัจจยัส าคญัที่ท าให้มคีวามสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระผ่านกลุ่มซลัไฟด ์(-SH) เป็นผลให้วิธี 
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TEAC มีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระสูงกว่าวิธี FRAP ดงันั้นจะเห็นไดว่้าเน่ืองจาก
ขอ้จ ากดัของวิธี DPPH และ FRAP จึงอาจท าให้ DPPH และ FRAP มีค่า R2 ต ่า เช่นเดียวกบั
ความสามารถในการยบัยั้งการเกิดออกซิเดชนัดว้ยวิธี TBARS ซ่ึงอาจเป็นผลมาจาก TBARS ที่ไม่
เพียงท าปฏิกิริยากบัมาลอนไดดีไฮดแ์ต่ยงัท าปฏิกิริยากบัสารประกอบอื่น ๆ (เช่น คาร์โบไฮเดรต 
กรดอะมิโน ไพริดีน รงควตัถุ และอืน่ ๆ) (Mendes, Cardoso, & Pestana, 2009) ที่เป็นผลิตภณัฑจ์าก
การยอ่ยจึงอาจท าให้ค่า TBARS ไม่สามารถน ามาท านายได ้อยา่งไรก็ตามจะเห็นไดว่้าวิธีการ
วิเคราะห์ความสามารถในการยบัยั้งการเกิดออกซิเดชนัดว้ยวิธี TBARS ความสามารถในการตา้น
อนุมูลอิสระดว้ยวิธี DPPH และ FRAP สามารถบอกประสิทธิภาพในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ
ของเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Corrêa et al. (2014) ที่กล่าวว่า
กิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระของเปปไทดท์ี่เกิดจากการยอ่ยของโปรตีนมีความสัมพนัธ์กบักลุ่มที่
สามารถแตกตวัเป็นไอออนไดแ้ละกลุ่มทีไ่ม่ชอบน ้า โดยเปปไทดจ์ะท าหนา้ที่เป็นสารตา้นอนุมูล
อิสระผ่านกลไกต่าง ๆ ไม่ว่าจะเป็นกลไกการก าจดัอนุมูลอิสระ การยบัยั้งการเกิดออกซิเดชนัของ
ไขมนั การจบัไอออนของโลหะหรือการรวมกนัของกลไกเหล่าน้ี ดงันั้นกิจกรรมการตา้นอนุมลู
อิสระควรประเมินดว้ยวิธีการต่าง ๆ  รวมกนั
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 เมื่อน าค่าตอบสนองที่ไดจ้ากการทดลองและค่าตอบสนองที่ไดจ้ากการท านายของ
ปริมาณโปรตีน ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน ้า และความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระดว้ยวิธี 
ABTS มาเปรียบเทียบกนัดว้ยกราฟการแจกแจงความน่าจะเป็นแบบปกติ (Normal probability plot) 
ดงัภาคผนวก จ-3 พบว่าความสัมพนัธ์ระหว่างค่าตอบสนองที่ไดจ้ากการทดลองและค่าตอบสนองที่
ไดจ้ากการท านายทั้ง 3 ค่าคุณภาพมีการกระจายตวัในแนวเส้นตรง แสดงให้เห็นถึงความปกติของ
ผลการทดลอง (ดาริกา อวะภาค, นพรัตน์ มะเห, และดลฤดี พิชยัรัตน์, 2556) ที่มีความสอดคลอ้งกนั
ระหว่างค่าตอบสนองทั้งสอง อีกทั้งจากภาพทั้ง 3 ภาพ (Y1, Y3 และ Y4) มีค่าสมัประสิทธ์ิของ
ปริมาณโปรตีน (R2 เท่ากบั 1) ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน ้า (R2 เท่ากบั 0.98) และความสามารถใน
การตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี ABTS (R2 เท่ากบั 0.91) ในการสกดัเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ ซ่ึง
ค่า R2 แสดงให้เห็นถึงความพึงพอใจของกระบวนการยอ่ย (Ovissipour, Abedian, 
Motamedzadegan, & Nazari, 2010) จะเห็นไดว่้าการศึกษาปริมาณเอนไซมร่์วมกบัระยะเวลาที่ใช้
ในการยอ่ยมีค่า R2 เป็นที่น่าพึงพอใจต่อปริมาณโปรตีน ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน ้า และ
ความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระดว้ยวิธี ABTS  
 เมื่อน าสมการถดถอยแบบพหุ (ตารางที่ 4-4) ที่ไดม้าสร้างกราฟพ้ืนผิวตอบสนองเพ่ือ
อธิบายความสัมพนัธ์ระหว่างการศึกษาปริมาณเอนไซมร่์วมกบัระยะเวลาที่ใชใ้นการยอ่ยของ         
เจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่กบัปริมาณโปรตีน ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน ้าและความสามารถ
ในการตา้นอนุมลูอิสระดว้ยวิธี ABTS โดยจากภาพที่ 4-5 แสดงความสัมพนัธ์ระหว่างปริมาณ
เอนไซมร่์วมกบัระยะเวลาที่ใชใ้นการยอ่ยกบัปริมาณโปรตีน พบว่าปริมาณโปรตีนมีแนวโนม้
เพ่ิมขึ้นเมื่อเพ่ิมปริมาณเอนไซมท์ี่ใช ้โดยปริมาณโปรตีนมีอิทธิพลต่อปริมาณเอนไซมม์ากกว่า
ระยะเวลาที่ใช้ในการยอ่ยจึงมีผลต่อปริมาณโปรตีนที่เพ่ิมมากขึ้นมากกว่า จากผลดงักล่าวปริมาณ
เอนไซมท์ี่ใชใ้นการยอ่ย (0.02-5 %w/w) กลายเป็นปัจจยัก าหนดกระบวนการยอ่ยเจลาติน  
ไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่และมีอิทธิพลต่อการท างานของเอนไซมเ์พ่ือท าปฏิกิริยากบัซบัสเตรต ซ่ึงมี
ปริมาณเอนไซมท์ี่ใชม้ากจนท าให้สามารถยอ่ยซบัสเตรตจนเป็นเปปไทดข์นาดเล็ก (ผลิตภณัฑ)์ มาก
ขึ้น จากการมีต าแหน่งที่เช่ือมต่อกบัซบัสเตรตที่เรียกว่าแอคทีฟไซต ์(Active site) ของเอนไซมท์ี่จะ
ท าการยึดส่วนต่าง ๆ ของซบัสเตรตมากขึ้น (Silva, Park, & Hubinger, 2010) เป็นผลให้ไดโ้ปรตีนที่
มีขนาดเล็กลงและมีสมบติัการละลายไดม้ากขึ้นจึงท าให้ปริมาณโปรตีนเพ่ิมมากขึ้น ซ่ึงปริมาณ
โปรตีนที่มีแนวโนม้เพ่ิมขึ้นในระหว่างการยอ่ยมกัจะเพ่ิมขึ้นจนถึงจุดสูงสุดจะเก่ียวขอ้งกบั
ความจ าเพาะของเอนไซมแ์ละซบัสเตรต (Corrêa et al., 2014) อตัราการยอ่ยดว้ยเอนไซมจ์ะเพ่ิมขึ้น
ในช่วงแรกและเร่ิมคงที่เมื่อระยะเวลาผ่านไป จึงเป็นผลให้ระยะเวลาในการยอ่ยไม่มีอิทธิพลต่อ
ปริมาณโปรตีนเมื่อใชร้ะยะเวลาที่นานขึ้นอีกต่อไป 
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 จากภาพที่ 4-6 แสดงความสัมพนัธ์ระหว่างปริมาณเอนไซมร่วมกบัระยะเวลาที่ใชใ้นการ
ยอ่ยกบัปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน ้า พบว่าปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน ้ามีแนวโนม้เพ่ิมขึ้นเมื่อเพ่ิม
ปริมาณเอนไซมค์ลา้ยคลึงกบัปริมาณโปรตีนที่เพ่ิมขึ้น ซ่ึงการยอ่ยโปรตีนของเอนไซมโ์ดยทัว่ไป
อาจท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างทรงกลมของโปรตีน (รวมถึงการสูญเสียสภาพธรรมชาติ
ดว้ยความร้อน) เน่ืองจากส่วนที่ไม่ชอบน ้าทีอ่ยูภ่ายในโปรตีนจะถูกปลดปล่อยออกมายงั
สภาพแวดลอ้มที่มีขั้ว (ในน ้า) มากขึ้น เน่ืองจากเปปซินมีความจ าเพาะเจาะจงในการตดัเปปไทดท์ี่
ต  าแหน่งปลายดา้นกลุ่มคาร์บอกซิลของวงอะโรมาติกและ/หรือกรดอะมิโนลิวซีน และ                    
ฟีนิลอะลานีน (Ahn, Cao, Yu, & Engen, 2013; Amissah, 2012) จึงท าให้มีปริมาณของโปรตีนที่ไม่
ชอบน ้ามากขึ้น และการมีโปรตีนที่ไม่ชอบน ้าเป็นหน่ึงในปัจจยัที่ท าให้เกิดการรวมตวัของอนุภาค
เน่ืองจากการมีกรด อะมิโนที่ไม่ชอบน ้าเพ่ิมมากขึ้นท าให้เปปไทดร์วมตวักนัดว้ยอนัตรกิริยา
ระหว่างหมู่ที่ไม่ชอบน ้า (Hydrophobic interaction) ของกรดอะมิโนในเจลาตินไฮโดรไลเสตและ
เกิดการตกตะกอน ก่อนจะถูกก าจดัออกในขั้นตอนของการป่ันเหว่ียงจึงท าให้มีปริมาณโปรตีนที่ไม่
ชอบน ้าลดลงเมือ่ระยะเวลาที่ใชใ้นการยอ่ยเพ่ิมมากขึ้น (Al-Shamsi et al., 2018; Corrêa et al., 2014) 
เช่นเดียวกบัรายงานของ Cui, Zhao, Yuan, Zhang and Ren (2013) ศึกษาการยอ่ยโปรตีนถัว่เหลือง
ดว้ยเปปซินพบว่า โปรตีนที่ไม่ชอบน ้าถูกปลดปล่อยออกมามากขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกบัโปรตีนถัว่
เหลืองที่ไม่ถูกยอ่ย 
 จากภาพที่ 4-7 แสดงความสัมพนัธ์ของความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี 
ABTS กบัปริมาณเอนไซมร่์วมกบัระยะเวลาที่ใชใ้นการยอ่ย พบว่าความสามารถในการตา้นอนุมลู
อิสระดว้ยวิธี ABTS มีแนวโนม้เพ่ิมขึ้นเมื่อเพ่ิมปริมาณเอนไซมร่์วมกบัระยะเวลาที่ใชใ้นการยอ่ย 
เน่ืองจากซบัสเตรตถูกยอ่ยจนเป็นเปปไทดส์ายส้ันจึงท าให้มีกรดอะมิโนที่ปลายสายเพ่ิมมากขึ้นทีจ่ะ
สามารถให้อิเล็กตรอนและไฮโดรเจนในปฏิกิริยาการตา้นอนุมูลอิสระต่าง ๆ และเมื่อเพ่ิมปริมาณ
เอนไซมท์ี่ใชร่้วมกบัระยะเวลาที่ใชใ้นการยอ่ยจนถึงจุดหน่ึงๆ ความสามารถในการตา้นอนุมูลอสิระ
ดว้ยวิธี ABTS มีแนวโนม้ลดลงเมื่อยงัเพ่ิมปริมาณเอนไซมร่์วมกบัระยะเวลาที่ใชใ้นการยอ่ยต่อไป 
ซ่ึงมีลกัษณะคลา้ยคลึงกบังานวิจยัของ Sonklin et al. (2018) กล่าวคือความสามารถในการตา้น
อนุมูลอิสระดว้ยวิธี ABTS เพ่ิมขึ้นจนกระทัง่ถึงจุดหน่ึงแลว้ลดลง อาจมีสาเหตุมาจากความอิม่ตวั
ของเอนไซมโ์ปรตีเอส ซ่ึงความอิ่มตวัของเอนไซมโ์ปรตีเอสเกิดขึ้นเมื่อใชค้วามเขม้ขน้ของเอนไซม์
ที่สูงและใชร้ะยะเวลาในยอ่ยนานจึงไม่สามารถทีจ่ะยอ่ยไดอ้ีกท าให้ความสามารถในการตา้นอนุมลู
อิสระดว้ยวิธี ABTS ลดลง (Sonklin et al., 2018) นอกจากน้ีขนาดเปปไทดท์ี่ส้ันเกินไปและการมี
ล าดบักรดอะมิโนในสายเปปไทดส่์งผลต่อการออกฤทธ์ิตา้นอนุมลูอิสระด้วยเช่นกนั ซ่ึงจากงานวิจยั
ของ Karami, Peighambardoust, Hesari and Akbari-Adergani (2019) รายงานว่าการยอ่ยสลายที่
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เหมาะสมสามารถปลดปล่อยเปปไทดท์ี่มคีวามสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระและการยอ่ยสามารถ
เพ่ิมกิจกรรมการตา้นอนุมลูอิสระ อกีทั้งการยอ่ยอาจผลิตเปปไทดท์ี่มีและไมม่ีความสามารถในการ
ตา้นอนุมลูอิสระหรือกรดอะมิโนของเปปไทดเ์กิดการเปลี่ยนแปลง น าไปสู่ความสามารถที่ลดลงใน
การตา้นอนุมูลอิสระ (Karami et al., 2019; Zhuang  & Sun, 2011) องคป์ระกอบของกรดอะมิโน
และล าดบัของเปปไทดน์ั้นมีความส าคญัต่อคุณสมบติัของสารตา้นอนุมูลอิสระ อีกทั้งการยอ่ย
โปรตีนจะท าให้มีกิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระที่หลากหลายขึ้นอยูก่บัโครงสร้างของเปปไทดแ์ละ
ล าดบัของกรดอะมิโนทีม่ีผลมาจากแหล่งของโปรตีนและเงื่อนไขในการยอ่ยสลาย (Zheng et al., 
2014) รูปแบบของกิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระบ่งช้ีว่าการยอ่ยเป็นส่ิงจ าเป็นส าหรับปลดปล่อย
ล าดบัของเปปไทดอ์ิสระในการตา้นอนุมูลอิสระ (Corrêa et al., 2014) ซ่ึงช้ีให้เห็นว่าคุณสมบตัใิน
การตา้นอนุมูลอิสระของการยอ่ยไมไ่ดข้ึ้นอยูก่บัระดบัการยอ่ยเพียงอยา่งเดียว แต่เกิดจากปัจจยั    
อื่น ๆ เช่น เปปไทดท์ี่ไม่ชอบน ้าที่ปลดปล่อยออกมาจากโปรตีนหรือปัจจยัดา้นส่ิงแวดลอ้มอื่น ๆ 
(Rudzińska, Flaczyk, Amarowicz, Wąsowicz, & Korczak, 2007) ซ่ึงรวมถึงขนาดของเปปไทดท์ี่
เหมาะสม (ประมาณ 1300 - 1400 Da) จึงท าให้อธิบายไดว่้าการเพ่ิมปริมาณเอนไซมแ์ละระยะเวลาที่
ใชใ้นการยอ่ยส่งผลต่อกิจกิจกรรมการตา้นอนุมลูอิสระ (ปิยะนนัท ์ช่ือเสียง, 2554)  
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 ผลการทวนสอบความแม่นย าของสมการจากการหาสภาวะที่เหมาะสมโดยเทคนิคการ
ซ้อนทบักราฟแลว้ก าหนดสภาวะที่ตอ้งการ (ตารางที่ 4-9) จากการศึกษาปริมาณเอนไซมร่์วมกบั
ระยะเวลาที่ใช้ในการยอ่ยของเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ (ภาพที่ 4-5 ถึง 4-7) โดยเมื่อพิจารณา
พ้ืนผิวตอบสนองของปริมาณโปรตีน ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน ้า และความสามารถในการตา้น
อนุมูลอิสระดว้ยวิธี ABTS พบว่าพ้ืนผิวตอบสนองทั้ง 3 ตวัแปรมีแนวโนม้ของความสามารถในการ
ตา้นอนุมลูอิสระดว้ยวิธี ABTS ซ่ึงมีปริมาณสูงที่สุดไม่เป็นไปในทิศทางเดียวกนักบัปริมาณโปรตีน
และปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน ้า จึงท าให้ทางผูวิ้จยัเลือกจุดที่แต่ละค่าตอบสนองมีปริมาณมากที่สุด
และจุดก่ึงกลางของทั้ง 3 ตวัแปรที่มีปริมาณมากที่สุดไดเ้ป็น 4 จุด ที่มีปริมาณเอนไซมก์บัระยะเวลา
ที่ใชใ้นการยอ่ยที่แตกต่างกนั ไดแ้ก่ จุดที่ 1 คือ ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน ้ามากที่สุด (5.00 %w/w, 2 
ชัว่โมง) จุดที่ 2 คือ ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน ้ามากที่สุด (5.00 %w/w, 8 ชั่วโมง) จุดที่ 3 คือ 
ความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระดว้ยวิธี ABTS มากที่สุด (2.08 %w/w, 4.48 ชัว่โมง) และจุดที่ 
4 คือ จุดก่ึงกลางของทั้ง 3 ตวัแปรที่มีปริมาณมากที่สุด (3.69 %w/w, 5.76 ชัว่โมง) และเมื่อทวน
สอบความแม่นย าของสมการของทั้ง 4 จุด พบว่าค่าตอบสนองทีไ่ดจ้ากการทดลองมีค่าใกลเ้คียงกบั
ค่าตอบสนองทีไ่ดจ้ากการท านายจึงท าให้มีค่าความคลาดเคลื่อนต ่า (Bumrungsart  & Duangmal, 
2019) 
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 เมื่อพิจารณาจุดที่ 3 ที่มีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี ABTS มากที่สุด 
(ภาพที่ 4-8) พบว่ามีการใชป้ริมาณเปปซินอยูใ่นช่วง 1.22 - 2.98% w/w ร่วมกบัระยะเวลาในการ
ยอ่ย 3.00 - 6.30 ชัว่โมง ท าให้มีปริมาณโปรตีนอยูใ่นช่วง 26.80 - 31.67 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร 
ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน ้าอยูใ่นช่วง 45.10 - 71.13 Bound BPB, µg และความสามารถในการตา้น
อนุมูลอิสระดว้ยวิธี ABTS 0.0425 - 0.0431 µmole TE/mg protein และเมื่อพิจารณาเลือกสภาวะที่
เหมาะสมจากความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี ABTS ที่ให้ค่าจากการท านายมากที่สุด 
(0.0430 µmole TE/mg protein) พบว่ามีการใชป้ริมาณของเปปซิน 2.08% (w/w) ร่วมกบัระยะเวลา
ในการยอ่ย 4.48 ชัว่โมง ซ่ึงมีปริมาณโปรตีน 28.26 มิลลิกรัมต่อมลิลิตร และปริมาณโปรตีนที่ไม่
ชอบน ้า 58.03 ไมโครกรัม และเมื่อน ามาทวนสอบความแม่นย าของสมการมีค่าความคลาดเคลื่อน
ของปริมาณโปรตีน (4.00%) ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน ้า (1.68%) และความสามารถในการตา้น
อนุมูลอิสระดว้ยวิธี ABTS (1.77%) ต ่า เน่ืองจากค่าตอบสนองทีไ่ดม้ีค่าใกลเ้คียงกนั โดยรายงาน
ของ Mazloomi-Kiyapey, Sadeghi-Mahoonak, Ranjbar-Nedamani and Nourmohammadi (2019) มี
การใชป้ริมาณของเปปซิน 1% ร่วมกบัระยะเวลาในการยอ่ยโปรตีนจากเมล็ดฟักทอง 2 ชัว่โมง ท า
ให้มีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระมากทีสุ่ด (82.07%) ซ่ึงจะเห็นไดว่้าสภาวะที่เหมาะสมมี
ความแตกต่างกนัในแต่ละซบัสเตรต เน่ืองจากความแตกต่างกนัของซบัสเตรต โดยเฉพาะอยา่งย่ิง
ปริมาณและความสามารถในการท าปฏิกิริยาของโปรติเอส (Endogeneous proteases) (Ovissipour et 
al., 2010)  
 เมื่อน าจุดที่ 3 ที่มีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี ABTS มากที่สุดมาศึกษา
องคป์ระกอบของกรดอะมิโน เน่ืองจากองคป์ระกอบของกรดอะมิโนของโปรตีนและเปปไทดม์ี
อิทธิพลอยา่งมากตอ่สมบตัิเชิงหนา้ที่ (Onuh et al., 2014) พบว่าองคป์ระกอบของกรดอะมิโนของ 
เจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่มีปริมาณใกลเ้คียงกบัองคป์ระกอบของกรดอะมิโนของเทา้ไก่และ
คอลลาเจนจากเทา้ไก่จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการสกดัและลกัษณะเฉพาะของคอลลา
เจนจากเทา้ไก่ของ Liu et al. (2001) ซ่ึงองคป์ระกอบของกรดอะมิโนของเจลาตินไฮโดรไลเสตจาก
เทา้ไก่ (ตารางที่ 4-10) มีกรดอะมิโนทีไ่ม่ชอบน ้า ไดแ้ก่ Ala, Val, Met, Ile, Leu, Phe, Pro, Trp และ 
Tyr โดยสมบติัความไม่ชอบน ้าของเจลาตินไฮโดรไลเสตช่วยในการตา้นอนุมูลอิสระ เน่ืองจากมี
ส่วนช่วยเพ่ิมปฏิสัมพนัธ์กบัไขมนัและช่วยในการท าปฏิกิริยากบัเป้าหมาย (Onuh et al., 2014) อีก
ทั้งเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ยงัมี Asp, Glu, Pro, Lys, Ala และ Arg ในปริมาณที่ค่อนขา้งสูง
ของปริมาณองคป์ระกอบของกรดอะมิโนทั้งหมดดงัการรายงานของ Onuh, Girgih, Malomo, 
Aluko and Aliani (2015) กล่าวว่าการยอ่ยผลิตภณัฑจ์ากสัตวปี์กและการท าให้บริสุทธ์ิดว้ยเย่ือเลือก
ผ่านจะมี Asp, Glu, Pro, Lys, Ala และ Arg ในปริมาณสูง โดย Onuh et al. (2014) กล่าวว่า Asp และ 
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Glu เป็นกรดอะมิโนที่มีประจุลบที่มีสมบตักิารตา้นอนุมลูอิสระสูง เน่ืองจากมีความสามารถในการ
ให้อิเล็กตรอนส่วนเกินระหว่างการท าปฏิกิริยากบัอนุมูลอิสระ รวมถึงการมี Tyr, Met, His และ Lys 
เป็นอีกปัจจยัหน่ึงที่มีส่วนช่วยในการตา้นอนุมลูอิสระเน่ืองจากกรดอะมิโนดงักล่าวจะท าหนา้ที่ให้
ไฮโดรเจนซ่ึง His มีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระเป็นผลมาจากการยบัยั้ง ดกัจบัและการ
สลายตวัของไขมนัดว้ยวงแหวนอิมิดาโซล เป็นผลให้เจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ที่ยอ่ยดว้ย    
เปปซิน (2.08 %w/w, 4.48 ชัว่โมง) มีความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระดว้ยวิธี ABTS มากที่สุด 
 ปัจจุบนัเจลาตินไฮโดรไลเสตหรือเปปไทดท์ี่ออกฤทธ์ิทางชีวภาพไดรั้บความสนใจใน
ดา้นความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ การยบัยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียร์วมถึงการมี
สมบติัเชิงหนา้ที่ที่ดีท าให้สามารถช่วยเพ่ิมเสถียรภาพในการเก็บรักษาอาหาร และเน่ืองจากทาง
ผูวิ้จยัมีความตอ้งการเจลาตินไฮโดรไลเสตไปประยกุตใ์ชใ้นไส้กรอกไก่ในขั้นตอนต่อไป ดงันั้นคา่
ตอบสนองของความสามารถในการตา้นอนุมูลอสิระดว้ยวิธี ABTS มากที่สุด (2.08 %w/w, 4.48 
ชัว่โมง) เป็นจุดที่มีความน่าสนใจ อีกทั้งจุดน้ียงัมีปริมาณโปรตีนนอ้ยที่สุดที่ช้ีให้เห็นว่าการใช้
ปริมาณโปรตีนในปริมาณนอ้ยก็เพียงพอในการเป็นสารตา้นอนุมลูอิสระที่มีประสิทธิภาพที่ดี 
 

