
 

 

 
 
 

                                   ใบรับรองวิทยานิพนธ 
                  บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

   
                                                                     ปริญญา 

   
สาขา  ภาควิชา 

  

เร่ือง การสกัดกรดไฮยาลูโรนิกจากหงอนไก ดวยสารสกัดหยาบของเอนไซม 
 จากไสและตับออนของไก 

 Extraction of Hyaluronic Acid from Chicken Comb by Crude Enzyme Extract 
 from Chicken Intestine and Pancreas 
 

นามผูวิจัย นางสาวพิมพพร  ศรีสันติแสง 

ไดพิจารณาเห็นชอบโดย  

อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธหลัก  

 (  ) 
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวม  

 (  ) 
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวม  

 (  ) 
หัวหนาภาควิชา  

 (  ) 
  

  

 บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรรับรองแลว 

  

 (  ) 
 คณบดีบัณฑติวิทยาลัย 

 วันท่ี  เดือน  พ.ศ.   
 

วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (วทิยาศาสตรการอาหาร) 

วิทยาศาสตรการอาหาร วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร 

รองศาสตราจารยวรรณวิบูลย  กาญจนกุญชร, Ph.D. 

รองศาสตราจารยกัญจนา  ธีระกุล, D.Agr. 

อาจารยสายพิณ  ทานัชฌาสัย, D.Eng. 

รองศาสตราจารยอาภัสสรา  ชูเทศะ, Dr.rer.nat. 

ผูชวยศาสตราจารยวรรณี  จริภาคยกุล, Ph.D. 



วทิยานิพนธ์  
 

เร่ือง 
 

การสกดักรดไฮยาลูโรนิกจากหงอนไก่ ดว้ยสารสกดัหยาบของเอนไซม์ 
จากไส้และตบัอ่อนของไก่ 

 
Extraction of Hyaluronic Acid from Chicken Comb by Crude Enzyme Extract  

from Chicken Intestine and Pancreas 
 

 

 

 

 

 

โดย 
 

นางสาวพิมพพ์ร  ศรีสันติแสง 
 

 

 

 

 

 

เสนอ 
 

บณัฑิตวทิยาลยั  มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
เพื่อความสมบูรณ์แห่งปริญญาวทิยาศาสตรมหาบณัฑิต (วทิยาศาสตร์การอาหาร) 

พ.ศ. 2556 



 พิมพพ์ร  ศรีสนัติแสง  2556: การสกดักรดไฮยาลูโรนิกจากหงอนไก่ ดว้ยสารสกดัหยาบของ
 เอนไซมจ์ากไสแ้ละตบัอ่อนของไก่  ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต (วิทยาศาสตร์การอาหาร) 
 สาขาวิทยาศาสตร์การอาหาร ภาควิชาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีการอาหาร  อาจารยท่ี์ปรึกษา
 วิทยานิพนธ์หลกั: รองศาสตราจารยว์รรณวิบูลย ์ กาญจนกญุชร, Ph.D.  87 หนา้  
 