 
 

ภาพที่ 4-8 พ้ืนที่ผิวตอบสนองของสภาวะที่เหมาะสมของความสัมพนัธ์ระหว่างปริมาณโปรตีน (---)  
 ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน ้า (- - -) และความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี  
 ABTS (─) กบัปริมาณเอนไซม ์และระยะเวลาในการยอ่ยเมื่อก าหนดค่า X1 และ X2  
 เป็นค่ารหัส (-1.414, -1, 0, 1, 1.414) 
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ตารางที่ 4-10 องคป์ระกอบของกรดอะมิโนของเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ทีม่ีความสามารถ 
  ในการตา้นอนุมลูอิสระดว้ยวิธี ABTS มากที่สุด 
 

องคป์ระกอบของกรดอะมิโน กรัมต่อ 100 กรัม โปรตีน 
กรดแอสพาร์ติก (Asp) 8.74 ± 0.58 
ทรีโอนีน (Thr)* 3.25 ± 0.25 
เซอรีน (Ser) 4.34 ± 0.71 
กรดกลูตามิค (Glu) 14.76 ± 0.89 
โพรลีน (Pro) 15.36 ± 1.41 
ไกลซีน (Gly) 29.92 ± 5.82 
อะลานีน (Ala) 11.96 ± 1.07 
ซีสเตอีน (Cys) 0.49 ± 0.17 
วาลีน (Val)* 2.75 ± 1.16 
เมไทโอนีน (Met)* 1.31 ± 0.67 
ไอโซลูซีน (Ile)* 1.96 ± 0.90 
ลูซีน (Leu)* 4.09 ± 0.39 
ไทโรซีน (Tyr) 1.60 ± 0.57 
ฟีนิลอะลานีน (Phe)* 2.91 ± 0.29 
ฮิสติดีน (His)* 1.17 ± 0.36 
ไลซีน (Lys)* 5.38 ± 0.83 
อาร์จินีน (Arg) 10.11 ± 1.76 
ทริปโตเฟน (Trp)* 0.16 ± 0.16 
กรดอะมิโนทั้งหมด 120.80 ± 12.43 

*กรดอะมิโนจ าเป็น (Najafian  & Babji, 2014) 
กรดอะมิโนท่ีเป็นวงอะโรมาติก ไดแ้ก่ Phe, His, Trp และ Tyr (Fennema, 1996; Najafian  & Babji, 2014) 
กรดอะมิโนท่ีไม่ชอบน ้า ไดแ้ก่ Ala, Val, Met, Ile, Leu, Phe, Pro, Trp และ Tyr (Fennema, 1996; Najafian  & 
Babji, 2014) 
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4.3  ผลของปริมาณเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเท้าไก่ต่อคุณภาพของไส้กรอกไก่ 
 ไส้กรอกเป็นผลิตภณัฑส์ าเร็จรูปที่สะดวกต่อการบริโภค จึงไดรั้บความนิยมอยา่ง
กวา้งขวาง (ธนวฒัน์ มาปายะ และคณะ, 2557) โดยสมบตัิทางเคมีกายภาพของไส้กรอกเป็นลกัษณะ
ส าคญัในการก าหนดคุณภาพของไส้กรอก ไม่ว่าจะเป็นลกัษณะเน้ือสัมผสัและกลิ่นรสของไส้กรอก
ซ่ึงเป็นคุณสมบตัิส าคญัที่ตอ้งค านึงถึงเพื่อตอบสนองความตอ้งการของผูบ้ริโภค (Zakaria  & 
Sarbon, 2018) โดยทัว่ไปผลิตภณัฑจ์ากเน้ือสัตวม์กัมีการเติมไขมนัเพ่ือปรับปรุงคุณสมบติัของ
ลกัษณะเน้ือสัมผสั อยา่งไรก็ตามผูบ้ริโภคมีความตอ้งการผลิตภณัฑอ์าหารเพ่ือสุขภาพจากเน้ือสัตว์
เพ่ิมมากขึ้น ดงันั้นเน้ืออกไก่จึงเป็นทางเลือกที่น่าสนใจเน่ืองจากกลา้มเน้ืออกไก่ส่วนใหญ่
ประกอบดว้ยเส้นใยกลา้มเน้ือลายแบบเอฟจี (FG fiber) หรือการหดตวัเพียงชนิดเดียว (Fast 
glycolytic fiber) ดงันั้นเน้ือจึงแน่นและแห้งเน่ืองจากมีเส้นใยกลา้มเน้ือจ านวนมากและความเขม้ขน้
ของไขมนัต ่า อีกทั้งเน้ืออกไก่ยงัมีสมบตัิทางโภชนาการของไขมนัต ่าและเปอร์เซ็นต์ของโปรตีนสูง 
(Jo et al., 2018) จึงเหมาะส าหรับการน ามาเป็นวตัถุดิบในการผลิตไส้กรอกไก่เพ่ือสุขภาพ และจาก
การรายงานของ Bhattacharyya (2011) ไส้กรอกไก่อาจเส่ือมคณุภาพลงในระหว่างการเก็บรักษา
เน่ืองจากการเติบโตของจุลินทรียแ์ละการออกซิเดชนัของไขมนัท าให้คุณภาพอาหารลดลงและ
ส่งผลต่อกลิ่นรสท าให้ผูบ้ริโภคมีการยอมรับที่ลดลง ดงันั้นการเสริมเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้
ไก่จึงเป็นทางเลือกที่น่าสนใจเน่ืองจากเจลาตินไฮโดรไลเสตเป็นเปปไทดท์ี่ออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 
ต่าง ๆ เช่น สารตา้นอนุมูลอิสระ คุณสมบตัิตา้นจุลินทรีย ์รวมถึงการยอ่ยบางส่วนสามารถปรับปรุง
คุณสมบตัิเชิงหนา้ที่ เช่น ความสามารถในการละลาย การดูดซึมไขมนั และคุณสมบตัิในการท าให้
เป็นอิมลัชนั (Lasekan et al., 2013) 
 จากการศึกษาการประยกุตใ์ชเ้จลาตินไฮโดรไลเสตในไส้กรอกพบว่า มีงานวิจยัต่าง ๆ น า
โปรตีนไฮโดรไลเสตจากแหล่งต่าง ๆ มาประยกุตใ์ชใ้นไส้กรอก เช่น โปรตีนไฮโดรไลเสตจากไข่
ปลาทูน่าทอ้งแถบ 0.5 - 3% (Intarasirisawat et al., 2014) และจากปลาช่อน 1 - 3% (Zakaria  & 
Sarbon, 2018) ในขณะที่ยงัไม่พบการน าเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่มาประยกุตใ์ชใ้นไส้กรอก
ไก่ ดงันั้นจึงแปรปริมาณเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่อยูใ่นช่วง 1 - 5% เพื่อน ามาประยกุตใ์ชใ้น
ไส้กรอกไก่ อีกทั้งยงัใชเ้ตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟตเป็นตวัอยา่งควบคุมเชิงบวก เน่ืองจากมี
รายงานว่าสารประกอบฟอสเฟตเมื่อน ามาใชใ้นผลิตภณัฑเ์น้ือสัตวจ์ะมีหนา้ที่ส าคญัคอื ช่วยให้ไส้
กรอกมีความเหนียวและสามารถอุม้น ้าไดดี้ท าให้ไส้กรอกมคีวามช้ืนและไขมนั มีความคงตวัดี
ขณะที่ตม้หรือรมควนัจึงท าให้มีลกัษณะเน้ือแน่น อีกทั้งฟอสเฟตยงัมีสมบตัิในการยบัยั้งการเกิด
ออกซิเดชนัของไขมนัแต่ไม่ควรใชเ้กิน 0.3% เน่ืองจากจะท าให้มีรสชาติคลา้ยสบู่ (Jo et al., 2018; 
อรรถกร มุนิกานนท ์ และมาลยัวรรณ อารยะสกุล, 2547) อีกทั้งสารประกอบฟอสเฟตเป็นวตัถุเจือ

1
8

3
9

6
3

3
7

7
6



 

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
6
0
9
1
0
0
2
2
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
2
9
1
0
2
5
6
3
 
1
0
:
5
5
:
5
6
 
/
 
s
e
q
:
 
1
4
2

96 
 
ปนอาหารโดยปริมาณสูงสุดที่มาตรฐานผลิตภณัฑชุ์มชน เร่ืองไส้กรอกไก่ (มผช. 331/2547) 
อนุญาตให้ใชไ้ม่เกิน 3000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม หรือ 0.3% ดงันั้นไส้กรอกไก่จึงสามารถถูกผลิต
เป็น 5 ส่ิงทดลอง ไดแ้ก่ไส้กรอกไก่ไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต (SGH 0%) (ตวัอยา่งควบคุมเชิง
ลบ) ไส้กรอกไก่สริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 1% (SGH 1%) ไส้กรอกไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 
3% (SGH 3%) ไส้กรอกไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 5% (SGH 5%) และไส้กรอกไก่ที่เติมเตตระ
โซเดียมไพโรฟอสเฟต (SSP 0.3%) (ตวัอยา่งควบคุมเชิงบวก) 
 ผลการวดัค่าสีของไส้กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต ดงัตารางที่ 4-11 
พบว่าไส้กรอกไก่มีค่า L* (ค่าความสว่าง) แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05) โดยค่า L* 
ของไส้กรอกไกไ่ม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสตมากกว่าไส้กรอกไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต (SGH 
1%, 3% และ 5%) และเตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟต จะเห็นไดว่้าการเสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 
มากขึ้นมีผลท าให้ค่า L* ลดลง อาจเป็นผลมาจากสารละลายเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไกม่ี
ลกัษณะเป็นสีเหลืองใสจึงท าให้มีค่า L* ต ่ากว่าไส้กรอกไกไ่ม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต ในลกัษณะ
เดียวกบัปูอดัที่มีการใช ้Mechanically Deboned Chicken Hydrolysates (MDCH) เป็นส่วนประกอบ
จะมีสีขาวนอ้ยกว่าและมีสีเหลืองมากกว่า ดงันั้นการเติม MDCH ไฮโดรไลเสตอาจส่งผลเสียต่อค่าสี
ของปูอดั (Jin et al., 2014) และจะเห็นไดว่้าการเติมเตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟตในไส้กรอกไกม่คี่า 
L* นอ้ยกว่าไส้กรอกไก่ไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต (p≤0.05) อาจเป็นผลมาจากสารประกอบ
ฟอสเฟตช่วยให้โปรตีนแอคโตไมโอซินแยกตวัออกจากกนัเป็นแอกตินกบัไมโอซินจึงเพ่ิม
ความสามารถในจบักบัโมเลกุลของน ้าสานเป็นตาข่าย (อรรถกร มุนิกานนท ์ และมาลยัวรรณ 
อารยะสกุล, 2547) ที่อาจกนัไม่ให้เลือดและของเหลวไหลออกมาจึงอาจท าให้มีค่า L* นอ้ย แต่
แตกต่างกบัไส้กรอกไก่เสริม เจลาตินไฮโดรไลเสต 3% อยา่งไม่มีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) 
 ค่า a* (ค่าความเป็นสีแดง) ของไส้กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 
แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05) พบว่าไส้กรอกไก่ที่เติมเตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟต
มีค่า a* มากกว่าไส้กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต เป็นผลมาจากเตตระโซเดียม
ไพโรฟอสเฟตมีฤทธ์ิเป็นด่างที่ช่วยท าให้ pH ของโปรตีนในเน้ือสูงขึ้น (Jo et al., 2018) จากการเพ่ิม
จ านวนประจุให้กบัโมเลกุลของโปรตีนท าให้โปรตีนมีความสามารถในการจบักบัโมเลกุลของน ้า
ไดม้ากขึ้นสานเป็นตาข่ายที่กนัไม่ให้เลือดและของเหลวไหลออกมาจึงอาจท าให้มีค่า a* สูงกว่าส่ิง
ทดลองอื่น ในขณะที่ไส้กรอกไก่ที่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสตมากขึ้นจึงมีผลให้ค่า a* ลดลงอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05) ซ่ึงจากการรายงานของ Zakaria and Sarbon (2018) ศึกษาสมบตัิทาง
เคมีฟิสิกส์และความเสถียรในการออกซิเดชนัของไส้กรอกปลาอิมลัชนัที่ไดรั้บอิทธิพลจากโปรตีน
ไฮโดรไลเสตของปลาช่อน (Channa striata) ในระดบัต่าง ๆ (0 - 3 กรัมต่อ 100 กรัม) กล่าวว่า การ
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ลดลงของค่า a* ของไส้กรอกมีความสัมพนัธ์กบัการเกิดออกซิเดชนัของไมโอโกลบนิ (Myoglobin) 
ไปอยูใ่นรูปเมทไมโอโกลบิน (Metmyoglobin) เกิดเป็นสีน ้าตาลจากความร้อนที่ใชใ้นระหว่างการ
แปรรูปท าให้ค่าสีแดงลดลง (Cavalheiro et al., 2014) เป็นผลให้ไส้กรอกไก่ที่เสริมเจลาติน
ไฮโดรไลเสต 3% และ 5% มีค่า a* ต ่ากว่า 1% และไส้กรอกไกไ่ม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 
 ค่า b* (ค่าความเป็นสีเหลือง) มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05) โดย
ไส้กรอกไก่ที่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 1% มีค่า b* มากกว่าไส้กรอกไก่ไม่เสริมเจลาติน   
ไฮโดรไลเสตซ่ึงอาจเป็นผลมาจากสารละลายเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไกม่ีลกัษณะเป็นสีเหลือง 
ในขณะที่ไส้กรอกไก่ที่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 3% และ 5% มีค่า b* ลดลง จากการรายงานของ 
Hajfathalian, Jorjani and Ghelichi (2019) กล่าวว่าผลของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากไข่ปลาเหลอืทิ้ง
ไม่พบแนวโนม้ที่ชดัเจนต่อค่า b* ของไส้กรอกปลา ดงันั้นโปรตีนไฮโดรไลเสตจึงส่งผลต่อค่า L* แต่
ไม่ส่งผลอยา่งชดัเจนต่อค่า a* และค่า b* ของไส้กรอกปลา ในลกัษณะใกลเ้คียงกนัน้ีเกิดกบัไสก้รอก
ไก่ที่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต และเป็นไปไดว่้าการลดลงของคา่ b* ในไส้กรอกไก่เสริมเจลาติน
ไฮโดรไลเสต 3% และ 5% อาจเป็นผลมาจากการเพ่ิมปริมาณของเจลาตินไฮโดรไลเสตมากขึ้นจึงท า
ให้ไส้กรอกไก่มีสีที่เขม้มากขึ้นจึงท าให้มีค่า b* ลดลง 
 
ตารางที่ 4-11 ค่าสีของไส้กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก ่
 

ส่ิงทดลอง ค่าสี 
L* a* b* 

SGH 0% 74.63 ± 0.13a 3.23 ± 0.01c 17.86 ± 0.05b 
SGH 1% 72.26 ± 0.04b 3.43 ± 0.01b 18.53 ± 0.01a 
SGH 3% 71.88 ± 0.05c 2.19 ± 0.02e 16.22 ± 0.11c 
SGH 5% 69.98 ± 0.13d 2.69 ± 0.05d 16.17 ± 0.30c 
SSP 0.3% 71.71 ± 0.07c 3.93 ± 0.00a 18.63 ± 0.02a 

SGH 0% คือ ไส้กรอกไก่ไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต SGH 1% คือ ไส้กรอกไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 1% 
SGH 3% คือ ไส้กรอกไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 3% SGH 5% คือ ไสก้รอกไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 5% 
และ SSP 0.3% คือ ไส้กรอกไก่ท่ีเติมเตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟต 0.3% 
a, b, c, … หมายถึง ค่าเฉลี่ยท่ีมีตวัอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้งเดียวกนัแสดงว่ามีความแตกต่างกนัอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05) 
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 ค่า aw หรือปริมาณน ้าอิสระเป็นปัจจยัส าคญัในการควบคุมและป้องกนัการเส่ือมเสียของ
ผลิตภณัฑอ์าหาร ซ่ึงมีผลโดยตรงต่อการก าหนดอายกุารเก็บรักษาและความปลอดภยัของอาหาร 
เน่ืองจากเป็นปัจจยัที่ช้ีวดัระดบัของปริมาณน ้าต ่าสุดในอาหารที่จุลินทรียส์ามารถน าไปใชใ้นการ
เจริญเติบโตและใช้ในการเกิดปฏิกิริยาเคมีต่าง ๆ (ชิดชนก ศุขศรีไพศาล, 2559) โดยค่า aw ของไส้
กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต (ตารางที่ 4-12) พบว่าไส้กรอกไก่มีคา่ aw 
แตกต่างกนัอยา่งไมม่ีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) แต่จะเห็นว่าไส้กรอกไก่ที่เติมเตตระโซเดียมไพโร
ฟอสเฟตมีค่า aw สูงที่สุด เน่ืองจากเตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟตมีช่วยเพ่ิมความสามารถในการอุม้
น ้า (Jo et al., 2018) จากการช่วยเพ่ิมประจุให้กบัโมเลกุลของโปรตีนท าให้เพ่ิมความสามารถในการ
จบักบัโมเลกุลของน ้าไดม้ากขึ้นจึงท าให้มี aw สูง ในขณะที่ไส้กรอกไกไ่ม่เสริมเจลาติน      
ไฮโดรไลเสตมีค่า aw ต ่าที่สุด และจะเห็นไดว่้าการเสริมเจลาตินไฮโดรไลเสตในไส้กรอกไก่มีผลท า
ให้ค่า aw สูงกวา่ไส้กรอกไก่ไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสตอาจเป็นผลมาจากเจลาตินไฮโดรไลเสตซ่ึง
ถูกยอ่ยดว้ยเอนไซมจ์ะท าให้เกิดกลุ่มที่มีขั้วเพ่ิมมากขึ้น เช่น -COOH และ -NH2 (Balti, Bougatef, 
Ali, Zekri, & Barkia, 2010) ที่สามารถจบักบัโมเลกุลของน ้าไดท้ าให้มีความสามารถในการอุม้น ้า
ไดม้ากขึ้นจึงมีผลให้มีค่า aw เพ่ิมขึ้น แต่อยา่งไรก็ตามค่า aw ของไส้กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริม      
เจลาตินไฮโดรไลเสตแตกต่างกนัมอียา่งไม่มนียัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) ในลกัษณะเดียวกนักบัการ
รายงานของ Herranz et al. (2005) กล่าวว่าการเติมกรดอะมิโนอิสระไม่มีผลตอ่การเปลี่ยนแปลงคา่ 
aw ในไส้กรอกหมกัแห้ง 
 
ตารางที่ 4-12 ค่า aw ของไส้กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก ่
 

ส่ิงทดลอง aw
 ns 

SGH 0% 0.990 ± 0.02 
SGH 1% 0.993 ± 0.02 
SGH 3% 0.992 ± 0.03 
SGH 5% 0.995 ± 0.03 
SPP 0.3% 1.003 ± 0.02 

SGH 0% คือ ไส้กรอกไก่ไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต SGH 1% คือ ไส้กรอกไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 1% 
SGH 3% คือ ไส้กรอกไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 3% SGH 5% คือ ไสก้รอกไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 5% 
และ SSP 0.3% คือ ไส้กรอกไก่ท่ีเติมเตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟต 0.3% 
ns หมายถึง แตกต่างกนัอย่างไม่มีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p>0.05) 
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 ผลของการวดัลกัษณะเน้ือสัมผสัของไส้กรอกไกท่ี่เสริมและไม่เสริมเจลาติน      
ไฮโดรไลเสต (ดงัตารางที่ 4-13) พบว่าไส้กรอกไก่ทั้ง 5 ส่ิงทดลอง มีค่าความแข็ง (Hardness) ค่า
พลงังานในการกดั (Gumminess) และคา่พลงังานที่ใชใ้นการเคี้ยว (Chewiness) แตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05) จะเห็นไดว่้าไส้กรอกไก่ที่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสตในปริมาณ 1% 3% 
และ 5% มีค่าความแข็ง ค่าพลงังานในการกดั และค่าพลงังานที่ใชใ้นการเคี้ยวเพ่ิมขึ้นอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05) เมื่อเพ่ิมปริมาณเจลาตินไฮโดรไลเสต อาจเป็นผลมาจากสมบตัิตา้น
อนุมูลอิสระของเจลาตินไฮโดรไลเสตที่มีกรดอะมิโนที่ไม่ชอบน ้า ดงัตารางที่ 4-10 ไดแ้ก่ Ala, Val, 
Met, Ile, Leu, Phe, Pro, Cys, Trp และ Tyr รวมถึงการมี Asp และ Glu ซ่ึงเป็นกรดอะมิโนที่มีประจุ
ลบที่มีสมบตัิการตา้นอนุมูลอิสระสูงที่สามารถป้องกนัเย่ือหุ้มกลา้มเน้ือ (Muscle membrane) จาก
การออกซิเดชนัของไขมนั ซ่ึงอาจลดการสูญเสียความช้ืนจากการรักษาความสมบูรณ์ของเย่ือหุ้ม
ของเส้นใยกลา้มเน้ือ (Muscle fibres) ท าให้มีผลต่อลกัษณะเน้ือสัมผสัของไส้กรอก (Zakaria  & 
Sarbon, 2018) ที่ท าให้ค่าความแข็งเพ่ิมขึ้น รวมถึงค่าพลงังานในการกดัและคา่พลงังานที่ใชใ้นการ
เคี้ยวเพ่ิมขึ้นอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05) เช่นเดียวกบั Intarasirisawat et al. (2014) ศึกษาผล
ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากไข่ปลาทนู่าพนัธ์ุทอ้งแถบในระดบัต่าง ๆ (0–3 กรัมต่อ 100 กรัม) ต่อ
สมบตัิและความเสถียรในการเกิดออกซิเดชนัของไส้กรอกอมิลัชันจากปลาดุกอุย (Clarias 
macrocephalus) ที่เสริมดว้ยไขมนัจากไข่ปลาทูน่าพนัธ์ุทอ้งแถบพบว่า เมื่อเพ่ิมปริมาณโปรตีน
ไฮโดรไลเสตมากขึ้น ค่าความแข็ง ค่าความยืดหยุ่น (Springiness) ค่าการยึดเกาะกนัของอาหาร 
(Cohesiveness) และค่าพลงังานที่ใชใ้นการเคี้ยวเพ่ิมมากขึ้น แต่จะเห็นไดว่้าไส้กรอกไก่ที่เสริมเจ
ลาตินไฮโดรไลเสตมีค่าความแข็ง ค่าพลงังานในการกดั และค่าพลงังานที่ใชใ้นการเคี้ยวนอ้ยกว่าไส้
กรอกไก่ไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสตอาจอาจเป็นไปไดว่้าเจลาตินไฮโดรไลเสตซ่ึงถูกยอ่ยดว้ย
เอนไซมจ์ะท าให้เกิดกลุ่มทีม่ีขั้วเพ่ิมมากขึ้น เช่น -COOH และ -NH2 (Balti et al., 2010) ที่สามารถ
จบักบัโมเลกุลของน ้าไวใ้นโครงสร้างของไส้กรอกไก่ไดม้ากขึ้นจึงมีผลให้ค่าดงักลา่วลดลง อีกทั้ง
ไส้กรอกไก่ไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต (ตวัอยา่งควบคุมเชิงลบ) มคี่าความแข็ง ค่าพลงังานในการ
กดั และค่าพลงังานที่ใชใ้นการเคี้ยวมากกว่าไส้กรอกไก่ที่เติมเตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟต (ตวัอยา่ง
ควบคุมเชิงบวก) อยา่งไม่มีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) รวมถึงลกัษณะเน้ือสัมผสัดา้นอื่น ๆ ไดแ้ก่ 
ค่าการเกาะติดของอาหาร (Adhesiveness) ค่าความยืดหยุน่ และค่าการยึดเกาะกนัของอาหาร 
ถึงแมว่้าสมบตัิของสารประกอบฟอสเฟตจะช่วยเพ่ิมความสามารถในการจบักบัโมเลกุลของน ้า
ไดม้ากขึ้นจากการทีฟ่อสเฟตช่วยท าให้โปรตีนแอกโตไมโอซินสามารถแยกตวัออกจากกนัเป็น 
แอกตินและไมโอซินเขา้ไปจบัหุ้มหยดไขมนัไวแ้ละสานกนัเป็นตาขา่ย (อรรถกร มุนิกานนท ์ และ
มาลยัวรรณ อารยะสกุล, 2547) ซ่ึงช่วยลดการไหลซึมของเจลและไขมนัทีล่ะลาย (Jelly and melted 
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fat) ออกจากผลิตภณัฑเ์น้ือสัตวม์ีผลต่อการเพ่ิมคา่ความแข็ง แต่อยา่งไรก็ตามการเติมเตตระโซเดียม
ไพโรฟอสเฟตในไส้กรอกไก่นั้นไม่สามารถช่วยปรับปรุงความสามารถในการอุม้น ้า เน่ืองจากความ
เขม้ขน้ของเตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟตที่เติมลงในไส้กรอกไก่อาจเป็นปริมาณทีไ่ม่เพียงพอ
ส าหรับปรับปรุงโครงสร้างในไส้กรอกให้แข็งแรงมากพอ อกีทั้งอาจเป็นมาจากเตตระโซเดียมไพโร
ฟอสเฟตมีช่วยเพ่ิมประจุให้กบัโมเลกุลของโปรตีนท าให้เพ่ิมความสามารถในการจบักบัโมเลกุล
ของน ้าไดม้ากขึ้น จึงเป็นผลให้ไส้กรอกไก่ที่เติมเตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟตมีค่าความแข็ง ค่า
พลงังานในการกดั และค่าพลงังานที่ใชใ้นการเคี้ยวนอ้ยกว่าไส้กรอกไก่ไม่เสริมเจลาติน      
ไฮโดรไลเสตอยา่งไมม่ีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) เช่นเดียวกบังานวิจยัของ Jo et al. (2018) ศึกษา
การผลิตไส้กรอกไก่เกลอืต ่าเสริมดว้ยผงเห็ดเหมนัตใ์นระดบัต่าง ๆ (0 - 0.5 กรัมต่อ 100 กรัม) และมี
ตวัอยา่งควบคุมเชิงบวกคือไส้กรอกไก่เกลือต ่าเติมเตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟต 0.3% พบว่าไส้
กรอกไก่เกลือต ่าไม่เสริมผงเห็ดเหมนัตม์คี่าความแข็ง ค่าพลงังานในการกดั ค่าพลงังานที่ใชใ้นการ
เคี้ยว ค่าความยืดหยุน่ และค่าการยึดเกาะกนัของอาหารมากกว่าไส้กรอกไก่เกลอืต ่าเติมเตตระ
โซเดียมไพโรฟอสเฟต รวมทั้งฟอสเฟตมีความสามารถในการยบัยั้งการเกิดออกซิเดชนัของไขมนั
ผ่านการจบักบัไอออนของโลหะ (Jo et al., 2018) อาจท าให้สามารถป้องกนัเย่ือหุ้มกลา้มเน้ือจาก
การออกซิเดชนัท าให้รักษาความสมบูรณ์ของเย่ือหุ้มของเส้นใยกลา้มเน้ือจึงท าให้ไส้กรอกไก่ที่เติม
เตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟตมีค่าลกัษณะเน้ือสัมผสัสูง 
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 ค่า TBARS หรือความเขม้ขน้ของมาลอนไดอลัดีไฮดเ์ป็นการวดัผลิตภณัฑข์ั้นทุติยภูมิ
ของการเกิดการออกซิเดชนัของไขมนัที่เพ่ิมขึ้นในระหว่างการเก็บรักษาของไส้กรอก ซ่ึงเป็นหน่ึง
ในตวับ่งช้ีการเส่ือมคุณภาพของผลิตภณัฑจ์ากเน้ือสัตว ์การออกซิเดชนัเกิดจากอนุมลูอิสระที่
เกิดขึ้นในระหว่างกระบวนการแปรรูป โดยการออกซิเดชนัของไขมนัเกิดจากอนุมูลอิสระจะ
ออกซิไดซ์กรดไขมนัโดยเฉพาะกรดไขมนัไม่อิม่ตวัเชิงซ้อนผ่านปฏิกิริยาลูกโซ่ (Jo et al., 2018) 
รวมถึงการออกซิเดชนัของโปรตีนดว้ยอนุมูลอิสระที่มีออกซิเจนเป็นองคป์ระกอบจะดดัแปลง
พนัธะโควาเลนตข์องโปรตีน (Falowo et al., 2014) น าไปสู่การเกิดกลิ่นรสที่ไม่พ่ึงประสงคแ์ละ
กลิ่นหืนท าให้อายกุารเก็บรักษาลดลง สูญเสียคุณค่าทางโภชนาการและก่อให้เกิดองคป์ระกอบที่
เป็นสารพิษ (Jo et al., 2018) การตรวจวดัค่า TBARS ของไส้กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาติน
ไฮโดรไลเสตเป็นระยะเวลา 14 วนั ดงัภาพที่ 4-9 โดยไส้กรอกไก่ทั้ง 5 ส่ิงทดลอง พบว่าค่า TBARS 
มีแนวโนม้เพ่ิมขึ้นตั้งแต่วนัที่โดย 0 – 8 ในวนัที่ 0 พบค่า TBARS 0.60 – 2.16 mg MDA/kg meat 
sample ซ่ึงบ่งช้ีว่าการเกิดออกซิเดชนัของไขมนัเกิดขึ้นระหว่างการแปรรูปและการปรุงสุกของไส้
กรอก (Intarasirisawat et al., 2014) เน่ืองจากไมโอโกลบินซ่ึงเป็นโปรตีนฮีมในเน้ือสัตวจ์ะสูญเสีย
สภาพในระหว่างกระบวนการให้ความร้อน จากนั้นเหล็กไมไ่ดอ้ยูใ่นรูปของฮีม (Nonheme iron) จะ
ถูกปลอ่ยออกจากฮีมของไมโอโกลบินและสร้างอนุมูลไฮดรอกซิลซ่ึงเป็นหน่ึงในอนุมูลอิสระผ่าน
ปฏิกิริยาเฟนตนัหรือปฏิกิริยาออกซิเดชนัที่เกิดขึ้นอยา่งรวดเร็วของสารประกอบอินทรียซ่ึ์งส่งเสริม
การเกิดออกซิเดชนัของไขมนัในผลิตภณัฑจ์ากเน้ือสัตว ์(Jo et al., 2018) จึงท าให้ค่า TBARS เพ่ิม
สูงขึ้น หลงัจากวนัที่ 8 ค่า TBARS มีแนวโนม้ค่อย ๆ ลดลงจนส้ินสุดระยะการเก็บรักษาอาจเกิดจาก
การสูญเสียผลิตภณัฑอ์อกซิเดชันขั้นทุติยภูมิที่ระเหยได ้และผลิตภณัฑเ์หล่าน้ีอาจท าปฏิกิริยากบั
กรดอะมิโน โปรตีนและเปปไทดด์ว้ยการสร้างชิฟเบส (Schiff bases) ไดเ้ป็นผลิตภณัฑท์ี่มีพนัธะคู่ 
(Hajfathalian et al., 2019; Intarasirisawat et al., 2014) จะเห็นไดว่้าตั้งแต่วนัที่ 0 - 14 ไส้กรอกไกไ่ม่
เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสตมีค่า TBARS สูงกว่าไส้กรอกไก่ที่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสตในปริมาณ 
1% 3% และ 5% อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05) เน่ืองจากเจลาตินไฮโดรไลเสตอาจท าหนา้ที่
เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระที่ป้องกนัการเกิดออกซิเดชนัของไขมนั (Zakaria  & Sarbon, 2018) โดย
ส่วนใหญ่เปปไทดต์า้นอนุมูลอิสระอาจจะมีลกัษณะโครงสร้างร่วมกนับางอยา่ง รวมถึงความยาว
ของเปปไทดอ์ิสระสายส้ัน ๆ (เช่น กรดอะมิโน 3 - 16 ตวั) และน ้าหนกัโมเลกุลตั้งแต่ 200 - 1800 Da 
ซ่ึงมกัพบกรดอะมิโนอิสระที่ไม่ชอบน ้าในล าดบัของกรดอะมิโน เปปไทดจึ์งมีความสามารถในการ
ก าจดัอนุมลูอิสระที่เกิดขึ้นในระหว่างปฏิกิริยาการออกซิเดชนัของไขมนั ออกซิเจนที่มีใน
องคป์ระกอบและการจบักบัโลหะ ซ่ึงเปปไทดท์ี่อยูร่ะหว่างผิวของน ้ามนัหรือไขมนัจะสามารถ
ป้องกนัไม่ให้ไอออนของโลหะเขา้มาท าปฏกิิริยาไดโ้ดยตรง (Nikoo  & Benjakul, 2015) ดงัภาพที่ 
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2-9 ทั้งน้ีแมว่้าจะยงัไม่มีความเห็นเป็นเอกฉันทเ์ก่ียวกบักลไกการท างานที่แน่นอนของโปรตีน
ไฮโดรไลเสตเพื่อแสดงสมบตัิในการป้องกนัการเกิดออกซิเดชนั แต่ก็มีการยอมรับอยา่งกวา้งขวาง
ว่าขนาดโมเลกุลของเปปไทด ์ล าดบัและองคป์ระกอบของกรดอะมิโนในโปรตีนไฮโดรไลเสตเป็น
ตวัก าหนดกิจกรรมตา้นอนุมลูอิสระ (Hajfathalian et al., 2019) เช่นเดียวกบังานวิจยัของ 
Intarasirisawat et al. (2014) ศึกษาผลของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากไข่ปลาทูน่าพนัธ์ุทอ้งแถบใน
ระดบัต่าง ๆ (0 – 3 กรัมต่อ 100 กรัม) ต่อสมบตัิและความเสถียรในการเกิดออกซิเดชนัของไส้กรอก
อิมลัชนัจากปลาดุกอุย (Clarias macrocephalus) ที่เสริมดว้ยไขมนัจากไข่ปลาทนู่าพนัธ์ุทอ้งแถบ
พบว่า ไส้กรอกที่ไม่เสริมโปรตีนไฮโดรไลเสตมคี่า TBARS สูงกว่าไส้กรอกที่เสริมโปรตีน
ไฮโดรไลเสต และเมื่อเสริมโปรตีนไฮโดรไลเสตมากขึ้นจะย่ิงมีค่า TBARS ลดลง ซ่ึงช้ีให้เห็นว่าเจ
ลาตินไฮโดรไลเสตสามารถชะลอการเกิดออกซิเดชนัของกรดไขมนัไมอ่ิ่มตวัในไส้กรอกอมิลัชนัได้
ในระดบัหน่ึง อีกทั้งไส้กรอกไก่ที่เติมเตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟตมีค่า TBARS ต ่ากว่าไส้กรอกไก่
ไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสตอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05) เช่นเดียวกบังานวิจยัของ Jo et al. 
(2018) ศึกษาผลิตไส้กรอกไก่เกลอืต ่าเสริมดว้ยผงเห็ดเหมนัตใ์นระดบัต่าง ๆ (0 - 0.5 กรัมต่อ 100 
กรัม) และมีตวัอยา่งควบคุมเชิงบวกคือไส้กรอกไก่เกลือต ่าเติมเตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟต 0.3% 
รายงานว่าฟอสเฟตสามารถยบัยั้งการเกิดออกซิเดชนัของไขมนัผ่านการจบักบัไอออนของโลหะ (Jo 
et al., 2018) จึงอาจท าให้มีค่า TBARS ต ่ากว่าไส้กรอกไก่ไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต  
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ภาพที่ 4-9 ค่า TBARS ของไส้กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสตเป็นระยะเวลา  
 14 วนั ไส้กรอกไก่ไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต (SGH 0%) ไส้กรอกไก่เสริมเจลาติน 
 ไฮโดรไลเสต 1% (SGH 1%) ไส้กรอกไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 3% (SGH 3%)  
 ไส้กรอกไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 5% (SGH 5%) และไส้กรอกไก่ที่เติมเตตระ 
 โซเดียมไพโรฟอสเฟต 0.3% (SSP 0.3%) 
 
 การเปลี่ยนแปลงของจ านวนจุลินทรียบ์่งบอกถึงการเน่าเสียและการไม่เป็นที่ยอมรับ
ผลิตภณัฑจ์ากเน้ือสัตว ์(Ketnawa, Benjakul, Martínez-Alvarez, & Rawdkuen, 2016) ซ่ึงจ านวน
จุลินทรียท์ั้งหมดของไส้กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสตเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส หลงัจากผ่านกระบวนการผลิตไส้กรอกเป็นระยะเวลา 1 วนั (ดงัตารางที่ 4-14) พบว่า
ไส้กรอกไก่ที่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 3% และ 5% มีปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมดนอ้ยกว่าไส้กรอก
ไก่ไม่ที่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 1% และเติมเตตระโซเดียมไพโร
ฟอสเฟตอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05) โดยไส้กรอกไก่ที่เติมเตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟตมี
ปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมดมากที่สุดอาจเป็นผลมาจากเตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟตมีคุณสมบตัิช่วย
เพ่ิมความสามารถในการอุม้น ้าจึงท าให้มีค่า aw มากกว่าส่ิงทดลองอื่น (ตารางที่ 4-11) ซ่ึง aw มี
บทบาทส าคญัที่จุลินทรียส์ามารถน าไปใชใ้นการเจริญเติบโตในวตัถุดิบอาหาร (Jin, Choi, Lee, 
Lee, & Hur, 2016) ในขณะที่การเสริมเจลาตินไฮโดรไลเสตในปริมาณมากขึ้นมีผลต่อความสามารถ
ในการยบัยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียท์ี่มากขึ้น เน่ืองจากเปปไทดบ์างชนิดมีความสามารถใน
การตา้นจุลินทรีย ์โดยปัจจยัที่อาจจะเก่ียวขอ้งกบัความสามารถในการตา้นจุลนิทรียข์องโปรตีน
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ไฮโดรไลเสตหรือเปปไทด ์ไดแ้ก่ องคป์ระกอบ ล าดบั น ้าหนกัโมเลกลุของกรดอะมิโนและชนิด
ของแบคทีเรีย (Ketnawa et al., 2016) ซ่ึงคุณสมบตัิของเปปไทดท์ี่เป็นแอมฟิพาติก (Amphipathic) 
ประกอบดว้ยประจุบวกและความเป็น Hydrophobic จะท าลายจุลินทรียโ์ดยการท าปฏิกิริยา 
(Electrostatic interaction) กบัเย่ือหุ้มเซลลข์องจุลินทรียท์ี่ประกอบดว้ยไขมนัชนิดที่เป็นประจุลบ
แบบไม่จ าเพาะท าให้เกิดการท าลายเย่ือหุ้มเซลลข์องจุลินทรียแ์ละท าให้จุลินทรียต์ายในที่สุด อีกทั้ง
โปรตีนไฮโดรไลเสตยงัมีกลไกอกีหลายรูปแบบในการยบัยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์เช่น 
สามารถท าให้เกิดรูร่ัวที่เย่ือหุ้มเซลลไ์ด ้(Barrel stave หรือ Toroidal pore models) หรือสะสมบนเย่ือ
หุ้มเซลลแ์ลว้ท าให้เย่ือหุ้มเซลลข์องจุลินทรียบ์างลงจนเกิด Membrane dissolution (Carpet model) 
(Ketnawa et al., 2016; สกาวรัตน์ กนัทะวงศ,์ 2558) ซ่ึงการเพ่ิมปริมาณเจลาตินไฮโดรไลเสตในไส้
กรอกไก่มีผลต่อความสามารถในการยบัยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียม์ากขึ้น เช่นเดียวกบั
งานวิจยัของ Intarasirisawat et al. (2014) ศึกษาผลของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากไข่ปลาทูน่าพนัธ์ุ
ทอ้งแถบในระดบัต่าง ๆ (0 - 3 กรัมต่อ 100 กรัม) ต่อสมบตัิและความเสถียรในการเกิดออกซิเดชนั
ของไส้กรอกอิมลัชนัจากปลาดกุอุย (Clarias macrocephalus) ที่เสริมดว้ยไขมนัจากไข่ปลาทนู่า
พนัธ์ุทอ้งแถบ จะเห็นไดว่้าในวนัที่ 0 ไส้กรอกอิมลัชนัที่มีโปรตีนไฮโดรไลเสต 3 กรัมต่อ 100 กรัม 
มีความสามารถในการยบัยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียม์ากกว่าส่ิงทดลองอืน่ อีกทั้งเจลาติน
ไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่มกีรดอะมิโนที่ไม่ชอบน ้า ดงัตารางที่ 4-10 ไดแ้ก่ Ala, Val, Met, Ile, Leu, 
Phe, Pro, Cys, Trp และ Tyr จากองคป์ระกอบของกรดอะมิโนทั้งหมดมีกรดอะมิโนทีไ่ม่ชอบน ้าที่
อาจเป็นสัดส่วนที่มากพอที่จะส่งผลต่อการยบัยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์และดว้ยเหตุน้ีไส้
กรอกไก่ที่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 3% และ 5% จึงที่จะยืดอายกุารเก็บรักษาไดน้านที่สุด 
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ตารางที่ 4-14 จ านวนจุลินทรียท์ั้งหมดของไส้กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 
 

ส่ิงทดลอง จุลินทรียท์ั้งหมด (log CFU/g) 
SGH 0% 3.98 ± 0.07a 
SGH 1% 3.86 ± 0.07a 
SGH 3% 2.96 ± 0.09b 
SGH 5% 3.29 ± 0.41b 
SSP 0.3% 3.99 ± 0.07a 

SGH 0% คือ ไส้กรอกไก่ไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต SGH 1% คือ ไส้กรอกไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 1% 
SGH 3% คือ ไส้กรอกไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 3% SGH 5% คือ ไสก้รอกไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 5% 
และ SSP 0.3% คือ ไส้กรอกไก่ท่ีเติมเตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟต 0.3% 
a, b, c, … หมายถึง ค่าเฉลี่ยท่ีมีตวัอกัษรต่างกนัในแนวตั้งแสดงว่ามีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(p≤0.05) 