 
 อุตสาหกรรมการแปรรูปไก่เน้ือในประเทศไทย มีอตัราการผลิตท่ีเพ่ิมสูงข้ึน ส่งผลใหเ้กิด         
เศษเหลือปริมาณมาก โดยเฉพาะส่วนหงอนท่ีมีการรายงานวา่มีสารส าคญั คือ กรดไฮยาลโูรนิก การสกดั
สารชนิดน้ีส่วนมากจะใชน้ ้า และเอนไซมโ์ปรติเอสในการยอ่ยโปรตีน เพ่ือปลดปล่อยกรดไฮยาลโูรนิก 
ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงศึกษาการสกดักรดไฮยาลโูรนิกจากหงอนของไก่กระทง (อาย ุ5-6 สปัดาห)์ โดยใชไ้ก่ 2 
สายพนัธ์ุท่ีนิยมเล้ียงในประเทศไทย คือ Arbor Acres และ Ross ทั้งเพศผู ้และเพศเมีย พบวา่ เม่ือใช้
เอนไซมป์าเปน (ทางการคา้) ยอ่ยหงอนท่ี พีเอช 6.5 อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 4 ชัว่โมง ปริมาณ 
กรดไฮยาลโูรนิกท่ีสกดัไดอ้ยูใ่นช่วง 1.28-4.97 ไมโครกรัม กรดยโูรนิก/มิลลิกรัม หงอนแหง้ โดยปัจจยัท่ี
ส่งผลต่อปริมาณกรดไฮยาลโูรนิก คือ เพศ และผลร่วมระหวา่งสายพนัธ์ุกบัเพศ ซ่ึงเพศผูใ้หป้ริมาณ 
กรดไฮยาลโูรนิกสูงกวา่เพศเมีย ดงันั้นจึงเลือกหงอนเพศผู ้สายพนัธ์ุ Arbor Acres ซ่ึงเป็นพนัธ์ุท่ีมีสดัส่วน
การบริโภคสูงถึง 70 เปอร์เซ็นต ์เพ่ือใชใ้นการศึกษาขั้นต่อไป คือ การเปรียบเทียบชนิดของเอนไซม ์
ระหวา่งเอนไซมป์าเปน และสารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอส จากไส้ และตบัอ่อนของไก่ ซ่ึงเป็น 
เศษเหลืออีกส่วนหน่ึงจากการแปรรูปเช่นเดียวกนั พบวา่ สารสกดัหยาบของเอนไซมมี์พีเอช และอุณหภูมิ
ท่ีเหมาะสม คือ พีเอช 7.5 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ส่วนสภาวะท่ีเอนไซมมี์ความคงตวัค่อนขา้งดี คือช่วง
พีเอช 6-8 และอุณหภูมิ 30-50 องศาเซลเซียส โดยความคงตวัลดลงเม่ืออุณหภูมิสูงข้ึน ดงันั้นสภาวะท่ีเลือก 
เพ่ือใชส้กดักรดไฮยาลโูรนิก คือ พีเอช 7.5 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เน่ืองจากเป็นสภาวะท่ีสารสกดั
หยาบของเอนไซมมี์ค่ากิจกรรมสูง และมีความคงตวัดี เม่ือน าเอนไซมท์ั้ง 2 ชนิด มายอ่ยหงอนไก่ เพศผู ้
พนัธ์ุ Arbor Acres โดยใชเ้อนไซมป์าเปน 4 และ 8 ไมโครกรัม/มิลลิกรัม หงอนแหง้ และสารสกดัหยาบ
ของเอนไซมโ์ปรติเอสจากไส ้และตบัอ่อนของไก่ ใช ้16 และ 32 ไมโครกรัม/มิลลิกรัม หงอนแหง้ ท่ีพีเอช 
และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของเอนไซมแ์ต่ละชนิด พบวา่ ปริมาณเอนไซม ์มีผลต่อปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก
ท่ีสกดัได ้โดยการใชป้ริมาณเอนไซมเ์พ่ิมข้ึนจะไดส้ารสกดัเพ่ิมข้ึน (P<0.05) และเม่ือใชส้ารสกดัหยาบ
ของเอนไซมจ์ากไสแ้ละตบัอ่อนของไก่ ในปริมาณ 8 เท่า (โดยน ้าหนกั) ของเอนไซมป์าเปน สามารถสกดั
กรดไฮยาลโูรนิกได ้แต่ปริมาณต ่ากวา่การใชเ้อนไซมป์าเปน และเม่ือน าสารสกดัไปวิเคราะห์เทียบกบัสาร
มาตรฐานกรดไฮยาลโูรนิก ดว้ยวิธีอิเลก็โตรโฟรีซีสแบบเซลลโูลสอะซิเตท และฟเูรียร์ทรานสฟอร์ม
อินฟราเรด สเปกโตรสโคปี ผลท่ีไดบ่้งช้ีวา่สารท่ีสกดัไดจ้ากงานวิจยัน้ี คือ กรดไฮยาลโูรนิก 
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 Thailand poultry processing industry shows an increase in production rate which results in a 
large quantity of by-products. Chicken comb, an interesting by-product is revealed as a rich source of 
hyaluronic acid (HA). In the extraction process, HA is extracted by water and protein in comb structure 
is removed by digestion with proteolytic enzymes. In this study, HA extraction from male and female of 
Thailand two popular broiler breeds, Arbor Acres and Ross (5-6 weeks ages) was studied with the 
application of commercial papain (pH 6.5, 65 ๐C, 4 hr.). The yield of HA was between 1.28-4.97 µg 
uronic acid/mg dried comb. The factors which affected on HA yield were sex and interaction of breed 
and sex where HA yield was higher in male than female comb. According to higher consumption of 
Arbor Acres (70%), it was selected for HA extraction in the following study. Another by-products, 
chicken intestine and pancreas were used to extract crude proteolytic enzyme and applied for comb 
digestion. The study revealed the optimum conditions of crude protease extract at pH 7.5, 60 ºC. The pH 
stability of the crude protease extract was attained from pH 6 through 8 while the thermal stability 
declined from 30 to 50 ºC. Therefore, optimum conditions for digestion of broiler combs by crude 
protease extract in this study were selected at pH 7.5 and 50 ºC because crude enzyme retained high 
activity and stability. At the optimum condition of each enzyme the Arbor Acres male comb was 
digested with papain (4,8 µg/mg dried comb) and crude enzyme extract (16,32 µg/mg dried comb). The 
results illustrated that increase the amount of enzyme caused the increase in the yield of extracted HA 
(P<0.05). Digestion of chicken combs with crude protease extract from chicken intestine and pancreas 
gave less HA yield than that of commercial papain. Similar identity of HA standard and extracted HA 
were verified by cellulose acetate electrophoresis and fourier transform infrared (FT-IR) spectroscopy. 
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 ของเอนไซมโ์ปรติเอสท่ีสกดัได ้จากส่วนไส้ และตบัอ่อนของไก่   44 
     8 ค่ากิจกรรม และปริมาณโปรตีน ของสารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอส  
 จากไส้ และตบัอ่อนของไก่       45 
     9 ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก (ไมโครกรัม กรดยโูรนิก/มิลลิกรัม หงอนแหง้) 
 ท่ีสกดัไดจ้ากหงอนของไก่พนัธ์ุ Arbor Acres เพศผู ้โดยใชเ้อนไซมป์าเปน  
 และสารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอสจากไส้ และตบัอ่อนของไก่   53 
    10 Wavenumber (cm-1) ของหมู่ฟังกช์นัต่างๆ ในสเปคตรัมของกรดไฮยาลูโรนิก  57 
 
 
 
 
 
 
 

 



(3) 
 

สารบัญภาพ 
 
ภาพที ่          หน้า 
 
     1 ลกัษณะของหงอนไก่        5 
     2 ภาพตดัขวางของโครงสร้างภายในของหงอนไก่ (บริเวณสีด า  
  คือชั้นของมิวโคอิลาสติก ท่ีมีกรดไฮยาลูโรนิกเป็นองคป์ระกอบ)   6 
     3 ลกัษณะโครงสร้างของไกลโคซามิโนไกลแคน     10 
     4 โครงสร้างของกรดไฮยาลูโรนิก       12 
     5 ลกัษณะการเกิดเจลของกรดไฮยาลูโรนิก      13 
     6 โครงสร้างของสายโปรตีนท่ีเช่ือมกนัดว้ยพนัธะเปปไทด์    18 
     7 ระบบการยอ่ยอาหารของไก่       20 
     8 หงอนของไก่เพศผู ้และเพศเมีย จากไก่สายพนัธ์ุ Arbor Acres และ Ross  
 อาย ุ5-6 สัปดาห์ น ้าหนกัตวั 2.4-2.6 กิโลกรัม     38 
     9 ลกัษณะของหงอนแหง้        39 
   10 ลกัษณะของเคร่ืองในไก่ทั้งพวงก่อนลา้งท าความสะอาด    42 
   11 ลกัษณะของไส้ (1 = ล าไส้เล็ก, 2 = ล าไส้ใหญ่) และตบัอ่อน (3) ของไก่  42 
   12 ไส้ และตบัอ่อนของไก่ ท่ีผา่นการลา้งท าความสะอาดแลว้    43 
   13 ลกัษณะของสารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอสท่ีเป็นของเหลว (ก)  
 และเอนไซมผ์งแหง้หลงัจากผา่นกระบวนการท าแหง้แบบระเหิดน ้าแขง็ (ข)  45 
   14 ผลของพีเอชต่อค่ากิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสผงแหง้จากไส้  และตบัอ่อน 
 ของไก่ ท่ีอุณหภูมิการบ่ม 37 องศาเซลเซียส     46 
   15 ผลของอุณหภูมิต่อค่ากิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสผงแหง้จากไส้  และตบัอ่อน 
 ของไก่ ท่ีพีเอช 7.5        47 
   16 ผลของพีเอชต่อค่ากิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสผงแหง้จากไส้  และตบัอ่อน 
 ของไก่ ท่ีอุณหภูมิการบ่ม 60 องศาเซลเซียส     48 
   17 ผลของพีเอชต่อความคงตวัของเอนไซมโ์ปรติเอสผงแหง้จากไส้ และตบัอ่อน 
  ของไก่ (วเิคราะห์กิจกรรมท่ีพีเอช 7.5 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส)   50 
   18 ผลของอุณหภูมิต่อความคงตวัของเอนไซมโ์ปรติเอสผงแหง้จากไส้ และตบัอ่อน 
  ของไก่ (วเิคราะห์กิจกรรมท่ีพีเอช 7.5 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส)   50 