 
 ผลการทดลองคุณลกัษณะทางประสาทสัมผสัดว้ยวิธี 9-point hedonic scale ของไส้กรอก
ไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต (ดงัตารางที่ 4-15) โดยมีเกณฑก์ารให้คะแนน
ความชอบมากที่สุดเท่ากบั 9 คะแนน และไม่ชอบมากที่สุดเท่ากบั 1 คะแนน พบว่าคุณลกัษณะทาง
ประสาทสัมผสั ไดแ้ก่ ลกัษณะปรากฎ สี กลิ่น รสชาติ เน้ือสัมผสั และความชอบโดยรวมทั้ง 5 ส่ิง
ทดลองแตกต่างกนัอยา่งไมม่ีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) โดยกลิ่นและเน้ือสัมผสัมีคะแนน
ความชอบอยูใ่นช่วง 5 - 6 คะแนน หมายถึงชอบเฉย ๆ ถึงชอบเล็กนอ้ย ในขณะที่ลกัษณะปรากฏ สี 
รสชาติ และความชอบโดยรวมมีคะแนนความชอบอยูใ่นช่วง 6 - 7 คะแนน หมายถึง ชอบเล็กนอ้ย
ถึงชอบปานกลาง ซ่ึงใกลเ้คียงกบัรายงานวิจยัของ Jo et al. (2018) ผลิตไส้กรอกไก่เกลือต ่าเสริมดว้ย
ผงเห็ดเหมนัตใ์นระดบัต่าง ๆ (0 - 0.5 กรัมต่อ 100 กรัม) และมีตวัอยา่งควบคุมเชิงบวกคือไส้กรอก
ไก่เกลอืต ่าเติมเตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟต 0.3% รายงานว่าไส้กรอกไก่เกลอืต ่าเสริมดว้ยผงเห็ด
เหมนัตใ์นระดบัต่าง ๆ และการเติมเตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟตมีคะแนนความชอบของสี กลิ่น 
รสชาติ เน้ือสัมผสั และความชอบโดยรวม (อยูใ่นช่วง 5 - 6 คะแนน) แตกต่างกนัอยา่งไม่มีนยัส าคญั
ทางสถิติ (p≥0.05) ส าหรับการเติมเตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟตในไส้กรอกไก่ไม่มีผลตอ่
คุณลกัษณะทางประสาทสัมผสั ซ่ึงจากการที่เตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟตมีสมบตัิช่วยปรับปรุง
ความสามารถในการอุม้น ้าอาจเป็นผลมาจากความเขม้ขน้ของเตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟตที่เติมลง
ในไส้กรอกไก่อาจเป็นปริมาณทีไ่ม่เพียงพอส าหรับปรับปรุงความสามารถในการอุม้น ้าที่จะท าให้
ผูบ้ริโภครับรู้ถึงความฉ ่าน ้าจึงท าให้ไส้กรอกไก่ทีเ่ติมเตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟตไม่มีผลต่อ
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คุณลกัษณะทางประสาทสัมผสั อีกทั้งงานวิจยัของ Intarasirisawat et al. (2014) ศึกษาผลของ
โปรตีนไฮโดรไลเสตจากไข่ปลาทูน่าพนัธ์ุทอ้งแถบในระดบัต่าง ๆ (0 - 3 กรัมต่อ 100 กรัม) ต่อ
สมบตัิและความเสถียรในการเกิดออกซิเดชนัของไส้กรอกอมิลัชันจากปลาดุกอุย (Clarias 
macrocephalus) ที่เสริมดว้ยไขมนัจากไข่ปลาทูน่าพนัธ์ุทอ้งแถบ รายงานว่าในวนัที่ 0 ลกัษณะ
ปรากฎ สี กลิ่น และความชอบโดยรวมไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) ซ่ึงช้ีให้เห็น
ว่าการใชส้ารตา้นอนุมูลอิสระต่าง ๆ จากธรรมชาติ เช่น โปรตีนไฮโดรไลเสตจากไข่ปลาไน (3 กรัม
ต่อ 100 กรัม) (Hajfathalian et al., 2019) เคร่ืองเทศไทม ์(Thyme) และโรสแมรี (Rosemary)          
(0 - 0.2 กรัมต่อ 100 กรัม) (Jin et al., 2016) ไม่มผีลต่อคุณลกัษณะทางประสาทสัมผสัของไส้กรอก  
 จากภาพที่ 4-10 ไส้กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสตทั้ง 5 ส่ิงทดลอง 
แสดงให้เห็นว่าไส้กรอกไก่ไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสตมีลกัษณะปรากฎที่แตกต่างจากส่ิงทดลอง
อื่นอยา่งเห็นไดช้ดัโดยมีลกัษณะปรากฎไม่เป็นเน้ือเดียวกนั ในขณะที่ไส้กรอกไก่เสริมเจลาติน
ไฮโดรไลเสตในปริมาณที่มากขึ้นปรากฎแนวโนม้ที่มีลกัษณะเรียบเนียนเป็นเน้ือเดียวกนัมากขึ้น 
เน่ืองจากเจลาตินไฮโดรไลเสตมีสมบตัิเชิงหนา้ที่ต่าง ๆ เช่น ความสามารถในการละลายซ่ึงเป็น
สมบตัิเชิงหนา้ที่ที่ส าคญัในการส่งผลต่อสมบตัิเชิงหนา้ที่ดา้นอื่น ๆ เช่น สมบตัิของอิมลัชนั (เกียรติ
ศกัด์ิ ดวงมาลย ์และบูรฉัตร ศรีทองแท,้ 2557) ซ่ึงโปรตีนไฮโดรไลเสตเป็นสารลดแรงตึงผิว 
(Surface-active materials) และสนบัสนุนสมบตัขิองอิมลัชนัชนิดน ้ามนัในน ้า (Oil-in-water 
emulsion) เน่ืองจากโปรตีนไฮโดรไลเสตมีกลุ่มที่ชอบน ้าและไม่ชอบน ้า และมีประจุ (Jridi et al., 
2014) โดยโปรตีนไฮโดรไลเสตมีการจดัเรียงส่วนที่ไม่ชอบน ้าเขา้หาวฎัภาคของน ้ามนัและหันส่วน
ที่ชอบน ้าเขา้หาวฎัภาคน ้าท าให้เกิดเป็นสภาพอิมลัชนัขึ้น สมบติัในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ของ
โปรตีนจะสัมพนัธ์กบัสมบติัระหว่างพ้ืนผิว (Interfacial properties) หรือความสามารถในการลดแรง
ตึงผิวระหว่างส่วนที่ชอบน ้าและไม่ชอบน ้าในระบบอาหาร (เกียรติศกัด์ิ ดวงมาลย ์และบูรฉัตร ศรี
ทองแท,้ 2557) จึงท าให้ไส้กรอกไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสตในปริมาณที่มากขึ้นปรากฎแนวโนม้
ที่มีลกัษณะเป็นเน้ือเดียวกนัมากขึ้น ในลกัษณะเดียวกบักนังานวิจยัของ Zakaria and Sarbon (2018) 
ศึกษาสมบตัิทางเคมีฟิสิกส์และความเสถียรในการออกซิเดชนัของไส้กรอกปลาอิมลัชนัทีไ่ดรั้บ
อิทธิพลจากโปรตีนไฮโดรไลเสตของปลาช่อน (Channa striata) ในระดบัต่าง ๆ (0 - 3 กรัมต่อ 100 
กรัม) รายงานโครงสร้างจุลภาคของไส้กรอกอมิลัชนัปลา พบว่าการเพ่ิมความเขม้ขน้ของโปรตีน
ไฮโดรไลเสตส่งผลให้กอ้นไขมนัมีขนาดเลก็ลงและการกระจายตวัที่สม ่าเสมอมากขึ้นอาจ
เน่ืองมาจากสมบตัขิองอิมลัชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสตซ่ึงจะก่อตวัเป็นฟิลม์บาง ๆ ที่เช่ือมต่อกนั
รอบ ๆ กอ้นไขมนั โดยโปรตีนไฮโดรไลเสตสามารถเคลื่อนยา้ยไปรวมตวัอยูร่ะหว่างพ้ืนผิวของ
โปรตีนไมโอไฟบริลลาร์จึงท าให้เกิดอิมลัชนัที่มีเสถียรภาพ (Intarasirisawat et al., 2014) แต่
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อยา่งไรก็ตามไส้กรอกไก่ที่เติมเตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟต 0.3% มีลกัษณะปรากฎเรียบเนียนเป็น
เน้ือเดียวกนัมากที่สุด เน่ืองจากเตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟตมส่ีวนช่วยเพ่ิมความสามารถในการอุม้
น ้า (Jo et al., 2018) โดยสารประกอบฟอสเฟตจะช่วยในการสกดัโปรตีนไมโอไฟบริลลาร์ซ่ึง
ประกอบไปดว้ยแอกตินและไมโอซินรวมตวักนั เรียกว่าแอกโตไมโอซินออกมาไดม้ากขึ้น โดย
ฟอสเฟตจะช่วยท าให้โปรตีนแอกโตไมโอซินสามารถแยกตวัออกจากกนัเป็นแอกตินและไมโอซิน
เขา้ไปจบัหุ้มหยดไขมนัไวแ้ละเกิดเป็นโครงสร้างร่างแห ในช่องว่างของร่างแหนอกจากไขมนัยงัมี
น ้าแทรกอยูใ่นโครงสร้างซ่ึงจะไม่ไหลออกมาท าให้เกิดเป็นระบบอิมลัชนัที่มีความคงตวั (อรรถกร 
มุนิกานนท ์ และมาลยัวรรณ อารยะสกุล, 2547) จึงท าให้ไส้กรอกไก่ที่เติมเตตระโซเดียมไพโร
ฟอสเฟต 0.3% มีลกัษณะปรากฏเรียบเนียนอีกทั้งยงัสังเกตไดถ้ึงความฉ ่าน ้าของไส้กรอกมากกว่าส่ิง
ทดลองอื่น
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ภาพที่ 4-10 ไส้กรอกไก่ 5 ส่ิงทดลอง ไดแ้ก่ ไส้กรอกไกไ่ม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต (SGH 0%)  
   ไส้กรอกไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 1% (SGH 1%) ไส้กรอกไก่เสริมเจลาติน 
   ไฮโดรไลเสต 3% (SGH 3%) ไส้กรอกไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 5% (SGH 5%)  
   และไส้กรอกไก่ที่เติมเตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟต 0.3% (SSP 0.3%) 
หมายเหตุ      ภาพแสดงลกัษณะทางกายภาพของไส้กรอกไก่ถ่ายดว้ยกลอ้งดิจิตอล Cannon EOS M50  
   Lens Kit 15-45 mm. 
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 

สรุปผลการวิจัย 
 ผลของขั้นตอนการเตรียมวตัถุดิบพบว่า เทา้ไก่เมื่อน ามาผ่านกระบวนการสกดัเป็น        
เจลาตินมีผลท าให้เจลาตินมีปริมาณโปรตีน (84.42%) และคอลลาเจน (27.03%) เพ่ิมมากขึ้น แต่มี
ปริมาณไขมนั (0.72%) และเถา้ (0.52%) ลดลงเมื่อเปรียบกบัเทา้ไก่ 
 ผลของชนิดของเอนไซมต์่อประสิทธิภาพในการยอ่ยเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก ่
โดยศึกษาชนิดของเอนไซม ์ไดแ้ก่ ทริปซิน เปปซิน อสัคาเลส และปาเปน พบว่าเอนไซมท์ั้ง 4 ชนิด 
มีค่ากิจกรรมแตกต่างกนั และเมื่อก าหนดให้เอนไซมท์ั้ง 4 ชนิด มีค่ากิจกรรมเท่ากนัท าให้ผลการ
คดัเลือกชนิดของเอนไซมจ์ากการศึกษาจลนพลศาสตร์พบว่า เปปซินมีค่า Vmax สูง                  
(1.79 มิลลิโมลาร์ต่อวินาที) และ Km ต ่า (4.67 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร) รวมถึงราคา (0.12 บาทต่อ
มิลลกิรัม) ของเอนไซมท์ี่เหมาะสมที่สุดในการยอ่ยเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก ่
 ผลของปริมาณเอนไซมร่์วมกบัระยะเวลาในการยอ่ยของเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่
ต่อความสามารถในการยบัยั้งการเกิดออกซิเดชนัดว้ยวิธีพ้ืนที่ผิวตอบสนอง (Response surface 
methodology) ออกแบบการทดลองแบบ Central composite design โดยศึกษาปริมาณเปปซิน   
(0.02 - 5% w/w) ร่วมกบัระยะเวลาในการยอ่ยเจลาตินไฮโดรไลเสต (2 - 8 ชั่วโมง) พบว่า ปริมาณ
เอนไซม ์และระยะเวลาในการยอ่ยมีความสัมพนัธ์กบัปริมาณโปรตีน ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน ้า 
และความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี ABTS โดยสภาวะที่มีปริมาณ เปปซิน 2.08 %w/w 
ร่วมกบัระยะเวลา 4.48 ชั่วโมง มีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระมากที่สุด (0.0430 µmole 
TE/mg protein) ปริมาณโปรตีนต ่า (28.26 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) และปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน ้าต ่า 
(58.03 Bound BPB, µg) 
 ผลของปริมาณเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ต่อคุณภาพของไส้กรอกไก่ โดยศึกษา 5
ปัจจยั ไดแ้ก่ ปริมาณเจลาตินไฮโดรไลเสต 4 ระดบั (0%, 1%, 3% และ 5% ) และตวัอยา่งควบคุมเชิง
บวก (เตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟต 0.3%) พบว่าไส้กรอกไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสตในปริมาณที่
มากขึ้น ส่งผลให้มีค่า TBARS และลกัษณะเน้ือสัมผสัดา้นค่าความแข็ง ค่าพลงังานในการกดั และ
ค่าพลงังานที่ใชใ้นการเคี้ยวเพ่ิมมากขึ้น รวมถึงมผีลให้มีจ านวนจุลินทรียท์ั้งหมดและค่าสี (L*, a* 
และ b*) ลดลง ในขณะทีก่ารเสริมเจลาตินไฮโดรไลเสตไม่ผลมีต่อค่า aw ลกัษณะเน้ือสัมผสัดา้นค่า
การเกาะติดของอาหาร ค่าความยืดหยุน่ และค่าการยึดเกาะกนั และคุณลกัษณะทางประสาทสัมผสั 
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ข้อเสนอแนะ 
1. ควรศึกษาหาระดบัการยอ่ยของเจลาตินไฮโดรไลเสตเพื่อลดระยะเวลาและปริมาณ

เอนไซมท์ี่ใช ้รวมถึงราคาของเอนไซม ์
2. ควรศึกษาขนาดโมเลกุลและล าดบักรดอะมิโนของเจลาตินไฮโดรไลเสตเพื่ออธิบายถึง

ความสามารถในดา้นการตา้นอนุมูลอิสระไดช้ดัเจนมากย่ิงขึ้น 
3. ควรศึกษาหาสมบติัเชิงหนา้ที่ของไส้กรอกไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต เช่น สมบตัิ

อิมลัชนั ความสามารถในการอุม้น ้า เป็นตน้ 
4. น าเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไกไ่ปประยกุตใ์ชใ้นผลิตภณัฑอ์าหารเพ่ือสุขภาพชนิด

อื่น ๆ เช่น น ้าสลดั ซุปไก่สกดั โจ๊กรสไก่ เป็นตน้ 
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ก-1 ปริมาณความช้ืน (AOAC, 2000) 
เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. ภาชนะอะลมูิเนียมส าหรับหาความช้ืน (Moisture can) 
2. ตูอ้บลมร้อน (Hot air oven) 
3. โถดูดความช้ืน (Desiccator) 
4. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง 

การวิเคราะห์ 
1. อบภาชนะส าหรับหาความช้ืนในตูอ้บไฟฟ้าที่อุณหภูมิ 105 ± 2 องศาเซลเซียส เป็น 

ระยะเวลา 2 - 3 ชัว่โมง น าออกจากตูอ้บใส่ไวใ้นโถดูดความช้ืน ปล่อยทิ้งไวใ้ห้เยน็แลว้ชั่งน ้าหนกั 
2. ท าเช่นเดียวกบัขอ้ 1 ซ ้าจนไดผ้ลต่างของน ้าหนกัทั้ง 2 คร้ังติดต่อกนัไม่เกิน 1 - 3 มิลลกิรัม 
3. ชัง่ตวัอยา่งให้ไดน้ ้าหนกัที่แน่นอนอยา่งละเอียดประมาณ 1 - 2 กรัม ใส่ในภาชนะที่ผ่านการ 

หาความช้ืนที่ทราบน ้าหนกัแน่นอนแลว้ 
4. น าไปอบในตูอ้บที่อุณหภูมิ 105±2 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 5 - 6 ชั่วโมง 
5. น าออกจากตูอ้บใส่โถดูดความช้ืน ปลอ่ยทิ้งไวใ้ห้เยน็แลว้ชัง่น ้าหนกัภาชนะพร้อมตวัอยา่ง 
6. อบซ ้าอีกคร้ังประมาณ 30 นาที และท าเช่นเดิมจนไดผ้ลต่างของน ้าหนกัทั้ง 2 คร้ังติดต่อกนั 

ไม่เกิน 1-3 มิลลกิรัม 
7. ค านวณหาปริมาณความช้ืนจากสูตร 

 ปริมาณความช้ืน (เปอร์เซ็นต)์ = (W1-W2/W1) x 100% 
เมื่อ W1 คือน ้าหนกักอ่นอบ (กรัม) 
       W2 คือน ้าหนกัหลงัอบ (กรัม) 
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ก-2 ปริมาณโปรตีน (AOAC, 2000) 
เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. อุปกรณ์การยอ่ยโปรตีน ประกอบดว้ยเตาเผาและเคร่ืองดกัจบัไอกรด 
2. อุปกรณ์กลัน่โปรตีน 
3. ขวดรูปชมพู่ ขนาด 125 และ 250 มิลลิลิตร  
4. ขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 
5. ปิเปต ขนาด 5 และ 10 มิลลิลิตร 
6. บิวเรตขนาด 25 มิลลิลิตร 
7. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง 

สารเคม ี
1. คอปเปอร์ซลัเฟต (Copper(II) sulfate, CuSO4.H2O)  
2. โพแทสเซียมซลัเฟต (Potassium sulfate, K2SO4)  
3. กรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ (Sulfuric acid, H2SO4) 
4. โซเดียมไฮดรอกไซด ์(Sodium hydroxide, NaOH) 
5. กรดบอริก (Boric acid, H3BO3) 
6. กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid, HCl) 
7. Sher indicator ของ Buchi 

การเตรียมสาร 
1. สารผสมระหว่างคอปเปอร์ซลัเฟตและโพแทสเชียมซลัเฟตในอตัราส่วน 1:10 

2. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์ความเขม้ขน้ 32% เตรียมโดยชัง่โซเดียมไฮดรอกไซด ์32  
กรัม ละลายในน ้ากลัน่ แลว้ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ากลัน่ในขวดปรับปริมาตร 

3. กรดบอริก ความเขม้ขน้ 2% เตรียมโดยชัง่กรดบอริก 2 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ แลว้ 
ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ากลัน่ในขวดปรับปริมาตร 

4. กรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ 0.2 N เตรียมโดยปิเปตกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ 1.65 มิลลิลิตร  
ละลายในน ้ากลัน่ แลว้ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ากลัน่ในขวดปรับปริมาตร 
การวิเคราะห์ 
ขั้นตอนการยอ่ย (Digestion) 

1. ชัง่ตวัอยา่งให้ไดน้ ้าหนกัแน่นอน 1-3 กรัมใส่ลงในหลอดยอ่ยโปรตีน 
2. ใส่สารผสมระหว่างคอปเปอร์ซลัเฟตและโพแทสเซียมซลัเฟต ปริมาณ 10 กรัม 
3. เติมกรดซลัฟูริกปริมาณ 20 มิลลิลิตร 
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4. วางหลอดยอ่ยในเตายอ่ยแลว้ประกอบสายยางระหว่างฝาครอบ และเคร่ืองดกัจบัไอกรด 
ให้เรียบร้อย 

5. เปิดสวิทช์เคร่ืองดกัจบัไอกรดและเตายอ่ยแลว้ตั้งอุณหภูมิไปที่ No. 2 เป็นระยะเวลา   
10 นาที จากนั้นปรับเพ่ิมอุณหภูมิไปที่ No. 9 ยอ่ยต่ออีก 50 นาที จนไดส้ารละลายใส  
ขั้นตอนการกลัน่ 

1. จดัเตรียมอุปกรณ์กลัน่ แลว้เปิดสวิทช์ให้ความร้อนและเปิดน ้าหล่อเยน็เคร่ืองควบแน่น 
2. น าขวดรูปชมพู่ ขนาด 250 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุกรดบอริก (ความเขม้ขน้ 2%) ปริมาตร 25  

มิลลลิิตร เติม Sher indicator แลว้น าไปรองรับของเหลวที่กลัน่ได ้โดยให้ส่วนปลายของอุปกรณ์
ควบแน่นจุ่มลงในสารละลายกรด 

3. เติมน ้ากลัน่ลงในหลอดยอ่ย 100 มิลลิลิตร จากนั้นเติมโซเดียมไฮดรอกไซดใ์ห้ท าปฏิกิริยา 
เกินพอสังเกตให้สารละลายเปลี่ยนเป็นสีน ้าตาลขุ่น 

4. กลัน่ให้ไดข้องเหลวอยูใ่นระดบั 125 มิลลิลิตร 
การไตเตรท (Titration) 

1. น าของเหลวที่กลัน่ไดใ้นขวดรูปชมพู่มาไตเตรทดว้ยกรดไฮโดรคลอริกที่มีความเขม้ขน้  
0.2 N จนสารละลายเปลี่ยนเป็นใสไม่มีสี 

2. ค านวณหาปริมาณโปรตีนจากสูตร 
 ปริมาณโปรตีน (%) (ฐานเปียก) = [(A - B) x N x 1.4007 x F] / W1 
 ปริมาณโปรตีน (%) (ฐานแห้ง) = [(A - B) x N x 1.4007 x F] / W2 
เมื่อ A คือ ปริมาณกรดที่ใชไ้ตเตรทกบัตวัอยา่ง (มิลลลิิตร) 
       B คือ ปริมาณกรดที่ใชไ้ตเตรทกบัแบลงค ์(มิลลิลิตร) 
       N คือ ความเขม้ขน้ของกรด (0.2 N) 
       F คือ แฟคเตอร์ (5.4) (Melanie et al., 2015) 
      W1 คือ น ้าหนกัตวัอยา่งเร่ิมตน้ (กรัม) 
      W2 คือ น ้าหนกัตวัอยา่งเร่ิมตน้ – น ้าหนกัน ้าในตวัอยา่ง (กรัม) 
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ก-3 ปริมาณไขมัน (AOAC, 2000) 
เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. เคร่ืองวิเคราะห์ไขมนั (Soxhlet) 
2. ทิมเบิล (Thimble) 
3. ตูอ้บไฟฟ้า 
4. กระดาษกรอง 
5. ชอ้นตกัสาร 
6. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง 