(4) 
 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่          หน้า 

 
   19 ลกัษณะการเคล่ือนท่ีของกรดไฮยาลูโรนิกบนแผน่เซลลูโลสอะซิเตท  
  1 คือ สารมาตรฐานกรดไฮยาลูโรนิก 2, 3 คือ กรดไฮยาลูโรนิก 
  ท่ีสกดัดว้ยเอนไซมป์าเปน 4, 5 คือ กรดไฮยาลูโรนิกท่ีสกดัดว้ย 
  สารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอสจากไส้และตบัอ่อนของไก่  
  และลูกศรช้ี คือจุดเร่ิมตน้ใส่ตวัอยา่ง      54 
   20 สเปคตรัมของกรดไฮยาลูโรนิก ก) สกดัดว้ยเอนไซมป์าเปน    
  ข) สกดัดว้ยสารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอส จากไส้ และตบัอ่อนของไก่  
  ค) สารมาตรฐาน         56 
 
ภาพผนวกที่ 
 
   ข1 กราฟมาตรฐานของ ดี-กลูคิวโรโนแล็กโทน y = 0.0315 และ R2 = 0.9930  78 
   ค1 กราฟมาตรฐานของไทโรซีน y = 1.4599x และ R2 = 0.9998    81 
   ค2 กราฟมาตรฐานของโบวายเซร่ัมแอลบูมิน y = 0.0007 และ R2 = 0.9867  83 
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การสกดักรดไฮยาลูโรนิกจากหงอนไก่ ด้วยสารสกดัหยาบของเอนไซม์ 
จากไส้และตับอ่อนของไก่ 

 
Extraction of Hyaluronic Acid from Chicken Comb by Crude Enzyme Extract 

from Chicken Intestine and Pancreas 
 

ค าน า 
 

ปัจจุบนัไก่เน้ือเป็นสัตวเ์ศรษฐกิจส าคญัของประเทศไทย โดยในปี 2555 มีปริมาณการผลิต 
ไก่เน้ือถึง 1,020.07 ลา้นตวัต่อปี (ส านกังานวจิยัเศรษฐกิจการเกษตร, 2555) ซ่ึงพนัธ์ุท่ีนิยมเล้ียงและ
น ามาแปรรูปเพื่อการบริโภค คือ Arbor Acres และ Ross อุตสาหกรรมการแปรรูปเน้ือไก่ ส่งผลให้
เกิดเศษเหลือเป็นปริมาณมาก ไดแ้ก่ หวั หงอน ขน ไส้ กระดูก และเลือด เป็นตน้ ซ่ึงคิดเป็นปริมาณ
ถึง 28-30 เปอร์เซ็นต ์ของน ้าหนกัซากไก่ (carcass weight) โดยเศษเหลือเหล่าน้ีส่วนมากจะขาย
รวมกนัเพื่อเป็นอาหารสัตว ์ในราคาท่ีต ่า (Jamdar and Harikumar, 2005)   

 
หงอนเป็นเศษเหลือท่ีมีศกัยภาพในการน าไปใชป้ระโยชน์ เน่ืองจากในประเทศไทยยงัไม่

พบการน าหงอนของไก่ไปศึกษา และไม่พบรายการอาหารท่ีปรุงจากหงอน แต่มีรายงานวา่หงอนมี
สารส าคญั คือ กรดไฮยาลูโรนิก (Hyaluronic acid: HA) ซ่ึงเป็นพอลิแซคคาไรด ์ท่ีมีราคาแพง             
พบมากท่ีผวิหนงัของสัตวแ์ละมนุษย ์น ้าไขขอ้ เอน็ สายสะดือ หงอนไก่ และในเซลลแ์บคทีเรีย  
(Lee and Spicer, 2000; Kakehi et al., 2003; Kogan et al., 2007; Price et al., 2007) สมบติัส าคญั
ของกรดชนิดน้ี คือ ละลายน ้าไดดี้ และเกิดเจลได ้(Matarasso, 2004) ท าใหส้ารชนิดน้ีมี
ความสามารถหลากหลาย เช่น เป็นสารหล่อล่ืนบริเวณขอ้ต่อต่างๆ ภายในร่างกาย ควบคุมความช้ืน
ในเน้ือเยือ่เก่ียวพนั ดว้ยสมบติัเหล่าน้ี จึงมีการน ากรดไฮยาลูโรนิกมาประยกุตใ์ชเ้พื่อใหเ้กิด
ประโยชน์ทางการแพทย ์เช่น ช่วยรักษาโรคไขขอ้อกัเสบ โรคขอ้เส่ือม (Kogan et al., 2007; 
Almond, 2007) และใชใ้นผลิตภณัฑเ์คร่ืองส าอาง เพื่อเพิ่มความชุ่มช้ืนใหแ้ก่ผวิ (Matarasso, 2004) 
วธีิการสกดักรดไฮยาลูโรนิกท่ีมีการศึกษา และพฒันาจากอดีตจนถึงปัจจุบนั พบวา่มีขั้นตอน และ
สารท่ีใชส้กดัแตกต่างกนัอยูบ่า้ง แต่ส่วนมากจะใชน้ ้าในการสกดั และใชเ้อนไซมโ์ปรติเอสในการ
ยอ่ยโปรตีน เพื่อใหป้ลดปล่อยกรดไฮยาลูโรนิกออกมาจากเน้ือเยือ่ท่ีตอ้งการไดม้ากข้ึน นอกจากนั้น
ยงัมีปัจจยัต่างๆ เช่น ชนิดของเน้ือเยือ่ท่ีใชใ้นการสกดั เพศของสัตว ์อาย ุเป็นตน้ ท่ีเก่ียวขอ้งกบั
ประสิทธิภาพ และผลของการสกดักรดไฮยาลูโรนิก  
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ดงันั้นในงานวจิยัน้ีจึงมีวตัถุประสงคท่ี์จะศึกษาปัจจยั ไดแ้ก่ สายพนัธ์ุ (Arbor Acres และ 
Ross) และเพศของไก่ ท่ีมีผลต่อปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกในหงอนไก่ ซ่ึงแต่เดิมในกระบวนการสกดั
จะใชเ้อนไซมโ์ปรติเอสท่ีเป็นเอนไซมท์างการคา้ ซ่ึงมีราคาค่อนขา้งสูง จึงมีแนวคิดท่ีจะปรับเปล่ียน
ชนิดของเอนไซม์ท่ีน ามายอ่ยโปรตีนในหงอนไก่ดว้ย โดยท าการสกดัเอนไซมจ์ากเศษเหลืออีกส่วน
หน่ึงของอุตสาหกรรมการแปรรูปสัตวปี์ก นัน่คือ ไส้และตบัอ่อนของไก่ ซ่ึงเป็นวตัถุดิบท่ีเป็นแหล่ง
ส าคญัของเอนไซมช์นิดต่างๆ โดยเฉพาะอยา่งยิง่เอนไซม์โปรติเอส (Jamdar and Harikumar, 2005)  
แลว้น ามาใชย้อ่ยโปรตีนในเน้ือเยือ่ของหงอนเพื่อปลดปล่อยกรดไฮยาลูโรนิก และเปรียบเทียบผล
กบัการใชเ้อนไซมท์างการคา้ โดยเปรียบเทียบเชิงปริมาณ และท าการเปรียบเทียบเชิงการพิสูจน์
เอกลกัษณ์ กบัสารมาตรฐานกรดไฮยาลูโรนิก 
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วตัถุประสงค์ 
 