สารเคม ี
1. ปิโตรเลียมอีเทอร์ (Petroleum ether) 

การวิเคราะห์ 
1. ชัง่ตวัอยา่ง 1 - 3 กรัม ใส่บนกระดาษกรองและห่อให้มิดชิด แลว้น าไปใส่ลงในทิมเบิล 
2. น าทิมเบิลใส่ใน Extraction cup ที่ผ่านการอบแลว้ชัง่น ้าหนกัที่แน่นอน 
3. เติมปิโตรเลียมอีเทอร์ลงใน Extraction cup ประมาณ 150 มิลลิลิตร จากนั้นประกอบเขา้ 

เคร่ือง Soxhlet  
4. ท าการสกดัไขมนัจากตวัอยา่งนานประมาณ 2 - 3 ชัว่โมง โดยปรับความร้อนให้หยดของ 

สารท าละลายกลัน่จาก Condenser มีอตัราหยด 150 หยดต่อนาที 
5. ระเหยปิโตรเลียมอีเทอร์ออกจากไขมนั โดยน า Extraction cup ไปวางไวใน Hood จากนั้น 

น าไปอบทีอุ่ณหภูมิ 105 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 30 นาที ท าให้เยน็ในโถดูดความช้ืน ชัง่
น ้าหนกัที่แน่นอน 

6. อบซ ้านานคร้ังละ 30 นาที และชัง่น ้าหนกัจนไดน้ ้าหนกัคงที่ไม่เกิน 1 - 3 มิลลิกรัม 
7. ค านวณหาปริมาณไขมนัจากสูตร 

 ปริมาณไขมนั (%) = ((X1 – X2) / X3) x 100 
เมื่อ X1 คือ น ้าหนกั Extraction cup หลงัสกดั (กรัม) 
      X2 คือ น ้าหนกั Extraction cup ก่อนสกดั (กรัม) 
     X3 คือ น ้าหนกัตวัอยา่ง (กรัม) 
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ก-4 ปริมาณเถ้า (AOAC, 2000) 
เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. ตูอ้บไฟฟ้า 
2. โถดูดความช้ืน (Desiccator) 
3. ครูซิเบิล (Crucible) 
4. เตาเผา 
5. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง 

การวิเคราะห์ 
1. อบครูซิเบลที่อุณหภูมิ 105±2 องศาเซลเซียส จนน ้าหนกัคงที่ ท าให้เยน็ในโถดูดความช้ืน 

แลว้น ามาชัง่น ้าหนกัที่แน่นอน 
2. ชัง่ตวัอยา่งประมาณ 3 กรัม ใส่ลงครูซิเบลที่ทราบน ้าหนกัที่แน่นอน แลว้น าไปเผาในตูดู้ด 

ควนัจนไม่มีควนั แลว้จึงน าไปเผาต่อในเตาเผาที่อุณหภูมิ 550±2 องศาเซลเซียส จนไดเ้ถา้สีขาว 
3. น าออกมาท าให้เยน็ในโถดูดความช้ืนแลว้ชัง่น ้าหนกัที่แน่นอน 
4. ค านวณหาปริมาณเถา้ตามสูตร 
 ปริมาณเถา้ (%) = (น ้าหนกัเถา้ (g) / น ้าหนกัตวัอยา่ง (g)) x 100 
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ก-5 ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีน (Garbowska et al., 2013) 
เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. หลอดทดลองขนาด 9 มิลลลิิตร 
2. ไมโครปิเปตขนาด  1000 ไมโครลิตร และ 1 มิลลิลิตร 
3. กระดาษกรองเบอร์ 4 
4. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
5. ตูอ้บลมร้อน 
6. เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer UV/VIS)  

สารเคม ี
1. กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric Acid, HCl) 
2. กรดซลัฟิวริก (Sulfuric acid หรือ Sulphuric acid, H2SO4) 
3. Chloramine-T (C7H7ClNO2S·Na) 
4. โซเดียมไฮดรอกไซด ์(Sodium hydroxide, NaOH) 
5. โซเดียมอะซีเตท ไตรไฮเดรท (Sodium acetate trihydrate, CH3COONa.3H2O) 
6. กรดซิตริก โมโนไฮเดรท (Citric acid monohydrate, C6H8O7.H2O) 
7. 1-โพรพานอล (1-Propanol, C3H8O) 
8. ไฮดรอกซีโพรลีน (Hydroxyproline) 
9. 4-(Dimethylamino)-benzaldehyde (C9H11NO) 

การเตรียมสารเคม ี
1. Oxidant solution: chloramine-T ความเขม้ขน้ 1.41% เตรียมก่อนใชใ้นสารละลายบฟัเฟอร์ 

ที่ประกอบไปดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด ์15 กรัม โซเดียมอะซีเตท ไตรไฮเดรท 90 กรัม กรดซิตริก 
โมโนไฮเดรท 30 กรัม และ 1-โพรพานอล 290 มิลลิลิตร ในน ้ากลัน่ 1 ลิตร 

2. สีที่ท าปฏิกิริยา: dimethylamine benzaldehyde 10 กรัม ผสมกบักรดซลัฟิวริก ความเขม้ขน้  
60% (60 มิลลิลิตร ในน ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร) 35 มิลลลิิตร และ1-โพรพานอล 65 มิลลิลิตร 

3. สารละลายไฮดรอกซีโพรลีน ความเขม้ขน้ 2.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เตรียมจาก 0.05 กรัม ใน 
น ้ากลัน่ดว้ยขวดปรับปริมตรดว้ย 25 มิลลิลิตร 
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การเตรียมตัวอย่าง 

1. ตวัอยา่ง 4 กรัม ผสมกบักรดซลัฟิวริก 30 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ท าการยอ่ยที่ 
อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 16 ชั่วโมง 

2. น าตวัอยา่งที่ไดม้ากรอง  
การวิเคราะห์ 

1. น าตวัอยา่งที่กรองไดม้าเจือจางดว้ย 1-โพรพานอล (5 - 200 เท่า)  
2. ก่อนน ามา 2 มิลลลิิตร ผสมกบั oxidant solution 1 มิลลิลิตร ผสมเขา้กนัท าปฏิกิริยาที่ 

อุณหภูมิเป็นระยะเวลา 20 นาที 
3. เติมสีที่ท าปฏิกิริยา 1 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั และบ่มที่อณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็น 

ระยะ 15 นาที 
4. วดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 558 นาโนเมตร 
5. ใชไ้ฮดรอกซีโพรลีนเป็นสารมาตรฐานที่ความเขม้ขน้ 0.1, 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 มิลลิกรัม  

ต่อมิลลิลิตร สร้างกราฟมาตรฐานเพื่อค านวณเปรียบเทียบกบัตวัอยา่ง 
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ก-6 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธีลาวรี (Lowry method) (Lowry et al., 1951)  
เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. หลอดทดลองขนาด 9 มิลลลิิตร 
2. ไมโครปิเปตขนาด  1000 ไมโครลิตร และ 1 มิลลิลิตร 
3. เคร่ืองผสมสารละลาย (Vertex mixer) 
4. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
5. เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer UV/VIS) 

สารเคม ี
1. คอปเปอร์ซลัเฟต (Copper sulfate pentahydrate, CuSO4.5H2O) 
2. โซเดียมคาร์บอเนต (Sodium carbonate, Na2CO3) 
3. โซเดียม ซิเตรท (Sodium Citrate, Na3C6H5O7) 
4.  สารโฟลีน - ซีโอเคาทูล (Folin-Ciocalteu’s phenol reagent) 
5. โซเดียมไฮดรอกไซด ์(Sodium hydroxide, NaOH) 
6. โบวินซีรัมอลับูมิน (Bovine serum albumin, BSA) 

การเตรียมสารเคม ี
1. สารละลายโซเดียม ซิเตรทที่ความเขม้ขน้ 1% โดยชัง่โซเดียม ซิเตรท 1 กรัม ละลายในน ้า

กลัน่ 100 มิลลิลิตร 
2. สารละลายเอ เตรียมโดยโซเดียมคาร์บอเนตที่ความเขม้ขน้ 2% ชัง่ 2 กรัม ละลายใน

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดท์ี่ความเขม้ขน้ 1 นอร์มอล 100 มิลลิลิตร  
3. สารละลายบี เตรียมโดยคอปเปอร์ซลัเฟตที่ความเขม้ขน้ 0.5% ชัง่ 0.5 กรัม ละลายใน

สารละลายโซเดียม ซิเตรทที่ความเขม้ขน้ 1% 100 มิลลิลิตร 
4. สารละลายซี เตรียมโดยสารโฟลีน - ซีโอเคาทูลที่ความเขม้ขน้ 2 นอร์มอล โดยปิเปต     

โฟลีน - ซีโอเคาทูล 1 มิลลิลิตร ผสมกบัน ้ากลัน่ 1 มิลลิลิตร 
5. สารละลายดี เตรียมโดยน าสารละลายเอ 2 มิลลิตร ผสมกบัสารละลายบี 0.04 มิลลิลิตร 
6. สารละลายมาตรฐาน BSA ที่ความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัม/มลิลลิิตร โดยชัง่ BSA 0.1 กรัม  

ละลายในน ้ากลัน่ 10 มิลลิลิตร 
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การวิเคราะห์ 

น าตวัอยา่ง 200 ไมโครลิตร และสารละลายมาตรฐาน BSA ความเขม้ขน้ละ 200 
ไมโครลิตร ดงัตารางภาคผนวก ก-1 เติมสารละลายดี 2.0 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั ตั้งทิ้งไวท้ี่
อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 10 นาทีก่อนน าผสมกบัสารละลายซี 200 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวท้ี่
อุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นระยะเวลา 30 นาที จากนั้นน ามาวดัค่าการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น  
750 นาโนเมตร ตวัอยา่งควบคุมใชน้ ้ากลัน่แทนสารละลายมาตรฐาน 
 
ตารางภาคผนวก ก-1 ปริมาตรของสารละลายต่อความเขม้ขน้ของ BSA 
 

ความเขม้ขน้ BSA 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

สารละลาย BSA 
(ไมโครลิตร) 

น ้ากลัน่ 
(มิลลิลิตร) 

ตวัอยา่ง 
(มิลลิลิตร) 

0 0 200 - 
0.1 20 180 - 
0.3 60 140 - 
0.5 100 100 - 
0.7 140 60 - 
1.0 200 0 - 
*** - 0 200 

*** ไม่ทราบความเขม้ขน้ของตวัอย่าง 
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ก-7 กิจกรรมของเอนไซม์ (วนัชัย เกียรติพิมล, 2545) 
เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. บีกเกอร์ 
2. ขวดปรับปริมาตร ขนาด 100 มิลลิลิตร 
3. ชอ้นตกัสาร 
4. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
5. กระบอกตวง 

สารเคม ี
1. กรดไตรคลอโรอะเซติก (Trichloroacetic acid, TCA) 
2. โซเดียมคลอไรด ์(Sodium chloride, NaCl) 
3. กรดอะซิติก (Acetic acid, CH3COOH) 
4. ไทโรซีน (Tyrosine, C9H11NO3) 

การเตรียมสารเคม ี
1. กรดไตรคลอโรอะเซติกความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ เตรียมจาก 1.6339 กรัม ละลายในน ้า

กลัน่ปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร 
2. โซเดียมอะซิเตดความเขม้ขน้ 0.22 โมลาร์ เตรียมจากโซเดียมคลอไรด ์12.87 กรัม 

กรดอะซิติก 1.32 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ให้เป็น 100 มิลลิลิตร 
3. กรดอะซิติกความเขม้ขน้ 0.33 โมลาร์ เตรียมจาก 1.89 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ยน ้า

กลัน่ให้เป็น 100 มิลลิลิตร 
4. ไทโรซีนความเขม้ขน้ 1มิลลกิรัมต่อมลิลลิิตร เตรียมจาก 0.01 กรัม ละลายในสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซดค์วามเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ เล็กนอ้ยจนละลายแลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ให้
เป็น 10 มิลลิลิตร 
บัฟเฟอร์ทีใ่ช้ในการหยุดปฏิกิริยา (Stop buffer) เตรียมจากกรดไตรคลอโรอะเซติกความเขม้ขน้ 0.1 
โมลาร์ ผสมกบัโซเดียมอะซิเตดความเขม้ขน้ 0.22 โมลาร์ และกรดอะซิติกความเขม้ขน้ 0.33 โมลาร์ 
ในอตัราส่วน 1:1:1 
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ตารางผนวก ก-2 ปริมาตรของสารละลายต่อความเขม้ขน้ของไทโรซีน 
 
ความเขม้ขน้ไทโรซีน 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

ไทโรซีน  
(ไมโครลิตร) 

น ้ากลัน่ 
(ไมโครลิตร) 

ตวัอยา่ง 
(ไมโครลิตร) 

0 0 1000 - 
100 100 900 - 
200 200 800 - 
300 300 700 - 
400 400 600 - 
500 500 500 - 
*** - 0 1000 

*** ไม่ทราบความเขม้ขน้ของตวัอย่าง 
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ก-8 วิเคราะห์ค่า α-Amino และระดับการย่อย (Benjakul  & Morrissey, 1997) 
เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. ปิเปต ขนาด 1 มิลลิลิตร 
2. ขวดปรับปริมาตร ขนาด 100 มิลลิลิตร 
3. หลอดทดลอง 
4. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
5. อ่างควบคุมอณุหภูม ิ
6. เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer UV/VIS) 

สารเคม ี
1. 2,4,6-Trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS, C6H3N3O9S)  

2. สารมาตรฐานลิวซีน (l-leucine, C6H13NO2)  
3. โซเดียมซลัไฟต ์(Sodium sulphite หรือ Sodium sulfite, Na2SO3) 
4. ไดเบสิก โซเดียมฟอสเฟต (Dibasic sodium phosphate, Na2HPO4.7H2O) 
5. โมโนเบสิก โซเดียมฟอสเฟต (Monobasic sodium phosphate, NaH2PO4.2H2O) 
6. กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric Acid, HCl) 

การเตรียมสารเคม ี
1. โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ pH 8.2 เตรียมจากโมโนเบสิก โซเดียม 

ฟอสเฟต 0.2 โมลาร์  (53.63 กรัม ในน ้ากลัน่ 1 ลิตร) เป็นสารละลาย A และไดเบสิก โซเดียม
ฟอสเฟต 0.2 โมลาร์  (31.2 กรัม ในน ้ากลัน่ 1 ลิตร) เป็นสารละลาย B ผสมสารละลาย A และ B 
ตาม pH ที่ตอ้งการ   

2. สารละลายมาตรฐานลิวซีน ความเขม้ขน้ 30 มิลลโิมล เตรียมจาก 0.039 กรัม ในน ้ากลัน่ 10  
มิลลลิิตร 

3. โซเดียมซลัไฟต ์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ เตรียมจาก 12.604 กรัม ในน ้ากลัน่ 1 ลิตร 
4. 2,4,6-Trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS) ความเขม้ขน้ 0.1 % เตรียมจาก 0.1 กรัม ในน ้า 

กลัน่ 100 มิลลิลิตร 

5. สารละลายกรดไฮโดรคลอริก 6 มอร์มาล เตรียมจาก 49.67 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ยน ้า 
กลัน่เป็น 100 มิลลิลิตร 
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การวิเคราะห์ 

1. ตวัอยา่ง 125 ไมโครลิตร เติมลงในหลอดทดลอง ก่อนน าโซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 8 

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และสารละลาย TNBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลอง 
2. น าหลอดทดลองไปบม่ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ในที่มืดเป็นระยะเวลา 30 นาที 

3. ยตุิปฏิกิริยาดว้ยการเติมสารละลายโซเดียมซลัไฟต ์ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ทิ้งไวท้ี่ 
อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 15 นาที 

4. พร้อมกบัวดัสารมาตรฐานลิวซีนที่เจือจางเป็นความเขม้ขน้ต่าง ๆ เพื่อสร้างกราฟมาตรฐาน 

5. น าสารละลายตวัอยา่งและสารมาตรฐานมาวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420       
นาโนเมตร 

 5.1 สร้างกราฟจนพลศาสตร์ (Vmax, Km) จากการน าค่าการดูดกลืนแสงหรือจ านวนหมู่  

α-Amino ทั้งหมดในตวัอยา่งหรือความเร็วของปฏิกิริยา (แนวแกน y) ที่เทียบกบักราฟมาตรฐาน
แลว้มาพล็อตกบัความเขม้ขน้ของซบัสเตรต (แนวแกน x) 

 5.2 น าค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งไปค านวณเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานและ
ค านวณเป็นค่าระดบัการยอ่ย 

การค านวณ ระดบัการยอ่ย (%DH ) = [(Lt–L0)/(Lmax –L0)] / 100 

เมื่อ Lt คือ  จ านวนหมู่ α-Amino ทั้งหมดในตวัอยา่งที่ยอ่ยเป็นเวลา t 
  L0 คือ จ านวนหมู่ α-Amino ทั้งหมดในตวัอยา่งที่ยอ่ยเป็นเวลาเร่ิมตน้ 
  Lmax คือ จ านวนหมู่ α-Amino ทั้งหมดในตวัอยา่งที่ผ่านการยอ่ยโดยสมบูรณ์จาก 

สารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขม้ขน้ 6 มอร์มาล ที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 
24 ชั่วโมง 
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ก-9 Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) ส าหรับการวิเคราะห์
ความสามารถในการยับยั้งการเกิดออกซิเดชันของไขมันในระบบ lecithin liposome 
(Yarnpakdee et al., 2015) 
เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. ปิเปต ขนาด 1 มิลลิลิตร 
2. หลอดทดลอง 
3. ขวดรูปชมพู ขนาด 50 มิลลิลิตร 
4. อ่างควบคุมอณุหภูม ิ
5. เคร่ืองเขยา่แบบควบคุมอุณหภูมิ 
6. เคร่ือง Sonicating bath 
7. เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer UV/VIS) 

สารเคม ี
1. ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (Sodium phosphate buffer) 
2. เลซิทิน (Lecithin) 
3. คอปเปอร์อะซิเตต (Cupric acetate หรือ Copper(II) acetate, Cu(CH3COO)2) 
4. โทรล็อก (Trolox) 
5. 2-กรดไทโอบาร์บิวทูริก (2-Thiobarbituric acid (TBA), C4H4N2O2S) 
6. กรดไตรคลอโรอะเซติก (Trichloroacetic acid (TCA), CCl3COOH) 

7. มาลอนไดแอลดีไฮด ์(Malondialdehyde (MDA), C3H4O2) 
8. กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric Acid, HCl) 

การเตรียมสารเคม ี
1. ตวัอยา่งคอลลาเจนไฮโดรไลเสต ความเขม้ขน้ 1,000 ppm เตรียมจากความเขม้ขน้ตั้งตน้ 

ของคอลลาเจนไลโดรไลเสตดว้ยน ้ากลัน่  
2. โทรล็อก ความเขม้ขน้ 1000 ppm เตรียมจาก 0.001 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ 10 มิลลลิิตร 
3. คอปเปอร์อะซิเตต ความเขม้ขน้ 0.15 โมลาร์ เตรียมจาก 0.03 กรัม ละลายในน ้ากลัน่  

1 มิลลิลิตร  
4. กรดไฮโดรคลอริก ความเขม้ขน้ 0.25 นอร์มาล เตรียมจาก 8.75 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย 

น ้ากลัน่เป็น 400 มิลลิลิตร 
5. สารละลายผสม : TCA 60 กรัม ละลายในกรดไฮโดรคลอริก 400 มิลลิลิตร ดว้ยการกวน 

แลว้ค่อยๆ ละลาย TBA จนหมดในปริมาณ 1.5 กรัม  
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การวิเคราะห์ระบบ lecithin liposome 

1. เลซิทิน ความเขม้ขน้ 8 มิลลิกรัมตอ่มลิลิลิตร เตรียมจาก 0.96 กรัม กวนให้ละลายในน ้า  
กลัน่120 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปเขยา่ดว้ยเคร่ือง Sonicating bath ที่อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 30 
นาที 

2. น าเลซิทินที่ได ้15 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพู่ผสมกบัเจลาตินไฮโดรไลเสต 3 มิลลิลิตร  
จากนั้นน าไปเขยา่ดว้ยเคร่ือง Sonicating bath ที่อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 2 นาที 

3. น ามาเร่ิมปฏิกิริยาดว้ยการเติมคอปเปอร์อะซิเตต 20 ไมโครโมล ลงในขวดรูปชมพู่แลว้ 
น าไปบ่มดว้ยเคร่ืองเขยา่แบบควบคุมอุณหภูมิที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 60 นาที 

4. น าสารละลายจากขวดรูปชมพู่มาวิเคราะห์ความสามารถในการยบัยั้งการออกซิเดชนัของ 
ไขมนัดว้ยวิธี TBARS 

4.1 น าสารละลายจากขวดรูปชมพู่ 250 ไมโครลิตร มาผสมกบัสารละลายผสม 1,250  
ไมโครลิตร 

4.2 น ามาตม้ในน ้าเดือดเป็นระยะเวลา 10 นาที (สารละลายเร่ิมเปลี่ยนเป็นสีชมพู่) 
4.3 ทิ้งให้เยน็ 
4.4 ป่ันเหว่ียงที่ความเร็ว 5000g เป็นระยะเวลา 15 นาที 
4.5 น าส่วนใสมาวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 532 นาโนเมตร 
4.6 ใช ้MDA เป็นสารมาตรฐานในการค านวณเปรียบเทียบกบัตวัอยา่งเจลาติน 

ไฮโดรไลเสต 
4.7 Blank เป็นการท าปฏิกิริยาที่ใชน้ ้ากลัน่แทนตวัอยา่ง 
4.8 ตวัอยา่งควบคุมใชโ้ทรล็อกแทนเจลาตินไฮโดรไลเสต 
4.8  รายงานค่า TBA เป็น mg MDA /L of liposome 
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ก-10 Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) ส าหรับการวิเคราะห์ในไส้
กรอกไก่ (Jayasingh  & Cornforth, 2004)  
เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. ปิเปต ขนาด 1 มิลลิลิตร 
2. หลอดทดลอง 
3. อ่างควบคุมอณุหภูม ิ
4. เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer UV/VIS) 

สารเคม ี
1. 2-กรดไทโอบาร์บิวทูริก (2-Thiobarbituric acid (TBA), C4H4N2O2S) 
2. กรดไตรคลอโรอะเซติก (Trichloroacetic acid (TCA), CCl3COOH) 