 1.  การสกดักรดไฮยาลูโรนิกจากหงอนไก่ 
       
      1.1  เพื่อส ารวจและเก็บขอ้มูลโดยประมาณของปริมาณหงอนไก่  
       
      1.2  ศึกษาปัจจยั ไดแ้ก่ สายพนัธ์ุไก่ และเพศท่ีมีผลต่อองคป์ระกอบทางเคมี และปริมาณ
กรดไฮยาลูโรนิกในหงอนไก่ 
 
 2.  การสกดัเอนไซมโ์ปรติเอสจากไส้และตบัอ่อนของไก่  
 
      2.1  ศึกษากิจกรรมของเอนไซมท่ี์สกดัได ้
       
      2.2  ศึกษาผลของพีเอชและอุณหภูมิต่อค่ากิจกรรม และความคงตวัของเอนไซม์ 
 
 3.  เปรียบเทียบผลของการใช้เอนไซมป์าเปน และสารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอส 
จากไส้ และตบัอ่อนของไก่ ในการสกดักรดไฮยาลูโรนิก 
 
      3.1  เปรียบเทียบปริมาณผลไดข้องกรดไฮยาลูโรนิก 
 
      3.2  เปรียบเทียบโดยการพิสูจน์เอกลกัษณ์ ระหวา่งกรดไฮยาลูโรนิกท่ีสกดัได ้กบัสาร
มาตรฐาน 
 
 
 

 

 

 



4 

 

การตรวจเอกสาร 
 
 ปัจจุบนัมีการผลิตและแปรรูปไก่เน้ือ เพื่อการบริโภคภายในประเทศ และการส่งออกไปทัว่
โลกเพิ่มข้ึน ส่งผลใหอุ้ตสาหกรรมเน้ือไก่แปรรูปขยายตวัอยา่งกวา้งขวาง ผลจากการขยายตวัท่ีเพิ่ม
มากข้ึน ก่อใหเ้กิดเศษเหลือเป็นปริมาณมาก ไดแ้ก่ หวั หงอน ขน ไส้ กระดูก และเลือด เป็นตน้   
โดยเศษเหลือเหล่าน้ีส่วนมากจะขายรวมกนัเพื่อเป็นอาหารสัตว ์ในราคาท่ีต ่า (Jamdar and 
Harikumar, 2005) ดงันั้นการศึกษาเพื่อเพิ่มมูลค่าใหก้บัเศษเหลือเหล่าน้ี จึงเป็นเร่ืองท่ีน่าสนใจ       
ซ่ึงพบการศึกษาท่ีน่าสนใจ ไดแ้ก่ การสกดัแคลเซียมจากกระดูกไก่ (Sittikulwitit et al., 2004)      
การสกดัคอลลาเจนจากตีนไก่ (Liu et al., 2001; Cheng et al., 2009) การสกดัและท าบริสุทธ์ิ
เอนไซมอ์ะมิโนเปปติเดส เอน็ จากไส้ไก่ (Mane et al., 2010) และ การสกดักรดไฮยาลูโรนิก จาก
หงอนไก่ (Swann, 1968; Balazs, 1979; Nakano et al., 1994) เป็นตน้  
  
 หงอนเป็นเศษเหลือท่ีมีปริมาณมาก ท่ีมีศกัยภาพในการน าไปใชป้ระโยชน์ โดยในประเทศ
ไทยยงัไม่พบการน าหงอนของไก่ไปศึกษา และไม่พบรายการอาหารท่ีปรุงจากหงอน แต่มีรายงาน
วา่หงอนมีสารส าคญั คือ กรดไฮยาลูโรนิก (Hyaluronic acid: HA) ซ่ึงเป็นสารท่ีมีราคาแพง และมี
ประโยชน์ทางการแพทยอ์ยา่งมาก 
 

หงอนไก่ 
 
1.  ลกัษณะของหงอน 
 
 หงอนไก่ (comb) เป็นโครงสร้างของเน้ือเยือ่เก่ียวพนั (connective tissue) ท่ีพฒันา
เปล่ียนแปลงมาจากผวิหนงัชั้นบน (epidermis) โดยเป็นส่วนเน้ือเยือ่ล าดบัท่ีสองท่ีบ่งบอกถึงเพศ 
(secondary sexual characters) (Rice et al., 1946) หงอนเป็นส่วนท่ีมีเส้นเลือดแดงและเส้นเลือดด า
ฝอยมาเล้ียงมากมาย ท าใหเ้ห็นเป็นสีแดง โดยทัว่ไปแลว้มีรูปร่างคลา้ยพระจนัทร์คร่ึงเส้ียว ขนาด
และรูปร่างจะแตกต่างกนัตามเพศ พนัธ์ุ อาย ุและอิทธิพลของฮอร์โมน เป็นตน้ (วโิรจน์, 2537)  
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ภาพที ่1  ลกัษณะของหงอนไก่ 
 
ทีม่า: Anonymous (n.d.); Anonymous (2008) 
 
2.  โครงสร้างของหงอนไก่ 
  
 วโิรจน์ (2537); Hult (1949) and Hodges (1974) อธิบายถึงโครงสร้างของหงอนไก่ โดย
แบ่งออกเป็น 3 ชั้น คือ 

 
2.1  ชั้นในสุด (central layer หรือ core)  
 
        ประกอบดว้ยมดัของคอลลาเจนไฟเบอร์ (collagen fibers) ท่ีหยาบ ซ่ึงยดึติดอยูก่บัเยือ่

หุม้กระดูกของกะโหลกศีรษะ ไปจนถึงปลายของหงอน ไฟเบอร์บางเส้นจะเช่ือมกบัเน้ือเยือ่
เก่ียวพนัชั้นกลาง (intermediate layer) ทางดา้นขา้ง บริเวณน้ีจะมีการเช่ือมประสานกนัระหวา่งเส้น
เลือดแดงและด า ในสัตวปี์กท่ีร่างกายแขง็แรง ส่วนชั้นในสุดจะมีไขมนัอยูม่าก โดยเฉพาะท่ีฐานของ
หงอน 

 
2.2  ชั้นกลาง (intermediate layer)  
 
        ลกัษณะของโครงสร้างอยูก่นัอยา่งหลวมๆ มากกวา่ชั้นในสุด ส่วนมากประกอบไป

ดว้ยเรติคูลาร์ไฟเบอร์ (reticular fibers) โดยมีคอลลาจีนสั (collagenous) และอิลาสติกไฟเบอร์ 
(elastic fibers) แทรกอยูบ่า้ง ส่วนเซลลท่ี์ไม่พบในชั้นน้ี คือเซลลไ์ขมนั เซลลเ์น้ือเยือ่เก่ียวพนัของ
ชั้นน้ีมีขนาดใหญ่ ระหวา่งเส้นใยของเน้ือเยื้อเก่ียวพนั มีสารท่ีมีลกัษณะเป็นเมือกคลา้ยวุน้ จึงเรียก
ชั้นน้ีวา่ ชั้นมิวโคอิลาสติก (muco-elastic layer) (ภาพท่ี 2) สารท่ีเป็นเมือกคลา้ยวุน้น้ีเป็น
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สารประกอบเฮกโซซามีน (hexosamine) มีคุณสมบติัในการสร้างพนัธะกบัน ้า (water-binding 
property) ไดดี้ นัน่คือ กรดไฮยาลูโรนิก (hyaluronic acid) (Szirmai, 1956) 

 
2.3  ชั้นนอก (peripheral layer)  
 
       มีลกัษณะเป็นเน้ือเยือ่เก่ียวพนัท่ีอดัตวักนัแน่น ประกอบ ดว้ยคอลลาเจน และอิลาสติก

ไฟเบอร์ แต่มีเรติคูลาร์ไฟเบอร์อยูน่อ้ย โดยมีแขนงเส้นเลือดฝอยแทรก มีลกัษณะเป็นร่างแห ซ่ึงมี
การเจริญดี เม่ือมีเลือดมาคัง่ท าใหม้องเห็นหงอนเป็นสีแดงสดใส  

 

 
 

ภาพที ่2  ภาพตดัขวางของโครงสร้างภายในของหงอนไก่ (บริเวณสีด า คือชั้นของมิวโคอิลาสติก ท่ี
  มีกรดไฮยาลูโรนิกเป็นองคป์ระกอบ) 
 
ทีม่า:  Balazs (2009) 
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เนือ้เยือ่เกีย่วพนั 
 

1.  หน้าทีข่องเนือ้เยือ่เกีย่วพนั 
  
 ท าหนา้ท่ีช่วยรักษาโครงสร้าง และเป็นตวักลางในการแลกเปล่ียนสาร ไดแ้ก่ สารอาหาร 
ของเสียต่างๆ และออกซิเจน ระหวา่งเลือดและเซลล ์ช่วยป้องกนัและปกป้องร่างกาย เช่น การสร้าง
แอนติบอด้ีเพื่อต่อตา้นกบัแอนติเจน และยงัเป็นแหล่งในการเก็บสะสมไขมนัดว้ย (Gartner and 
Hiatt, 2001) 
 
2.  องค์ประกอบหลกัของเนือ้เยือ่เกีย่วพนั 
  

เน้ือเยือ่เก่ียวพนัมีองคป์ระกอบหลกั 2 ส่วน (Young and Health, 2000) คือ  
 
2.1  เซลล ์(cells)  
 
       แบ่งออกเป็น 3 ประเภท ตามหนา้ท่ีพื้นฐานของเซลลน์ั้น  
        
       2.1.1  เซลลท่ี์ท าหนา้ท่ีสังเคราะห์ และซ่อมแซม extracellular material เรียกวา่                

ไฟโบร บลาสต ์(fibroblasts) 
 
       2.1.2  เซลลท่ี์ท าหนา้ท่ีเก็บสะสมพลงังานในรูปไขมนัและเผาผลาญไขมนั เรียกวา่  

อะดิโพไซต ์(adipocytes) 
  
       2.1.3  เซลลท่ี์ท าหนา้ท่ีเก่ียวกบัระบบภูมิคุม้กนั ไดแ้ก่ mast cells และเซลลเ์มด็เลือด

ขาว (white blood cells) 
 
2.2  เอกซ์ตราเซลลูลาร์ เมทริกซ์ (extracellular matrix)  
 
       เป็นส่วนส าคญัท่ีมีอิทธิพลต่อคุณสมบติัเชิงกายภาพของเน้ือเยือ่เก่ียวพนัแต่ละชนิด 

โดยประกอบดว้ยเมทริกซ์ของ organic material เรียกวา่ กราวนด ์ซบัสแตนซ์ (ground substance) 
และไฟเบอร์ (fiber)         
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       2.2.1  กราวนด ์ซบัสแตนซ์ (ground substance) 
 
    เป็นสารท่ีมีรูปร่างไม่แน่นอน โปร่งใส และมีคุณสมบติัเป็นสารก่ึงของเหลว 

(semi-fluid gel) ประกอบดว้ยไกลโคซามิโนไกลแคน (glycosaminoglycans: GAGs)                         
โปรติโอไกลแคน (proteoglycans) และไกลโคโปรตีน (glycoproteins) 

 
       2.2.2  ไฟเบอร์ (fiber)  
 