3. มาลอนไดแอลดีไฮด ์(Malondialdehyde (MDA), C3H4O2) 
4. กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric Acid, HCl) 

การเตรียมสารเคม ี
1. กรดไฮโดรคลอริก ความเขม้ขน้ 0.25 นอร์มาล เตรียมจาก 8.75 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย 

น ้ากลัน่เป็น 400 มิลลิลิตร 
2. สารละลายผสม : TCA 60 กรัม ละลายในกรดไฮโดรคลอริก 400 มิลลิลิตร ดว้ยการกวน 

แลว้ค่อยๆ ละลาย TBA จนหมดในปริมาณ 1.5 กรัม  
การวิเคราะห์  

1. ตวัอยา่งไส้กรอกไก่ 2 กรัม ถกูน ามาผสมกบัสารละลายผสม 10 มิลลิลิตร ในหลอดทดลอง 
ที่มีฝาปิด 

2. น าหลอดทดลองไปบม่ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 10 นาที สารละลายจะ 
เปลี่ยนเป็นสีชมพู่ 

3. ท าให้เยน็ก่อนน าไปป่ันเหว่ียง 5500 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 25 นาที 
4. น าส่วนใสมาวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 532 นาโนเมตร 
5. ใช ้MDA เป็นสารมาตรฐานในการค านวณเปรียบเทียบกบัตวัอยา่งไส้กรอก 
6. Blank เป็นการท าปฏิกิริยาที่ใชน้ ้ากลัน่แทนตวัอยา่ง 
7. รายงานค่า mg MDA/kg meat sample 
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ก-11  การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน ้า (Protein hydrophobicity)  
(Chelh et al., 2006) 
เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. ปิเปต ขนาด 1 มิลลิลิตร 
2. หลอดทดลอง 
3. เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer UV/VIS) 

สารเคม ี
1. Bromophenol blue sodium salt ส าหรับ Electrophoresis 
2. กรดไฮโดรคลอกริก (Hydrochloric acid, HCl) 
3. โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 

การเตรียมสารเคม ี
1. Bromophenol blue (BPB) sodium salt ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร เตรียมจาก  

0.01 กรัม ละลายในนน ้ากลัน่ 10 มิลลิลิตร 
2. กรดไฮโดรคลอริก ความเขม้ขน้ 1 โมลาร์  
3. โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมล pH 6 

การวิเคราะห์ 
1. สารละลายตวัอยา่ง: น าสารละลายเจลาตินไฮโดรไลเสต 1 มิลลิลิตร ผสมกบัสารละลาย  

BPB ปริมาณ 200 ไมโครลิตร ปรับ pH ของสารละลายให้เป็น 5.8 ดว้ยกรดไฮโดรคลอริก 
2. สารละลายตวัอยา่งควบคุม: สารละลาย BPB ปริมาณ 200 ไมโครลิตร ผสมกบัโซเดียม 

ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 1 มิลลิลิตร 
3. สารละลายทั้ง 2 ถูกกวนตลอดเวลาทีอุ่ณหภูมิเป็นระยะเวลา 10 นาที 
4. ป่ันเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 2000g เป็นระยะเวลา 15 นาที 
5. น าส่วนใสไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร โดยเจือจาง 1/10 ดว้ย 

โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 
6. Blank เป็นโซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 
7. น าค่าที่ไดเ้ป็นค านวณตามสูตร 
 BPB bound (µg) = 200 µg × ((A control – A sample)/A control) 
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ก-12  การวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS ดดัแปลงจาก Vate  
& Benjakul (2013) 
เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. ปิเปต ขนาด 1 มิลลิลิตร 
2. หลอดทดลอง 
3. เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer UV/VIS) 

สารเคม ี
1. โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 
2. ABTS (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) 
3. โพแทสเซียมเปอร์ซลัเฟต (Potassiumpersulphate, K2S2O8) 
4. โทรล็อก (Trolox) 
5. เมทานอล (Methanol) ความเขม้ขน้ 95% 

การเตรียมสารเคม ี
1. ABTS ความเขม้ขน้ 14.8 มิลลิโมลาร์ เตรียมจาก 0.0812 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ 10 

มิลลลิิตร 
2. โพแทสเซียมเปอร์ซลัเฟตความเขม้ขน้ 5.2 มิลลิโมลาร์ เตรียมจาก 0.0141 กรัม ละลายใน

น ้ากลัน่ 10 มิลลลิิตร 
3. สารละลาย ABTS เตรียมไดจ้ากน าสารละลาย ABTS ในขอ้ที่ 1 ผสมกบัสารละลาย

โพแทสเซียมเปอร์ซลัเฟตในขอ้ที่ 2 ในอตัราส่วน 1:1 ก่อนน ามาบม่ที่อุณหภูมิห้องในที่มืดเป็น
ระยะเวลา 12 ชัว่โมง จากนั้นน าสารละลายที่ไดจ้ากการบ่มมา 1 มิลลลิิตร ผสมกบัเมทานอล 50 
มิลลลิิตร แลว้สารละลายวดัที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร โดยตอ้งมีค่าอยูใ่นช่วง 1.10 ± 0.02 
การวิเคราะห์ 

1. น าตวัอยา่งที่เจือจางดว้ยโซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ให้ความเขม้ขน้ที่เหมาะสม 
2. น าสารละลายตวัอยา่ง 150 ไมโครลิตร ผสมกบัสารละลาย ABTS 2,850 ไมโครลิตร 
3. บ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นระยะเวลา 30 นาที 
4. ก่อนน ามาวดัที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร เทียบกบัสารมาตรฐาน (โทรล็อก) 
5. รายงานในหน่วย μmole TE/ mg protein 
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ก-13  การวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH (Vate  & 
Benjakul, 2013) 
เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. ปิเปต ขนาด 1 มิลลิลิตร 
2. หลอดทดลอง 
3. เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง ยวีู-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (UV-1601 SHIMADZU) 

สารเคม ี
1. โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 
2. DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)  
3. โทรล็อก (Trolox) 
4. เอทานอล (Ethanol) ความเขม้ขน้ 95% 

การเตรียมสารเคม ี
1. DPPH ความเขม้ขน้ 0.15 มิลลิโมลาร์ เตรียมจาก 0.0030 กรัม ละลายในเอทานอล         

50 มิลลิลิตร 
การวิเคราะห์ 

1. น าตวัอยา่งที่เจือจางดว้ยโซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ให้ความเขม้ขน้ที่เหมาะสม 
2. น าสารละลายตวัอยา่ง 1.5 มิลลิลิตร ผสมกบัสารละลาย DPPH 1.5 มิลลิลิตร 
3. บ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นระยะเวลา 30 นาที 
4. ก่อนน ามาวดัที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร เทียบกบัสารมาตรฐาน (โทรล็อก) 
5. รายงานในหน่วย μmole TE/ mg protein 
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ก-14  การวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP (Vate  & 
Benjakul, 2013) 
เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. ปิเปต ขนาด 1 มิลลิลิตร 
2. หลอดทดลอง 
3. เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง ยวีู-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (UV-1601 SHIMADZU) 

สารเคม ี
1. โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 
2. โซเดียมอะซิเตทไตรไฮเดรต (Sodium acetate trihydrate, CH3COONa.3H2O) 
3. TPTZ (2,4,6-tripyridyl- striazine) 
4. เฟอร์ริกคลอไรด ์(Ferric chloride (hexahydrate), FeCl3.6H2O) 
5. กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid, HCl) 
6. กรดแอซีติก (Acetic acid, C2H4O2) 
7. โทรล็อก (Trolox) 

การเตรียมสารเคม ี
1. แอซิเตดบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 300 มิลลิโมลาร์ pH 3.6 เตรียมจาก 4.08 กรัม ละลายในน ้า

กลัน่ ปรับ pH ให้ได ้3.6 ดว้ยกรดแอซีติกก่อนปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร 
2. TPTZ ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ เตรียมจาก 0.0156 กรัม ละลายในกรดไฮโดรคลอริก

ความเขม้ข้น 40 มิลลิโมลาร์ ปริมาณ 5 มิลลิลิตร 
3. เฟอร์ริกคลอไรดค์วามเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ เตรียมจาก 0.0270 กรัม ละลายในน ้ากลัน่

ปริมาณ 5 มิลลิลิตร 
4. สารละลาย FRAP เตรียมจากแอซิเตดบฟัเฟอร์ สารละลาย TPTZ และเฟอร์ริกคลอไรด ์

ผสมกนัในอตัราส่วน 50:5:5 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปบ่มที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 
30 นาที 
การวิเคราะห์ 

1. น าตวัอยา่งที่เจือจางดว้ยโซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ให้ความเขม้ขน้ที่เหมาะสม 
2. น าสารละลายตวัอยา่ง 150 ไมโครลิตร ผสมกบัสารละลาย FRAP 2,850 ไมโครลิตร 
3. บ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นระยะเวลา 30 นาที 
4. ก่อนน ามาวดัที่ความยาวคลื่น 593 นาโนเมตร เทียบกบัสารมาตรฐาน (โทรล็อก) 
5. รายงานในหน่วย μmole TE/ mg protein 
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ก-15 องค์ประกอบของกรดอะมิโน (Amino acid profile) (AOAC Official method 994.12, 
2012) 
เคร่ืองมือ  

1. เคร่ือง HPLC (High performance liquid chromatograph) ส าหรับการวิเคราะห์กรด      
อะมิโนโดยเฉพาะ 
สภาวะทีใ่ช้ในการวิเคราะห์ 
HPLC    : Model LC-20A Series ; Shimadzu; Japan 
Column    : Shim-pack ISC-07/S 1504 Na 
    (packed with cation exchanger consist of sulphonate syrene divinyl benzene  
    copolymer) 
Mobile phase   : A = 0.2 N Sodium citrate (containing 7% EtOH), pH 10 
         B = 0.6 N Sodium citrate + 0.2 N Boric acid, pH 10 
       C = 0.2 N Sodium hydroxide 
Flow rate    : 0.3 ml/min 
Detector    : Fluorescence detector (RF-535, Ex 348 nm, Em 450 nm) 
Reaction temp.  : 55 ºC 
Injection volume  : 10 µl 
Post column   : Reaction solution A และ B flow rate 0.3 ml/min 
การวิเคราะห์ 

1. ชัง่ตวัอยา่ง 0.5 – 1.0 กรัม (ของเหลว) ใส่ใน Vacuum reaction tube 
2. เติม 6 N HCl 3 – 4 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัดว้ย Vortex mixer 
3. Vacuum reaction tube ดว้ยเคร่ือง Aspirator 
4. Digest ที่อุณหภูมิ 110 ºC นาน 22 – 24 ชั่วโมง 
5. วางทิ้งไวใ้ห้เยน็ที่อุณหภูมิห้อง 
6. ปรับปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตร ดว้ย 0.1 N HCl 
7. กรองสารละลายตวัอยา่งที่ไดด้ว้ยกระดาษกรอง Whatman No. 40 
8. เจือจางสารละลายตวัอยา่งที่ไดด้ว้ย Diluent sample (Dilution factor ขึ้นอยูก่บัชนิดของ

ตวัอยา่ง) 
9. Inject สารละลายตวัอยา่ง 10 µl เขา้เคร่ือง HPLC 
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10. สารละลายตวัอยา่งที่ผ่าน Column จะท าปฏิกิริยากบั Reaction solution A และ B (OPA 
solution) และถูกตรวจวดัดว้ย Fluorescence detector 
การค านวณ 
 ค านวณจาก Calibration curve โดยพลอตกราฟระหว่างความเขม้ขน้ของสารละลาย
มาตรฐานกรดอะมิโน (แกน x) กบัพ้ืนที่ใตพี้คหรือความสูงของพีค (แกน y) ที่อ่านได ้โดยที่ 
Regression coefficient (R2) อยูใ่นเกณฑย์อมรับ ≥ 0.99 
 
     จากสมการ y = mX + c 
 เมื่อ y = Response ของตวัอยา่ง 
   m = Slope ของกราฟมาตรฐาน 
   c = Intercept ของกราฟมาตรฐาน 
   X = คือ ความเขม้ขน้ของตวัอยา่งที่ไดจ้ากการค านวณจากกราฟมาตรฐาน (µg/ml) 
 

จะไดป้ริมาณกรดอะมิโน (mg/100g) = 
X ×DF ×Totalvolume (µl) ×100

wt. of sample (g) × 106  

    
   เมื่อ DF = Dilution factor 
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ภาคผนวก ข 
การวิเคราะห์คุณภาพทางกายภาพ 
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ข-1 ปริมาณร้อยละผลได้ (Yield)  
เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. บีกเกอร์ขนาด 100 มิลลิลิตร 
2. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
3. ตูอ้บลมร้อน 

การวิเคราะห์ 
1. น าเจลาตินมาท าแห้งที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมง  
2. ค านวณหาปริมาณร้อยละผลไดข้องเจลาตินตามสูตร (Mokrejs et al., 2017) 

  ปริมาณร้อยละผลไดข้องเจลาติน = (m1/m0) × 100 
 เมื่อ m0 คือ น ้าหนกัของเทา้ไก่บด (กรัม) 

   m1 คือ น ้าหนกัของเจลาตินแห้ง (กรัม) 

 

ข-2 ค่าสี (Zakaria  & Sarbon, 2018) 
เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. เคร่ืองวดัสี (Colorimemter) Hunter LAB รุ่น MiniScan XE Plus 
การวิเคราะห์ 

1. ก่อนท าการวดัสีของตวัอยา่งทุกคร้ัง ตอ้งท าการ Calibration โดยการวางหัววดัทาบบนแผ่น 

ส าหรับ Calibrate สีขาวและด าแลว้กดปุ่ ม Measure ซ่ึงเคร่ืองวดัสีจะบนัทึกขอ้มูลค่าสีขาวและด า
ของแผ่นส าหรับ Calibrate ไว ้

2. น าตวัอยา่งมาวดัค่าสี โดยห่ันตวัอยา่งไส้กรอกให้เท่ากนัและวางให้เต็มตลบัวดัสีไม่ให้มี 
ช่องที่แสงสามารถที่จะลอดผ่านได ้ในขณะวดัค่าสีนั้นตอ้งปิดตอ้งปิดตลบัตวัอยา่งดว้ยฝาคลอบสีด า 

3. วดัค่าสีของตวัอยา่งดว้ยระบบ CIE ซ่ึงเป็นการวดัค่า L* a* และ b*  
โดย L* คือ ความสว่าง โดยสีด ามีค่าเท่ากบั 0 และสีขาวมีค่าเท่ากบั 100  
 a* คือ ค่าความเป็นสีแดงและสีเขียว โดยค่าบวกแสดงความเป็นสีแดง และค่าลบแสดง
ความเป็นสีเขียว         
 b* คือ ค่าความเป็นสีเหลืองและสีน ้าเงิน โดยค่าบวกแสดงความเป็นสีเหลือง และค่าลบ
แสดงความเป็นสีน ้าเงิน 

4. สามารถค านวณหาค่าความขาว (Whiteness) ตามสูตร 
  Whiteness = 100 – [(100-L*)2 + a*2 + b*2]1/2 
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ข -3 การตรวจสอบลักษณะเน้ือสัมผัส (Jo et al., 2018) 
เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. เคร่ืองลกัษณะเน้ือสัมผสั (Texture Analyzer รุ่น TA-XT2) 
2. อุปกรณ์ในการวิเคราะห์ เช่น มีด เขียง  

การวิเคราะห์ 
ลกัษณะเน้ือสัมผสั ไดแ้ก่ ค่าความแข็ง ค่าการเกาะติดของอาหาร ค่าความยืดหยุน่ ค่าการ

ยึดเกาะกนั ค่าพลงังานในการกดั และค่าพลงังานทีใ่ชใ้นการเคี้ ยวดว้ยเคร่ือง Texture Analyzer  
(TA-XT2)   ตวัอยา่งไส้กรอกจะถูกตดัเป็นทรงกระบอก (เส้นผ่าศูนยก์ลางสูง 1 เซนตเิมตร x สูง 1.5 
เซนติเมตร) โดยใช้หัววดัส าหรับการทดสอบการบีบอดั (P/50) ที่มีน ้าหนกั 5 กิโลกรัม เพื่อ
ปรับเทียบโหลดเซลล ์30 กิโลกรัม  
วิธีการใช้เคร่ืองลกัษณะเน้ือสัมผสั (Texture Analyzer รุ่น TA-XT2) 

1. เร่ิมท างาน 
 1.1  เปิดเคร่ืองคอมพิวเตอร์และเคร่ือง Texture Analyzer 

       1.2  คลิกที่ Start         Program         Texture Export        Texport U.S.English จะปรากฏ
หนา้ต่าง User Section        คลิก OK 

1.3  จากนั้นไปที่ File        New Project จะปรากฏหนา้ต่างของ Project (ถา้ใชเ้ป็นคร้ัง
แรก) หรือถา้ไม่ตอ้งการจะตั้ง Project        Restart จะปรากฏหนา้ต่างของกราฟ 

 1.4  กรณีมีขอ้มูลแลว้ให้คลิกที่ Open Icon จะปรากฏหนา้ต่างของ Open ให้เลือกช่ือไฟล์
ตามตอ้งการโดยเปลี่ยนชนิดของไฟลไ์ดท้ี่ List First of Type โดย *.ARC คือไฟลท์ี่เป็นกราฟ  

*.RSE คือไฟลท์ี่เป็นตารางขอ้มลู *.PRJ คือไฟลท์ี่เป็น Project Document .MAC คือไฟล์
ที่เป็นMacro และ*.LIS คือไฟลท์ี่เป็นขอ้มูลดิบ 

2. การปรับเทียบ (Calibration) 
 2.1  จะตอ้งท าการ Calibrate Force ทุกคร้ังที่ท าการทดสอบ 

โดยไปที่ T.A บน Menu Bar        Calibrate Force จะปรากฏหนา้ต่างของ Force 
Calibration ตรวจดูให้แน่ใจว่าไม่มีหนวัวดั (Probe) ติดอยูท่ี่ Calibrate Plateform จากนั้นให้คลิก 
OK 

 2.2  จากนั้นจะปรากฏหนา้ต่างใหม่ของ Force Calibration ต่อไปให้วางตุม้น ้าหนกั 5 
กิโลกรัม บน Calibration Plateform แลว้คลิก OK 

 2.3  เมื่อปรากฏขอ้ความว่า “Calibration Successful” ให้ยกตุม้น ้าหนกัลงแลว้คลกิ OK 
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3. การท า T.A.Setting 
 3.1  ไปที่ T.A        T.A.Setting จะปรากฏหนา้ต่างของ Texture Analyzer Setting ตั้ง
ค่าพารามิเตอร์ดงัน้ี 

  Mode    Measure Force in Compression 
  Option   Return to Start 
  Pre-Test Speed  1.0 nm/s 

   Test Speed  5.0 nm/s 
   Post-Test Speed  5.0 nm/s 
   Distance  70 % 
   Trigger Type  Auto-5g 
   Data Acquisition Rate 200 pps 

 3.2  ถา้ตอ้งการบนัทึกขอ้มลูไวใ้ห้คลิก Save กรณีจะเรียกใชข้อ้มูลเดิมให้คลิก Load 
 3.3  เมื่อจะท าขั้นต่อไปให้คลกิ Update 
4. การท า Run a Test 

 4.1  เมื่อวางตวัอยา่งบนแท่นทดสอบหรือ Probe ชุดล่างเรียบร้อยแลว้ ให้เลือก T.A. บน 
Menu Bar        Run a Test จะปรากฏหนา้ต่างของ Run a Test   
 4.2  เมื่อตั้งค่าต่าง ๆ เรียบร้อยแลว้ ให้คลิก OK เคร่ืองจะเร่ิมท าการทดสอบพร้อมกบั
ปรากฏเส้นกราฟบนหนา้ต่างกราฟ ส่วนการทดสอบขั้นต่อไปให้เลือก T.A. บน Menu Bar        
Quick Test Run 

 4.3  บนัทึกขอ้มูล 
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ภาคผนวก ค 
การทดสอบทางประสาทสัมผัส 
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ค-1 แบบสอบถามเก่ียวกับการแพ้อาหาร 
 แบบสอบถามน้ีเป็นส่วนหน่ึงของงานวิจยัเร่ือง การสกดัและสมบติัของเจลาติน    
ไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่และการประยกุตใ์ชใ้นไส้กรอกไก่ โดยการทดสอบผลิตภณัฑไ์ส้กรอกทีม่ี
ส่วนผสมของเน้ือไก่ เกลอื และเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่บรรจุในไส้คอลลาเจน ของ
สาขาวิชาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยับูรพา โดยมี
วตัถุประสงคเ์พื่อตอ้งการทราบว่า ผูเ้ขา้ร่วมวิจยัเคยมีประวตัิการแพอ้าหารหรือไม่ เพื่อเป็นการ
คดัเลือกผูท้ดสอบชิมเบื้องตน้ ทั้งน้ีขอให้ผูเ้ขา้ร่วมวิจยัตอบแบบสอบถามน้ีตามความเป็นจริง โดย
ขอ้มูลของท่านจะเป็นประโยชน์อยา่งย่ิงส าหรับงานวิจยัน้ี และเป็นความลบัโดยไม่มีผลกระทบ    
ใด ๆ ต่อผูร่้วมวิจยัทั้งส้ิน ขอบคุณทุกท่านที่ให้ความร่วมมือ ไว ้ณ โอกาสน้ี 
ค าช้ีแจง โปรดท าเคร่ืองหมาย  ลงใน  หรือเติมขอ้ความลงในช่องว่างตรงตามความเป็นจริง 
ขอ้มูลทัว่ไป 
1. เพศ 
 ชาย   หญิง 
2. อาย ุ(โปรดระบุ)................ปี 
3.  ผูเ้ขา้ร่วมวิจยัเคยมีอาการภูมิแพ ้และประวติัแพย้ามากอ่นหรือไม ่
   ไม่ม ี     
   มี (โปรดระบุ)……………..………………………………............………..……... 
   ไม่แน่ใจ  (โปรดระบุ)………..……………………………...……...........…..…..... 
ขอ้มูลการแพอ้าหาร 
4.  ผูเ้ขา้ร่วมวิจยัเคยมีประวตัิการแพอ้าหารหรือไม่ 
   ไม่ม ี     
   มี (โปรดระบุ)……………..………………………………..…........…………....... 
   ไม่แน่ใจ  (โปรดระบุ)………..……………………………...……....…………...... 
5. ผูเ้ขา้ร่วมวิจยัเคยมีอาการแพอ้าหารที่มีส่วนประกอบ เช่น เน้ือไก่ เกลอื หรือผลิตภณัฑเ์น้ือสัตว ์
(เช่น ไส้กรอก แฮม ซูริมิ) โดยแสดงอาการแพ ้เช่น เป็นผื่น ลมพิษ บวมและคนับริเวณผิวหนงัหรือ
ส่วนอื่น ๆ ของร่างกาย หายใจล าบาก ปวดทอ้ง ทอ้งร่วง คลื่นไส้ อาเจียน เป็นตน้ หรือไม่ 
  ไม่ม ี      
  มี (โปรดระบุ)………… ………………………........………….............................. 
 

ขอบพระคุณในความร่วมมอืขอทา่น 

1
8

3
9

6
3

3
7

7
6



 

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
6
0
9
1
0
0
2
2
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
2
9
1
0
2
5
6
3
 
1
0
:
5
5
:
5
6
 
/
 
s
e
q
:
 
1
4
2

156 
 

ค-2 เอกสารช้ีแจงผู้เข้าร่วมโครงการวิจัย 
ช่ือโครงการวิจัย : การสกดัและสมบตัิของเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่และการประยกุตใ์ชใ้น 
    ไส้กรอกไก ่
เรียน ผูร่้วมโครงการวิจยั ส าหรับการทดสอบคุณลกัษณะของไส้กรอกไก ่
 
 ขา้พเจา้ นางสาวมธัญาณี โลมจะบก นิสิตภาควิทยาศาสตร์การอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลยับูรพา ขอเรียนเชิญท่านเขา้ร่วมโครงการวิจยัน้ี ก่อนที่ท่านจะตกลงเขา้ร่วมการวิจยั    
ขอเรียนให้ท่านทราบรายละเอียดของโครงการวิจยัดงัน้ี 
 โครงการวิจิยน้ีมีวตัถุประสงคเ์พ่ือผลิตเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่และน าไป
ประยกุตใ์ช้ในไส้กรอกไก่ ซ่ึงมีการศึกษาในขั้นตอนต่าง ๆ คือ ศึกษาผลของชนิดของเอนไซมต่์อ
ประสิทธิภาพในการยอ่ยเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ และศึกษาผลของปริมาณเอนไซมร่์วมกบั
ระยะเวลาที่ใช้ในการยอ่ยเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ต่อความสามารถในการยบัยั้งการเกิด
ออกซิเดชนั ก่อนน ามาศึกษาผลของปริมาณเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ต่อคุณภาพของ          
ไส้กรอกไก ่
 ในคร้ังน้ีผูเ้ขา้ร่วมโครงการวิจยัจะตอ้งไม่เป็นผูแ้พอ้าหาร โดยลกัษณะการแพอ้าหารมี
อาการดงัน้ี คดัจมูก คนัตา คนัจมูก หายใจล าบาก จาม ผิวหนงัมีผื่นลมพิษ บวมและคนั บวมบริเวณ
ริมฝีปาก หนา้ ลิ้น และคอ คลื่นไส้ อาเจียน ปวดทอ้ง ทอ้งร่วงเมื่อท่านตกลงที่จะเขา้ร่วมการ
ทดสอบผลิตภณัฑ ์ท่านจะไดรั้บผลิตภณัฑพ์ร้อมแบบประเมินทางประสาทสัมผสั จากนั้นท่านจะ
ท าการทดสอบดว้ยการชิมแลว้พิจารณาให้คะแนนความชอบคุณลกัษณะของผลิตภณัฑล์งในแบบ
ประเมิน ซ่ึงจะใช้เวลาประมาณ 10 นาที ทั้งน้ีหากมีอาการแพใ้นระหว่างการฝึกฝนหรือการทดสอบ
จะมีการจดัเตรียมการปฐมพยาบาลเบื้องตน้โดยผูม้ีความรู้ทางการแพทย ์และน าส่งโรงพยาบาล
ทนัที หากมีอาการแพรุ้นแรง 
 ผูเ้ขา้ร่วมโครงการวิจยัในคร้ังน้ีมีอาย ุ18 ปีขึ้นไปและเขา้ร่วมโดยสมคัรใจ ท่านอาจจะ
ปฏิเสธที่จะเขา้ร่วมหรือถอนตวัจากโครงการวิจยัน้ีไดทุ้กเมื่อ โดยไมม่ีผลกระทบใด ๆ ต่อท่านที่เขา้
ร่วมวิจยั 
 การเขา้ร่วมโครงการวิจยัในคร้ังน้ีของท่านจะเป็นประโยชน์ต่องานวิจยัและสามารถ
น าไปใชใ้นการปรับปรุงส าหรับการประยกุตใ์ชเ้จลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ต่อไป ขอ้มูลต่าง ๆ 
ของท่านจะถกูเก็บไวเ้ป็นความลบั อกีทั้งจะไมม่กีารเปิดเผยช่ือของผูใ้ห้ขอ้มูล ซ่ึงขอ้มูลจะถูก
น าเสนอในภาพรวมและขอ้มูลถกูเก็บไวเ้ป็นเวลา 3 ปี หลงัการเผยแพร่ผลการวิจยัจะน าไปท าลาย 
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 หากท่านมีค าถามหรือขอ้สงสัยประการใด ท่านสามารถสอบถามไดโ้ดยตรงจากผูวิ้จยัใน
วนัที่ท าการเก็บขอ้มลู หรือสามารถติดต่อสอบถามขา้พเจา้นางสาวมธัญาณี โลมจะบกไดต้ลอดเวลา 
ที่ภาควิชาวิทยาศาสตร์การอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยับูรพา                                      
เบอร์โทรติดต่อ 083-3648480 หรือติดต่อทาง E-mail: Mat_Mattayanee@hotmail.com และถา้ผูวิ้จยั
ไม่ปฏิบติัตามทีไ่ดช้ี้แจงไวใ้นเอกสารช้ีแจงผูเ้ขา้ร่วมโครงการวิจยั สามารถแจง้มายงัคณะกรรมการ
พิจารณาจริยธรรมการวิจยัในมนุษย ์มหาวิทยาลยับูรพา กองบริหารการวิจยัและนวตักรรม 
หมายเลขโทรศพัท ์038-102561-62 
  
 เมื่อท่านพิจารณาแลว้เห็นสมควรเขา้ร่วมในการวิจยัน้ี ขอความกรุณาลงนามในใบ
ยินยอมร่วมโครงการที่แนบมาดว้ยน้ี และขอขอบพระคุณในความร่วมมือของท่าน 
 
                  
                                                                                     ลงช่ือ....................................................... 
                       (นางสาวมธัญาณี โลมจะบก) 
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ค-3 เอกสารแสดงความยินยอมของผู้เข้าร่วมโครงการวิจัย 
โครงการวิจัยเร่ือง : การสกดัและสมบตัิของเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่และการประยกุตใ์ชใ้น 
    ไส้กรอกไก ่
ให้ค ายินยอม  วนัที่………..  เดือน……………….……… พ.ศ ………………. 
 
 ก่อนที่จะลงนามในเอกสารแสดงความยินยอมของผูเ้ขา้ร่วมโครงการวิจยัน้ี ขา้พเจา้ไดรั้บ
การอธิบายถึงวตัถุประสงคข์องโครงการวิจยั วิธีการวิจยั และรายละเอียดต่าง ๆ ตามที่ระบุใน
เอกสารขอ้มูลส าหรับผูเ้ขา้ร่วมโครงการวิจยั ซ่ึงผูวิ้จยัไดใ้ห้ไวแ้ก่ขา้พเจา้ และขา้พเจา้เขา้ใจ
ค าอธิบายดงักล่าวครบถว้นเป็นอยา่งดีแลว้ และผูวิ้จยัรับรองว่าจะตอบค าถามต่าง ๆ ที่ขา้พเจา้สงสัย
เก่ียวกบัการวิจยัน้ีดว้ยความเต็มใจ และไม่ปิดบงัซ่อนเร้นจนขา้พเจา้พอใจ 
 ขา้พเจา้เขา้ร่วมโครงการวิจยัน้ีดว้ยความสมคัรใจ และมีสิทธิที่จะบอกเลิกการเขา้ร่วม
โครงการวิจยัน้ีเมื่อใดก็ได ้การบอกเลิกการเขา้ร่วมการวิจยันั้นไม่มีผลกระทบใด ๆ ที่ขา้พเจา้จะพึง
ไดรั้บต่อไป 
 ผูวิ้จยัรับรองว่าจะเก็บขอ้มูลเก่ียวกบัตวัขา้พเจา้เป็นความลบั จะเปิดเผยไดเ้ฉพาะในส่วน
ที่เป็นสรุปผลการวิจยั การเปิดเผยขอ้มูลของขา้พเจา้ต่อหน่วยงานต่าง ๆ ที่เก่ียวขอ้งตอ้งไดรั้บ
อนุญาตจากขา้พเจา้ ผูวิ้จยัรับรองว่าขอ้มูลเฉพาะเก่ียวกบัตวัขา้พเจา้จะเป็นความลบัและเปิดเผยใน
รูปแบบของผลการวิจยั การเปิดเผยขอ้มูลของขา้พเจา้ต่อหน่วยงานต่าง ๆ ที่เก่ียวขอ้งตอ้งไดรั้บ
อนุญาตจากขา้พเจา้ 
 
 
 ขา้พเจา้ไดอ้่านขอ้ความขา้งตน้แลว้มีความเขา้ใจดีทุกประการ  และไดล้งนามในเอกสาร
แสดงความยินยอมน้ีดว้ยความเต็มใจ 
 
 
      ลงนาม  ………………………………..……………………..ผูยิ้นยอม 
       (…………………………………………………….) 
      ลงนาม  ………………………….……………………..…..พยาน 
       (…………………………………………………….) 
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ค-4 แบบประเมินทางประสาทสัมผัสด้วยวิธี 9-point hedonic scale (สายใจ จริยาเอกภาส, 
2553) 
 
ล าดบัที่ของผูท้ดสอบ........................................                           วนัที่ทดสอบ............................... 
ผลิตภณัฑ.์...ไส้กรอกไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต................... 
ค าช้ีแจง  กรุณาทดสอบตวัอยา่งจากซ้ายไปขวาและให้คะแนนในดา้นลกัษณะปรากฎ สี กลิ่น 
รสชาติ เน้ือสัมผสั และความชอบโดยรวม ของตวัอยา่งในแต่ละรหัสที่ใกลเ้คียงกบัความรู้สึกของ
ท่านมากที่สุด ตามเกณฑใ์ห้คะแนนดงัน้ี 
 
ก าหนดให้ 9 หมายถึง   ชอบมากที่สุด  4 หมายถึง  ไม่ชอบเล็กนอ้ย 
  8 หมายถึง  ชอบมาก  3 หมายถึง  ไม่ชอบปานกลาง 
  7 หมายถึง  ชอบปานกลาง  2 หมายถึง  ไม่ชอบมาก 
  6 หมายถึง  ชอบเล็กนอ้ย  1 หมายถึง  ไม่ชอบมากที่สุด 
  5 หมายถึง  เฉยๆ 
 

รหัส

ตวัอยา่ง 

ลกัษณะ

ปรากฎ 

สี กลิ่น รสชาติ เน้ือสัมผสั ความชอบ

โดยรวม 

.................. ................. ................. ................. ................... .................... ...................... 

.................. ................. ................. ................. ................... .................... ...................... 

.................. ................. ................. ................. ................... .................... ...................... 

.................. ................. ................. ................. ................... .................... ...................... 

.................. ................. ................. ................. ................... .................... ...................... 

 

ค าเสนอแนะ 
.............................................................................................................................................................

............................................................................................................................................................. 

 
ขอขอบพระคณุในความร่วมมือของท่าน
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ภาคผนวก ง 
การวิเคราะห์คุณภาพทางด้านจุลินทรีย์ 
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ง-1 ตรวจวัดปริมาณจุลินทรีย์ทั้งหมด (Total viable count, TVC) (Intarasirisawat et 
al., 2014)  
เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. อุปกร์ส าหรับการวิเคราะห์จุลินทรีย ์เช่น ปิเปต ตะเกียงแอลกฮอล ์
2. เคร่ืองตีผสม (Stomacher, Stomacher 400, Seaward Meducai Limited, England) 
3. ตูบ้่มเช้ือ (Incubator, INE 300 39L, Memmert, England ) 
4. เคร่ืองผสมสารละลาย  
5. Autoclave  
6. อาหารเลี้ยงเช้ือส าเร็จรูป Compact dry total count (Compact Dry TC, Nissui  

Pharmaceutical, Japan) 
สารเคม ี

1. โซเดียมคลอไรด ์(Sodium chloride, NaCl) 
การเตรียมสารเคม ี

1. สารละลายน ้าเกลอื ความเขม้ขน้ 8.5 กรัม/ลิตร (0.85%) เตรียมจากโซเดียมคลอไรด ์4.25 
กรัม ในน ้ากลัน่ 500 มิลลิลิตร 
การวิเคราะห์ 

1. น าตวัอยา่งไส้กรอกไก่ 25 กรัม ผสมกบัสารละลายน ้าเกลือ 10 เท่า หรือ 225 มิลลิลิตร ใน
ถุงที่ใชส้ าหรับการน าไปท าให้เป็นเน้ือเดียวกนัดว้ยเคร่ือง stomacher เป็นระยะเวลา 1 นาที ซ่ึงจะได้
สสารละลายตวัอยา่งที่เจือจาง 1:10 หรือเป็นการเจือจาง 10-1 

2. น าการเจือจาง 10-1 1 มิลลิลิตร มาใส่ในหลอดทดลองที่บรรจุสารละลายน ้าเกลือ 9 มิลลิลิตร 
เขยา่ให้เขา้กนัดว้ยเคร่ืองผสมสารละลายจะไดส้ารละลายตวัอยา่งที่เจือจาง 1:100 หรือ 10-2 ท าการ
เจือจางเหมือนกนัใน 10-3 

3. ปิเปตแต่ละระดบัการเจือจาง 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือส าเร็จรูป Compact dry total 
count 

4. ส าหรับการตรวจวดัปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมดจะบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 2 วนั 

5. เลือกนบัจ านวนโคโลนีของจุลินทรียท์ี่เจริญบนอาหารในช่วงระหว่าง 25-250 โคโลนี 
6. รายงานจ านวนจุลินทรียท์ั้งหมดเป็น log10 CFU/g (Półtorak et al., 2018) 
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จ านวนจุลินทรีย ์(จ านวนที่นบัได/้กรัม) = [(x1 + x2 + x3)/3]/(1×10n) 
 เมื่อ x1,2,3 คือ ซ ้าของจ านวนที่นบัไดข้องตวัอยา่ง 
   10n คือ ระดบัการเจือจางที่สามารถนบัจ านวนจุลินทรียไ์ดใ้นช่วง 25-250 โคโลนี 
   1 คือ ปริมาณที่ใชใ้นการวิเคราะห์ (1 มิลลิลิตร) 
หมายเหตุ: ในกรณีที่ไม่มีตวัอยา่งระดบัเจือจางใดที่พบจ านวนโคโลนีในช่วงระยะ 25-250 โคโลนี 
รายงานค่า CFU/g ดงัต่อไปน้ี 

1. ทุกจานมีระดบัการเจือจางนอ้ยกว่า 25 โคโลนี หาค่าเฉลี่ยจากระดบัการเจือจางต ่าสุด  
รายงานเป็น CFU/g เป็นค่าประมาณ 

2. ทุกจานไม่พบจ านวนโคโลนี รายงานเป็น CFU/g เป็นค่าประมาณ คือ นอ้ยกว่า 1×ความ
เจือจางระดบัต ่าสุด 

3. มีเพียงจานเดียวของซ ้าที่มีจ านวนโคโลนีอยูใ่นช่วง 25-250 หาค่าเฉลี่ยก่อนน าไปค านวณ  
CFU/g 

4. ทุกจานมีจ านวนโคโลนีเกิน 300 โคโลนีมากจนไม่สามารถนบัไดใ้ห้รายงานว่า “TNTC” 
(Too Numerous To Count) 
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ภาคผนวก จ 
ผลการทดลอง 
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ภาคผนวก จ-1 ระดบัการยอ่ยของเอนไซมแ์ต่ละชนิดตามสภาวะที่เหมาะสมในการยอ่ยเจลาตินจาก 
    เทา้ไก ่
 
ความเขม้ขน้ของซบัสเตรต 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ระดบัการยอ่ย (%) 
เอนไซม ์

ทริปซิน เปปซิน อลัคาเลส ปาเปน 
0.0ns 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 
1.2 3.65±0.57a 1.32±1.25ab 2.67±1.01ab 0.64±0.73b 

3.0ns 3.73±1.13 2.48±0.35 3.06±0.57 2.24±0.35 
6.0 3.54±0.23a 2.44±0.51bc 2.96±0.11ab 2.10±0.26c 
9.0 3.57±0.45a 2.76±0.05b 3.64±0.03a 2.70±0.14b 
12.0 2.27±0.61c 3.19±0.12b 4.25±0.01a 3.06±0.28bc 
15.0 1.33±0.12c 2.43±0.04b 3.05±0.09a 2.27±0.18b 

a,b,…หมายถึง ค่าเฉลี่ยท่ีมีตวัอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวนอนเดียวกนัแสดงว่ามีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (p≤0.05)  
ns หมายถึง แตกต่างกนัไม่มีอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) 
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ภาคผนวก จ-2 ค่า TBARS ของไส้กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 
 

วนั 
TBARS (mg MDA/kg meat sample) 

SGH 0% SGH 1% SGH 3% SGH 5% SSP 0.3% 
0 2.16 ± 0.04aD 0.62 ± 0.06bB 0.67 ± 0.13bB 0.57 ± 0.08bD 0.60 ± 0.01bC 
2 4.72 ± 0.17aB 1.70 ± 0.28bA 1.67 ± 0.31bA 1.17 ± 0.24bBC 1.08 ± 0.19cAB 
4 5.23 ± 0.06aA 2.06 ± 0.16bA 1.99 ± 0.16bA 1.63 ± 0.19bcAB 1.12 ± 0.30cAB 
6 5.15 ± 0.06aA 2.41 ± 0.29bA 1.81 ± 0.05cA 1.75 ± 0.14cdA 1.35 ± 0.17dAB 
8 5.39 ± 0.07aA 2.47 ± 0.17bA 1.63 ± 0.17cA 1.65 ± 0.16cA 1.50 ± 0.15cA 
10 4.20 ± 0.11aC 2.02 ± 0.11bA 1.59 ± 0.09cA 1.80 ± 0.19bcA 1.08 ± 0.02dAB 
12 4.02 ± 0.07aC 2.48 ± 0.41bA 1.86 ± 0.05cA 1.10 ± 0.06dC 0.93 ± 0.11dBC 
14 4.03 ± 0.04aC 2.44 ± 0.55bA 1.82 ± 0.16bA 1.08 ± 0.19 cC 0.97 ± 0.10cBC 

SCH 0% คือ ไส้กรอกไก่ไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต SCH 1% คือ ไส้กรอกไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 1% 
SCH 3% คือ ไส้กรอกไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 3% SCH 5% คือ ไส้กรอกไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 5% 
และ SSP 0.3% คือ ไส้กรอกไก่ท่ีเติมเตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟต 0.3% 
a, b, c, … หมายถึง ค่าเฉลี่ยท่ีมีตวัอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวนอนเดียวกนัแสดงว่ามีความแตกต่างกนัอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05) 
A, B, C, … หมายถึง ค่าเฉลี่ยท่ีมีตวัอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้งเดียวกนัแสดงว่ามีความแตกต่างกนัอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05) 
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ภาคผนวก จ-3 ความสัมพนัธ์ระหว่างค่าจากการท านาย (Predicted values) กบัค่าจากการทดลอง  
           (Observed values) ของปริมาณโปรตีน (Y1, มิลลิกรัมตอ่มลิลิลิตร) ปริมาณโปรตีนที่ 

                       ไม่ชอบน ้า (Y3, Bound BPB, µg) และ ABTS (Y4, µmole TE/ mg protein) 
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ภาคผนวก ฉ 
ผลการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
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ตารางภาคผนวก ฉ-1 ผลการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ระหว่างกิจกรรมของเอนไซมแ์ต่ละชนิด 
 
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  Enzyme 3 825.597 275.199 2120.24 0.000sig 

Error 8 1.038 0.130       

Total 11 826.635          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-2 ผลการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ระหว่างค่า Vmax กบัเอนไซมแ์ต่ละชนิด 
 
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  Enzymes 3 0.24501 0.08167 8.04 0.008sig 

Error 8 0.08126 0.01016       

Total 11 0.32627          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-3 ผลการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ระหว่างค่า Km กบัเอนไซมแ์ต่ละชนิด  
 
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 
  Enzymes 3 4.697 1.5656 5.43 0.025sig 
Error 8 2.305 0.2881       
Total 11 7.002          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 
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ตารางภาคผนวก ฉ-4 ผลการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ระหว่างค่า Kcat กบัเอนไซมแ์ต่ละชนิด 
 
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 
  Enzymes 3 248561 82854 8.05 0.008sig 
Error 8 82313 10289       
Total 11 330875          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-5 ผลการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ระหว่างค่า Kcat/Km กบัเอนไซมแ์ต่ละชนิด  
 
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  Enzymes 3 24036 8012.0 9.74 0.005sig 

Error 8 6579 822.3       

Total 11 30615          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-6 ผลการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ระหว่างค่าระดบัการยอ่ยที่ความเขม้ขน้ 1.2  
      มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร กบัเอนไซมแ์ต่ละชนิด 
 
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  Enzymes 3 16.470 5.4900 6.42 0.016sig 
Error 8 6.844 0.8555       
Total 11 23.314          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 
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ตารางภาคผนวก ฉ-7 ผลการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ระหว่างค่าระดบัการยอ่ยที่ความเขม้ขน้ 3  
      มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร กบัเอนไซมแ์ต่ละชนิด 
 
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 
 Enzymes 3 4.007 1.3355 2.89 0.102ns 
Error 8 3.693 0.4616       
Total 11 7.699          
ns หมายถึง แตกต่างกนัไม่มีอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-8 ผลการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ระหว่างค่าระดบัการยอ่ยที่ความเขม้ขน้ 6  
      มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร กบัเอนไซมแ์ต่ละชนิด 
 
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

 Enzymes 3 3.5512 1.18372 11.92 0.003sig 
Error 8 0.7942 0.09927       
Total 11 4.3454          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 
 