     แบ่งเป็น 2 ชนิด คือ คอลลาเจน (collagen) ซ่ึงเป็นโปรตีนหลกัในเน้ือเยือ่

เก่ียวพนั และอิลาสติน (elastin) เป็นโปรตีนโครงสร้างท่ีส าคญั มีคุณสมบติัในการยดืและหดตวั 
ช่วยเพิ่มความยดืหยุน่ 
 

ไกลโคซามิโนไกลแคน 
 

1.  องค์ประกอบของไกลโคซามิโนไกลแคน 
 
ไกลโคซามิโนไกลแคน (glycosaminoglycans: GAGs) มีช่ือเดิม คือมิวโคพอลิแซคคาไรด ์

(mucopolysaccharide) เป็นพอลิแซคคาไรดส์ายยาว ไม่มีก่ิง ซ่ึงเกิดจากการเช่ือมกนัของหน่วยซ ้ า
ของไดแซคคาไรด ์ซ่ึงตอ้งเป็นหน่วยซ ้ าของการเช่ือมกนั ระหวา่งน ้าตาลอะมิโน (amino sugar) และ
กรดยโูรนิก (uronic acid) (Gartner and Hiatt, 2001) ไดแ้ก่  

 
1.1  น ้าตาลอะมิโน  
 
       ไดแ้ก่ เอน็-อะซิติล กลูโคซามีน (N-acetyl glucosamine) หรือ เอน็-อะซิติล กาแล็กโต

ซามีน (N-acetyl galactosamine)  
 
1.2  กรดยโูรนิก  
 
        ไดแ้ก่ กรดไอดูโรนิก (iduronic acid) หรือ กรดกลูคิวโรนิก (glucuronic acid) 
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 ไกลโคซามิโนไกลแคนเป็นกรดท่ีมีประจุลบอยูบ่นโมเลกุลซ่ึงเป็นผลมาจากหมู่              
ไฮดรอกซิล (hydroxyl group) หมู่คาร์บอกซิล (carboxyl group) และหมู่ซลัเฟต (sulfate group)             
บนหน่วยของไดแซคคาไรด ์(Young and Health, 2000) ซ่ึงเป็นผลใหมี้ความสามารถในการสร้าง
พนัธะกบัน ้าไดดี้ 
 
2.  ประเภทของไกลโคซามิโนไกลแคน 
  
 ไกลโคซามิโนไกลแคนสามารถแบ่งไดเ้ป็น 2 กลุ่ม แสดงดงัตารางท่ี 1  
 

2.1  กลุ่มท่ีไม่มีซลัเฟต (non-sulfated group) 
 
       กรดไฮยาลูโรนิก ประกอบดว้ยหน่วยซ ้ าของไดแซคคาไรดม์ากกวา่ 25,000 หน่วย ซ่ึง

จบักบัโมเลกุลโปรตีนดว้ยโปรตีนเช่ือมต่อ (link proteins) (Kakehi et al., 2003; Kogan et al. 2007) 
ดงัภาพท่ี 3 

  
 2.2  กลุ่มท่ีมีซลัเฟต (sulfated group)  
 
        ประกอบดว้ยหน่วยซ ้ าของไดแซคคาไรดน์อ้ยกวา่ 300 หน่วย ไดแ้ก่ เคอร์ราแตน 
ซลัเฟต (keratin sulfate) เฮพพาแรน ซลัเฟต (heparan sulfate) เฮพพาริน (heparin) คอนดรอยติน 
4-ซลัเฟต (chondroitin 4-sulfate) คอนดรอยติน 6-ซลัเฟต (chondroitin 6-sulfate) และ เดอร์มาแตน 
ซลัเฟต (dermatan sulfate) โดยไกลโคซามิโนไกลแคน ในกลุ่มน้ีจะจบักบัแกนโปรตีน 
(core protein) ดว้ยพนัธะโควาเลนท ์ในการสร้างโปรติโอไกลแคน ดงัภาพท่ี 3 
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ภาพที ่3  ลกัษณะโครงสร้างของไกลโคซามิโนไกลแคน 
 
ทีม่า: Alberts et al. (2002) 
 
 Nakano and Sim (1989) ศึกษาลกัษณะของไกลโคซามิโนไกลแคนท่ีแยกไดจ้ากหงอนและ
เหนียงของไก่ โดยใชเ้ฉพาะไก่เพศผู ้พนัธ์ุ White leghorn อาย ุ52 สัปดาห์ ซ่ึงสกดัไกลโคซามิโน
ไกลแคน ดว้ยเอนไซมป์าเปน (papain) และวเิคราะห์ดว้ยอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบเซลลูโลสอะซิเตท 
(cellulose acetate electrophoresis) พบวา่ในหงอนไก่มีปริมาณกรดยโูรนิก มากกวา่ในเหนียง
ประมาณ 2 เท่า และในเน้ือเยือ่ทั้ง 2 ชนิดน้ี มีกรดไฮยาลูโรนิกเป็นสารไกลโคซามิโนไกลแคนหลกั 
และมีเดอร์มาแตน ซลัเฟต ปนอยูเ่ล็กนอ้ย โดยเม่ือดูจาก electrophoresis profile จะเห็นวา่มีสัดส่วน
ของกรดไฮยาลูโรนิก ประมาณ 92 เปอร์เซ็นต์ 
 
 Nakano and Sim (1991) ศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีของไกลโคซามิโนไกลแคน ท่ีสกดั
จากหงอนและเหนียงของไก่เพศผู ้สายพนัธ์ุ White leghorn โดยใชโ้ครมาโตกราฟีแบบแลกเปล่ียน
ประจุ (ion-exchange chromatography) พบวา่ ในหงอนไก่มีความเขม้ขน้ของไกลโคซามิโน             
ไกลแคน สูงกวา่ในเหนียง แต่ในเน้ือเยือ่ทั้ง 2 ชนิด มีสัดส่วนของกรดไฮยาลูโรนิก กบัไกลโค                
ซามิโนไกลแคนท่ีมีหมู่ซลัเฟต ใกลเ้คียงกนั และมีเดอร์มาแตน ซลัเฟต เป็นตวัหลกัในส่วนของ 
ไกลโคซามิโนไกลแคนท่ีมีหมู่ซลัเฟต 
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ตารางที ่1  ประเภทของไกลโคซามิโนไกลแคน 
 

Glycosaminoglycans Molecular mass (Da) Repeating disaccharides Sulfated amino sugar Covalent linkage Location in body 