ตารางภาคผนวก ฉ-9 ผลการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ระหว่างค่าระดบัการยอ่ยที่ความเขม้ขน้ 9  
      มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร กบัเอนไซมแ์ต่ละชนิด 
 
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 
 Enzymes 3 2.2965 0.76552 13.61 0.002sig 
Error 8 0.4499 0.05624       
Total 11 2.7465          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 
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ตารางภาคผนวก ฉ-10 ผลการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ระหว่างค่าระดบัการยอ่ยที่ความเขม้ขน้ 12  
        มิลลิกรัมต่อมิลลลิิตร กบัเอนไซมแ์ต่ละชนิด 
 
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

 Enzymes 3 5.9153 1.9718 16.66 0.001sig 

Error 8 0.9468 0.1183       

Total 11 6.8620          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-11 ผลการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ระหว่างค่าระดบัการยอ่ยที่ความเขม้ขน้ 15  
       มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร กบัเอนไซมแ์ต่ละชนิด 
 
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 
 Enzymes 3 4.5381 1.51269 103.35 0.000sig 
Error 8 0.1171 0.01464       
Total 11 4.6552          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-12 ผลการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ระหว่างปริมาณโปรตีนกบัเจลาติน 
       ไฮโดรไลเสตที่มีปริมาณเอนไซมร่์วมกบัระยะเวลาที่ใชใ้นการยอ่ยแตก 
       ต่างกนั (11 ส่ิงทดลอง) 
 
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 
  Treatment 10 1023.1 102.310 21.22 0.000sig 
Error 22 106.1 4.821       
Total 32 1129.2          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 
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ตารางภาคผนวก ฉ-13 ผลการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ระหว่างค่า TBARS กบัเจลาตินไฮโดรไล- 
       เสตที่มีปริมาณเอนไซมร่์วมกบัระยะเวลาที่ใชใ้นการยอ่ยแตกต่างกนั (11 ส่ิง 
       ทดลอง)  
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

 Treatment 10 0.023513 0.002351 5.86 0.000sig 

Error 22 0.008826 0.000401       

Total 32 0.032339          

sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-14 ผลการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ระหว่างปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน ้ากบั 
       เจลาตินไฮโดรไลเสตที่มีปริมาณเอนไซมร่์วมกบัระยะเวลาที่ใช้ในการยอ่ย 
       แตกต่างกนั (11 ส่ิงทดลอง)  
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

 Treatment 10 17704.0 1770.40 39.26 0.000sig 

Error 22 991.9 45.09       

Total 32 18695.9          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-15 ผลการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ระหว่างความสามารถในการยบัยั้งการ 
       ออกซิเดชนัดว้ยวิธี ABTS กบัเจลาตินไฮโดรไลเสตที่มีปริมาณเอนไซม ์
       ร่วมกบัระยะเวลาที่ใชใ้นการยอ่ยแต่กต่างกนั (11 ส่ิงทดลอง) 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

 Treatment 10 0.006303 0.000630 72.33 0.000sig 

Error 22 0.000192 0.000009       

Total 32 0.006494          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 
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ตารางภาคผนวก ฉ-16 ผลการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ระหว่างความสามารถในการยบัยั้งการ 
       ออกซิเดชนัดว้ยวิธี DPPH กบัเจลาตินไฮโดรไลเสตที่มีปริมาณเอนไซม ์
      ร่วมกบัระยะเวลาที่ใช้ในการยอ่ยแต่กต่างกนั (11 ส่ิงทดลอง)  
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

 Treatment 10 0.001961 0.000196 50.72 0.000sig 

Error 22 0.000085 0.000004       

Total 32 0.002046          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-17 ผลการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ระหว่างความสามารถในการยบัยั้งการ 
       ออกซิเดชนัดว้ยวิธี FRAP กบัเจลาตินไฮโดรไลเสตที่มีปริมาณเอนไซม ์
       ร่วมกบัระยะเวลาที่ใชใ้นการยอ่ยแต่กต่างกนั (11 ส่ิงทดลอง)  
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

 Treatment 10 0.000012 0.000001 34.03 0.000sig 

Error 22 0.000001 0.000000       

Total 32 0.000012          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 
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ตารางภาคผนวก ฉ-18 ผลการวิเคราะห์สมการถดถอยแบบพหุของความสัมพนัธ์ระหว่างปริมาณ 
      โปรตีน (Y1) กบัปริมาณเอนไซม ์(X1) และระยะเวลาที่ใชใ้นการยอ่ย (X2) 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

Model 5 339.499 67.900 219.94 0.000 sig 

  Linear 2 329.391 164.695 533.48 0.000 

    X1 1 328.114 328.114 1062.83 0.000 

    X2 1 1.276 1.276 4.13 0.098 

  Square 2 8.582 4.291 13.90 0.009 

    X1
2 1 8.160 8.160 26.43 0.004 

    X2
2 1 0.048 0.048 0.16 0.709 

  2-Way Interaction 1 1.526 1.526 4.94 0.077 

    X1*X2 1 1.526 1.526 4.94 0.077 

Error 5 1.544 0.309       

  Lack-of-Fit 3 1.526 0.509 57.03 0.017 

  Pure Error 2 0.018 0.009       

Total 10 341.042          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 
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ตารางภาคผนวก ฉ-19 ผลการวิเคราะห์สมการถดถอยแบบพหุของความสัมพนัธ์ระหว่างค่า  
     TBARS (Y2) กบัปริมาณเอนไซม ์(X1) และระยะเวลาที่ใชใ้นการยอ่ย (X2) 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

Model 4 0.003754 0.000939 1.38 0.345ns 

  Linear 2 0.001148 0.000574 0.84 0.476 

    X1 1 0.000138 0.000138 0.20 0.669 

    X2 1 0.001010 0.001010 1.48 0.269 

  Square 2 0.002606 0.001303 1.91 0.227 

    X1
2 1 0.001522 0.001522 2.24 0.185 

    X2
2 1 0.001844 0.001844 2.71 0.151 

Error 6 0.004083 0.000681       

  Lack-of-Fit 4 0.003357 0.000839 2.31 0.324 

  Pure Error 2 0.000726 0.000363       

Total 10 0.007838          
ns หมายถึง แตกต่างกนัไม่มีอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) 
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ตารางภาคผนวก ฉ-20 ผลการวิเคราะห์สมการถดถอยแบบพหุของความสัมพนัธ์ระหว่างปริมาณ 
       โปรตีนที่ไม่ชอบน ้า (Y3) กบัปริมาณเอนไซม ์(X1) และระยะเวลาที่ใชใ้น 
        การยอ่ย (X2) 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

Model 5 5802.99 1160.60 59.03 0.000 sig 

  Linear 2 5668.96 2834.48 144.17 0.000 

    X1 1 5663.58 5663.58 288.07 0.000 

    X2 1 5.38 5.38 0.27 0.623 

  Square 2 50.43 25.21 1.28 0.355 

    X1
2 1 48.98 48.98 2.49 0.175 

    X2
2 1 0.83 0.83 0.04 0.845 

  2-Way Interaction 1 83.60 83.60 4.25 0.094 

    X1*X2 1 83.60 83.60 4.25 0.094 

Error 5 98.30 19.66       

  Lack-of-Fit 3 88.33 29.44 5.91 0.148 

  Pure Error 2 9.97 4.99       

Total 10 5901.29          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 
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ตารางภาคผนวก ฉ-21 ผลการวิเคราะห์สมการถดถอยแบบพหุของความสัมพนัธ์ระหว่าง 
       ความสามารถในการยบัยั้งการออกซิเดชนัดว้ยวิธี ABTS (Y4) กบัปริมาณ 
       เอนไซม ์(X1) และระยะเวลาที่ใชใ้นการยอ่ย (X2) 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

Model 5 0.000036 0.000007 10.51 0.011 sig 

  Linear 2 0.000006 0.000003 4.05 0.090 

    X1 1 0.000005 0.000005 7.82 0.038 

    X2 1 0.000000 0.000000 0.29 0.614 

  Square 2 0.000028 0.000014 20.30 0.004 

    X1
2 1 0.000028 0.000028 40.58 0.001 

    X2
2 1 0.000003 0.000003 4.08 0.099 

  2-Way Interaction 1 0.000003 0.000003 3.83 0.108 

    X1*X2 1 0.000003 0.000003 3.83 0.108 

Error 5 0.000003 0.000001       

  Lack-of-Fit 3 0.000003 0.000001 25.52 0.038 

  Pure Error 2 0.000000 0.000000       

Total 10 0.000039          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 
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ตารางภาคผนวก ฉ-22 ผลการวิเคราะห์สมการถดถอยแบบพหุของความสัมพนัธ์ระหว่าง 
       ความสามารถในการยบัยั้งการออกซิเดชนัดว้ยวิธี DPPH (Y5) กบัปริมาณ 
       เอนไซม ์(X1) และระยะเวลาที่ใชใ้นการยอ่ย (X2) 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

Model 4 0.000018 0.000004 2.32 0.171ns 

  Linear 2 0.000002 0.000001 0.47 0.648 

    X1 1 0.000002 0.000002 0.92 0.374 

    X2 1 0.000000 0.000000 0.01 0.924 

  Square 2 0.000016 0.000008 4.17 0.073 

    X1
2 1 0.000015 0.000015 7.82 0.031 

    X2
2 1 0.000004 0.000004 2.27 0.182 

Error 6 0.000011 0.000002       

  Lack-of-Fit 4 0.000011 0.000003 102.88 0.010 

  Pure Error 2 0.000000 0.000000       

Total 10 0.000029          
ns หมายถึง แตกต่างกนัไม่มีอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) 
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ตารางภาคผนวก ฉ-23 ผลการวิเคราะห์สมการถดถอยแบบพหุของความสัมพนัธ์ระหว่าง 
       ความสามารถในการยบัยั้งการออกซิเดชนัดว้ยวิธี FRAP (Y5) กบัปริมาณ 
       เอนไซม ์(X1) และระยะเวลาที่ใชใ้นการยอ่ย (X2) 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

Model 5 0.000002 0.000000 1.03 0.488ns 

  Linear 2 0.000000 0.000000 0.28 0.764 

    X1 1 0.000000 0.000000 0.52 0.503 

    X2 1 0.000000 0.000000 0.05 0.838 

  Square 2 0.000001 0.000000 1.32 0.347 

    X1
2 1 0.000000 0.000000 0.13 0.731 

    X2
2 1 0.000001 0.000001 1.97 0.219 

  2-Way Interaction 1 0.000001 0.000001 1.95 0.222 

    X1*X2 1 0.000001 0.000001 1.95 0.222 

Error 5 0.000002 0.000000       

  Lack-of-Fit 3 0.000002 0.000001 2463.24 0.000 

  Pure Error 2 0.000000 0.000000       

Total 10 0.000004          
ns หมายถึง แตกต่างกนัไม่มีอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) 
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ตารางภาคผนวก ฉ-24 ผลการวิเคราะห์ค่าสี L* ของไส้กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาติน 
       ไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  treatment 4 22.2356 5.55889 643.84 0.000 sig 

Error 5 0.0432 0.00863       

Total 9 22.2787          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-25 ผลการวิเคราะห์ค่าสี a* ของไส้กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาติน 
       ไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  treatment 4 3.61887 0.904719 1238.66 0.000 sig 

Error 5 0.00365 0.000730       

Total 9 3.62253          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-26 ผลการวิเคราะห์ค่าสี b* ของไส้กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาติน 
       ไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  treatment 4 11.7733 2.94334 141.33 0.000 sig 

Error 5 0.1041 0.02083       

Total 9 11.8775          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 
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ตารางภาคผนวก ฉ-27 ผลการวิเคราะห์ค่า aw ของไส้กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาติน 
       ไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  treatment 4 0.000187 0.000047 0.09 0.982ns 

Error 5 0.002640 0.000528       

Total 9 0.002827          
ns หมายถึง แตกต่างกนัไม่มีอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-28 ผลการวิเคราะห์ค่าความแข็งของลกัษณะเน้ือสัมผสัของไส้กรอกไก่ที่เสริม 
       และไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก ่
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  Treatment 4 3.3342 0.83355 22.17 0.002 sig 

Error 5 0.1880 0.03761       

Total 9 3.5222          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-29 ผลการวิเคราะห์ค่าการเกาะติดของอาหารของลกัษณะเน้ือสัมผสัของไส ้
       กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  Treatment 4 1.1303 0.2826 2.60 0.161ns 

Error 5 0.5424 0.1085       

Total 9 1.6727          

ns หมายถึง แตกต่างกนัไม่มีอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) 
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ตารางภาคผนวก ฉ-30 ผลการวิเคราะห์ค่าความยืดหยุน่ของลกัษณะเน้ือสัมผสัของไส้กรอกไก่ที ่
       เสริมและไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก ่
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  Treatment 4 0.009401 0.002350 3.37 0.108ns 

Error 5 0.003488 0.000698       

Total 9 0.012889          
ns หมายถึง แตกต่างกนัไม่มีอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-31 ผลการวิเคราะห์ค่าการยึดเกาะกนัของอาหารของลกัษณะเน้ือสัมผสัของไส ้
       กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  Treatment 4 0.001377 0.000344 0.32 0.856ns 

Error 5 0.005426 0.001085       

Total 9 0.006803          
ns หมายถึง แตกต่างกนัไม่มีอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-32 ผลการวิเคราะห์ค่าพลงังานในการกดัของอาหารของลกัษณะเน้ือสัมผสัของ 
       ไส้กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก ่
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  Treatment 4 0.9741 0.24353 6.82 0.029 sig 

Error 5 0.1785 0.03570       

Total 9 1.1526          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 
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ตารางภาคผนวก ฉ-33 ผลการวิเคราะห์ค่าพลงังานที่ใชใ้นการเคี้ยวของอาหารของลกัษณะเน้ือ 
       สัมผสัของไส้กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก ่
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  Treatment 4 0.9915 0.24786 11.15 0.010 sig 

Error 5 0.1111 0.02223       

Total 9 1.1026          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-34 ผลการวิเคราะห์ค่า TBARS ของไส้กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาติน 
       ไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ในวนัที่ 0 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

 Treatment 4 5.77793 1.44448 244.76 0.000 sig 

Error 10 0.05902 0.00590       

Total 14 5.83695          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-35 ผลการวิเคราะห์ค่า TBARS ของไส้กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาติน 
       ไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ในวนัที่ 2 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

 Treatment 4 27.4030 6.85074 113.66 0.000 sig 

Error 10 0.6027 0.06027       

Total 14 28.0057          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 
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ตารางภาคผนวก ฉ-36 ผลการวิเคราะห์ค่า TBARS ของไส้กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาติน 
       ไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ในวนัที่ 4 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

 Treatment 4 31.6606 7.91514 215.06 0.000 sig 

Error 10 0.3680 0.03680       

Total 14 32.0286          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-37 ผลการวิเคราะห์ค่า TBARS ของไส้กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาติน 
       ไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ในวนัที่ 6 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

 Treatment 4 28.1771 7.04428 256.80 0.000 sig 

Error 10 0.2743 0.02743       

Total 14 28.4515          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-38 ผลการวิเคราะห์ค่า TBARS ของไส้กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาติน 
       ไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ในวนัที่ 8 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

 Treatment 4 32.5198 8.12996 367.03 0.000 sig 

Error 10 0.2215 0.02215       

Total 14 32.7414          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 
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ตารางภาคผนวก ฉ-39 ผลการวิเคราะห์ค่า TBARS ของไส้กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาติน 
       ไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ในวนัที่ 10 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

 Treatment 4 17.4263 4.35657 311.52 0.000 sig 

Error 10 0.1399 0.01399       

Total 14 17.5661          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-40 ผลการวิเคราะห์ค่า TBARS ของไส้กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาติน 
       ไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ในวนัที่ 12 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

 Treatment 4 18.7948 4.69869 124.24 0.000 sig 

Error 10 0.3782 0.03782       

Total 14 19.1730          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-41 ผลการวิเคราะห์ค่า TBARS ของไส้กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาติน 
       ไฮโดรไลเสตจากเทา้ไก่ในวนัที่ 14 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

 Treatment 4 18.7003 4.67508 62.76 0.000 sig 

Error 10 0.7449 0.07449       

Total 14 19.4453          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 
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ตารางภาคผนวก ฉ-42 ผลการวิเคราะห์ค่า TBARS ของไส้กรอกไก่ที่ไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไล- 
       เสตจากเทา้ไกเ่ป็นระยะเวลา 0 - 14 วนั 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  Day 7 22.9514 3.27878 423.64 0.000 sig 

Error 16 0.1238 0.00774       

Total 23 23.0753          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-43 ผลการวิเคราะห์ค่า TBARS ของไส้กรอกไก่ที่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต  
       1% จากเทา้ไกเ่ป็นระยะเวลา 0 – 14 วนั 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  Day 7 8.393 1.19899 13.52 0.000 sig 

Error 16 1.419 0.08866       

Total 23 9.811          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-44 ผลการวิเคราะห์ค่า TBARS ของไส้กรอกไก่ที่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต  
       3% จากเทา้ไกเ่ป็นระยะเวลา 0 - 14 วนั 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  Day 7 3.5344 0.50492 19.48 0.000 sig 

Error 16 0.4146 0.02591       

Total 23 3.9490          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 
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ตารางภาคผนวก ฉ-45 ผลการวิเคราะห์ค่า TBARS ของไส้กรอกไก่ที่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต  
       5% จากเทา้ไกเ่ป็นระยะเวลา 0 - 14 วนั 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  Day 7 3.9106 0.55866 19.96 0.000 sig 

Error 16 0.4479 0.02799       

Total 23 4.3585          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-46 ผลการวิเคราะห์ค่า TBARS ของไส้กรอกไก่ที่เติมเตตระโซเดียมไพโร- 
       ฟอสเฟต 0.3% จากเทา้ไก่เป็นระยะเวลา 0 - 14 วนั 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  Day 7 1.5602 0.22289 9.29 0.000 sig 

Error 16 0.3837 0.02398       

Total 23 1.9439          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-47 ผลการวิเคราะห์จ านวนจุลินทรียท์ั้งหมดของของไส้กรอกไก่ที่เสริมและไม่ 
        เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  Treatment 4 2.6023 0.65058 16.96 0.000 sig 

Error 10 0.3837 0.03837       

Total 14 2.9860          
Sig หมายถึง แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05) 
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ตารางภาคผนวก ฉ-48 ผลการวิเคราะห์ลกัษณะปรากฏของคุณลกัษณะทางประสาทสัมผสัของไส ้
       กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 
 
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  Treatment 4 0.240 0.06000 0.14 0.966ns 

  Block 29 133.873 4.61632 10.94 0.000 

Error 116 48.960 0.42207       

Total 149 183.073          

ns หมายถึง แตกต่างกนัไม่มีอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-49 ผลการวิเคราะห์สีของคุณลกัษณะทางประสาทสัมผสัของไส้กรอกไก่ที่เสริม 
       และไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 
 
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  Treatment 4 3.107 0.7767 2.77 0.030ns 

  Block 29 249.840 8.6152 30.76 0.000 

Error 116 32.493 0.2801       

Total 149 285.440          

ns หมายถึง แตกต่างกนัไม่มีอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) 
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ตารางภาคผนวก ฉ-50 ผลการวิเคราะห์กลิ่นของคุณลกัษณะทางประสาทสัมผสัของไส้กรอกไก่ที ่
       เสริมและไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  Treatment 4 1.773 0.4433 0.61 0.656ns 

  Block 29 282.273 9.7336 13.41 0.000 

Error 116 84.227 0.7261       

Total 149 368.273          
ns หมายถึง แตกต่างกนัไม่มีอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-51 ผลการวิเคราะห์รสชาติของคุณลกัษณะทางประสาทสัมผสัของไส้กรอกไก่ที่ 
       เสริมและไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  Treatment 4 4.867 1.217 1.16 0.332ns 

  Block 29 165.100 5.693 5.43 0.000 

Error 116 121.533 1.048       

Total 149 291.500          
ns หมายถึง แตกต่างกนัไม่มีอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) 
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ตารางภาคผนวก ฉ-52 ผลการวิเคราะห์เน้ือสัมผสัของคุณลกัษณะทางประสาทสัมผสัของไสก้รอก 
       ไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  Treatment 4 1.533 0.3833 0.30 0.879ns 

  Block 29 136.133 4.6943 3.64 0.000 

Error 116 149.667 1.2902       

Total 149 287.333          
ns หมายถึง แตกต่างกนัไม่มีอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) 

 
ตารางภาคผนวก ฉ-53 ผลการวิเคราะห์ความชอบโดยรวมของคุณลกัษณะทางประสาทสัมผสัของ 
       ไส้กรอกไก่ที่เสริมและไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  Treatment 4 3.573 0.8933 0.90 0.467ns 

  Block 29 125.173 4.3163 4.35 0.000 

Error 116 115.227 0.9933       

Total 149 243.973          
ns หมายถึง แตกต่างกนัไม่มีอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) 
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ภาคผนวก  
ภาพประกอบงานวิจัย 
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ภาพภาคผนวก ช-1 เทา้ไก่ (ภาพซ้าย) และเน้ืออกไก่ไม่มีหนงั (ภาพขวา) จากตลาดหนองมน  
       จงัหวดัชลบุรี  
 
 

 
 

ภาพภาคผนวก ช-2 ลกัษณะของเจลาตินจากเทา้ไก่ (ภาพซ้าย) และเจลาตินไฮโดรไลเสต  
       จากเทา้ไก่ (ภาพขวา) 
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ภาพภาคผนวก ช-3 ไส้กรอกไก่ 5 ส่ิงทดลอง ไดแ้ก่ ไส้กรอกไก่ไม่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต  
       (SGH 0%) ไส้กรอกไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 1% (SGH 1%) ไส้กรอก 
       ไก่เสริมเจลาตินไฮโดรไลเสต 3% (SGH 3%) ไส้กรอกไก่เสริมเจลาติน 
       ไฮโดรไลเสต 5% (SGH 5%) และไส้กรอกไกท่ี่เติมเตตระโซเดียมไพโร 
       ฟอสเฟต 0.3% (SSP 0.3%) 
 
 

 
 
ภาพภาคผนวก ช-4 การวิเคราะห์ลกัษณะเน้ือสัมผสัของไส้กรอกไก่ดว้ยเคร่ือง Texture analyzer  

                                (ภาพซ้าย) และภาพแสดงผลการวิเคราะห์ (ภาพขวา)

SSP 0.3% 

SGH 5%   

SGH 3%   

SGH 1%  

SGH 0%    
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