Hyaluronic Acid 107-108 Glucuronate and  
N-acetylglucosamine 

None No synovial fluid, cartilage,  
dermis 

Keratan sulfate 10,000-30,000 Galactose and  
N-acetylglucosamine 

N-Acetylglucosamine Yes cartilage, cornea,  
intervertebral disk 

Heparan sulfate 15,000-20,000 Glucuronate (or iduronate)                             
and N-acetylgalactosamine 

N-Acetylgalactosamine Yes blood vessels, lung,  
basal lamina 

Heparin 
 

15,000-20,000 Glucuronate (or iduronate) 
and N-acetylglucosamine 

N-Acetylglucosamine No mast cell granule, liver,  
lung, skin 

Chondroitin 4-sulfate 
 

Chondroitin 6-sulfate 
 

Dermatan 
 

10,000-30,000 
 

10,000-30,000 
 

10,000-30,000 

Glucuronate and  
N-acetylgalactosamine 

Glucuronate and  
N-acetylgalactosamine 

Glucuronate (or iduronate) 
and N- acetylgatosamine 

N-Acetylgalactosamine 
 

N-Acetylgalactosamine 
 

N-Acetylgalactosamine 

Yes 
 

Yes 
 

Yes 

cartilage, bone, cornea,  
blood vessels 

cartilage, Wharton’s jelly, 
 blood vessels 

heart valves, skin,  
blood vessels 

 
ทีม่า: Gartner and Hiatt (2001) 11 
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กรดไฮยาลูโรนิก 
 

1.  องค์ประกอบของกรดไฮยาลูโรนิก 
 

กรดไฮยาลูโรนิก เป็นไกลโคซามิโนไกลแคนท่ีพบในส่วนเอกซ์ตราเซลลูลาร์ เมทริกซ์    
ในเน้ือเยือ่เก่ียวพนั ท่ีมีน ้าหนกัโมเลกุลสูง 107-108 ดาลตนั (Gartner and Hiatt, 2001) ซ่ึงประกอบ 
ดว้ยหน่วยซ ้ ากนัของไดแซคคาไรดเ์ป็นสายยาวระหวา่ง เอน็-อะซิติล กลูโคซามีน และดี-กลูคิวโร
นิกแอซิด ในสัดส่วนโมเลกุลท่ีเท่ากนั (Schiller, 1966) โดยเช่ือมกนัดว้ยพนัธะ β (1-4) และ β (1-3) 
ตามล าดบั (Laurent and Fraser, 1992; Laurent et al., 1995, 1996; Alberts et al., 2002; Kakehi et 
al., 2003) (ภาพท่ี 4) 

 
 

 

 

 

 

 
ภาพที ่4  โครงสร้างของกรดไฮยาลูโรนิก 
 
ทีม่า: Alberts et al. (2002) 

 

Meyer and Palmer (1934) ศึกษาการแยกสารชนิดหน่ึงจากของเหลวในโพรงลูกตาของววั 
ซ่ึงพบวา่ สารชนิดนั้นประกอบดว้ยหน่วยซ ้ ากนัของน ้าตาล 2 โมเลกุล หรือไดแซคคาไรด ์ท่ีหน่ึงใน
นั้นคือ กรดยโูรนิก และเรียกสารชนิดน้ีวา่ กรดไฮยาลูโรนิก  

 
ในร่างกายจะพบกรดไฮยาลูโรนิกในรูปของเกลือ หรือไฮยาลูโรเนต (hyaluronate)              

(Necas et al., 2008) แต่สารชนิดน้ีจะมีปริมาณลดลงตามอายท่ีุเพิ่มข้ึน (Matarasso, 2004;             
Tezel and Fredrickson, 2008) กรดไฮยาลูโรนิกยงัพบในปริมาณมากในเน้ือเยือ่เก่ียวพนัชนิดอ่อน               
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(soft connective tissue) ไดแ้ก่ สายสะดือ (umbilical cord), น ้าไขขอ้ (synovial fluid), ผวิหนงั (skin) 
และของเหลวคลา้ยวุน้ในโพรงลูกตา (vitreous body) นอกจากนั้นยงัพบกรดชนิดน้ีในหงอนไก่อีก
ดว้ย (Fraser et al., 1997; Kakehi et al., 2003; Kogan et al., 2007; Price et al., 2007; Rosa et al., 
2007; Necas et al., 2008)  

 
2.  คุณสมบัติเชิงหน้าทีข่องกรดไฮยาลูโรนิก 
  
 กรดไฮยาลูโรนิกมีความสามารถในการละลายน ้าไดดี้ และเกิดเป็นเจล ดงัภาพท่ี 5 ท า
หนา้ท่ีเป็นสารหล่อล่ืน (lubricant) ในการเคล่ือนท่ีของส่วนต่างๆ ของร่างกาย เช่น ขอ้ต่อ กลา้มเน้ือ  
(Laurent et al., 1996; Price  et al., 2007) กรดชนิดน้ีจะมีคุณสมบติัท่ีมีทั้งความหนืดและความ
ยดืหยุน่รวมอยูด่ว้ยกนั (viscoelastic) มีความสามารถในการเขา้กนัไดก้บัร่างกายของส่ิงมีชีวติ 
(biocompatibility) และไม่ก่อใหเ้กิดอาการแพ ้(non-immunogenicity) จึงสามารถน ามาประยกุตใ์ช้
ทางการแพทยไ์ด ้เช่น น ามาใชก้บัผูป่้วยท่ีเป็นโรคขอ้อกัเสบ เพื่อเพิ่มความสามารถในการหล่อล่ืน
บริเวณขอ้ต่อ สามารถท าหนา้ท่ีเป็นสารตวัพาในการน ายาเขา้สู่ร่างกาย (drug delivery agent) 
(Necas et al., 2008) นอกจากนั้นยงัใชใ้นผลิตภณัฑเ์คร่ืองส าอาง เพื่อเพิ่มความชุ่มช้ืนใหแ้ก่ผวิ และ
ช่วยลบเลือนร้ิวรอย (Matarasso, 2004; Price et al., 2007; Necas et al., 2008; Tezel and 
Fredrickson, 2008)  
  

 
 
ภาพที ่5  ลกัษณะการเกิดเจลของกรดไฮยาลูโรนิก 
 
ทีม่า: Price et al. (2007) 
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3.  การสกดัและวเิคราะห์กรดไฮยาลูโรนิก 
  
 เน่ืองจากกรดไฮยาลูโรนิกเป็นสารพอลิแซคคาไรดท่ี์ละลายน ้าไดดี้ และเช่ือมอยูก่บัโปรตีน
เช่ือมต่อ ในเน้ือเยื้อเก่ียวพนั (Kakehi et al., 2003; Kogan et al. 2007) วธีิการสกดั 
กรดไฮยาลูโรนิกโดยส่วนมากจึงสกดัดว้ยน ้า และใชเ้อนไซมโ์ปรติเอสในการยอ่ยโปรตีน เพื่อให้
กรดไฮยาลูโรนิกถูกปลดปล่อยออกมาไดม้ากข้ึน นอกจากนั้นยงัมีการใชเ้ทคนิคต่างๆ เพื่อวเิคราะห์
ลกัษณะของกรดไฮยาลูโรนิกในแง่มุมต่างๆ เพื่อเป็นการยนืยนัสารท่ีสกดัได ้หรือเพื่อการน าไปใช้
ประโยชน์ไดอ้ยา่งถูกตอ้ง และปลอดภยั ดงังานวจิยัต่อไปน้ี 
  
 Swann (1968) ศึกษาการเตรียมและสมบติัของกรดไฮยาลูโรนิกจากหงอนของไก่พนัธ์ุ 
White Leghorn และ Rhode Island White โดยท าการสกดักรดไฮยาลูโรนิก ดว้ยวธีิการสกดัอยา่ง
ต่อเน่ือง แยกออกเป็น 4 Fractions โดยสกดั Fraction 1 ดว้ยน ้ากลัน่  Fraction 2 ไดจ้ากการน า
ตะกอนในส่วนแรกหลงัจากการเหวีย่งแยกมาบด และสกดัดว้ยน ้ากลัน่ จากนั้นน าตะกอนจาก 
Fraction 2 หลงัจากการเหวีย่งแยกมาสกดัดว้ยสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด ์ความเขม้ขน้ 1              
โมลาร์ ไดเ้ป็น Fraction 3 ส่วน Fraction สุดทา้ยไดจ้ากการน าตะกอนจาก  Fraction 3 ละลายใน 
ทริส บฟัเฟอร์ และยอ่ยโปรตีนดว้ยเอนไซมโ์พรเนส (pronase) พบวา่ Fraction 2 ท่ีมีการบด และใช้
น ้ากลัน่ในการสกดั ไดป้ริมาณกรดไฮยาลูโรนิกสูงสุด ส่วนการใชส้ารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด ์
ความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ และเอนไซมโ์พรเนสเป็นการช่วยสกดักรดไฮยาลูโรนิกท่ียงัเหลืออยูใ่น
หงอนไก่ออกมาไดม้ากข้ึน ซ่ึงเปอร์เซ็นตผ์ลไดข้องกรดไฮยาลูโรนิกทั้งหมดท่ีสกดัไดคื้อ 6 
เปอร์เซ็นต ์ของหงอนไก่แหง้ 
  
 Balazs (1979) ไดจ้ดสิทธิบตัรการสกดั และการท าบริสุทธ์ิกรดไฮยาลูโรนิกจากหงอน   
โดยใชไ้ก่อาย ุ6 เดือน ถึง 3 ปี และเลือกพนัธ์ุท่ีมีหงอนขนาดใหญ่ โดยท าการสกดักรดไฮยาลูโรนิก 
ดว้ยน ้าและคลอโรฟอร์ม และมีการใชเ้อนไซมดี์เอนเอส (DNase) เอนไซมอ์าร์เอนเอส (RNase)  
เพื่อก าจดั DNA และ RNA และใชเ้อนไซมโ์พรเนส (pronase) ในการช่วยยอ่ยโปรตีน หลงัจากนั้น
ผา่นขั้นตอนการท าใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด ์ซิติลไพริดิเนียม คลอไรด ์      
สเตอริไลส์อะซิโตน และสเตอริไลส์บฟัเฟอร์ พบวา่ไดก้รดไฮยาลูโรนิกท่ีมีน ้าหนกัโมเลกุล
ประมาณ 1.5 x 106 ดาลตนั และมีความบริสุทธ์ิสูง สามารถน าไปประยกุตใ์ชใ้นทางการแพทยไ์ด ้
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 Mizuno et al. (1991) ศึกษาการแยก และสมบติัของกรดไฮยาลูโรนิก จากลูกตาปลาทูน่า 
โดยยอ่ยโปรตีนดว้ยเอนไซมแ์อกติเนส อี (Actinase E) ในบฟัเฟอร์พีเอช 7.8 อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบวา่ สารท่ีสกดัไดส้ามารถยนืยนัไดว้า่เป็นกรดไฮยาลูโรนิก 
เน่ืองจากถูกยอ่ยไดด้ว้ยเอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดส (hyaluronidase) และสารสกดักรดไฮยาลูโรนิก          
มีขนาดโมเลกุล 5.6 x 105 ดาลตนั  
  
 Nakano et al. (1994) ศึกษาวธีิวเิคราะห์ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกในหงอน และเหนียงของ
ไก่พนัธ์ุ White leghorn อาย ุ52 สัปดาห์ โดยการสกดักรดไฮยาลูโรนิกดว้ยโซเดียมฟอสเฟต 
บฟัเฟอร์ และใชเ้อนไซมป์าเปน (papain) ในการช่วยยอ่ยโปรตีน ซ่ึงไดป้ริมาณกรดไฮยาลูโรนิก 
ประมาณ 40 ไมโครกรัม/มิลลิกรัม หงอนแหง้ และใชอิ้เล็กโตรโฟรีซีสแบบเซลลูโลสอะซิเตท ใน
การวเิคราะห์เพื่อดูลกัษณะการเคล่ือนท่ีของสารสกดั โดยเทียบกบัสารมาตรฐานกรดไฮยาลูโรนิก 
ซ่ึงเป็นวธีิท่ีง่าย สะดวกในการพิสูจนเ์อกลกัษณ์ของสารสกดั และไดผ้ลวเิคราะห์ภายใน 1 วนั  
 
 Lago et al. (2005) ศึกษาการแยก การท าใหบ้ริสุทธ์ิ และลกัษณะของกรดไฮยาลูโรนิก           
จากสายสะดือคน ส าหรับขั้นตอนของการแยกกรดไฮยาลูโรนิก หลายขั้นตอนดดัแปลงจากวธีิของ 
Balazs (1979) โดย Lago และคณะกล่าววา่ การใชส้ารละลายแคลเซียมคลอไรด ์ในการแยก              
กรดไฮยาลูโรนิก และการก าจดักรดนิวคลิอิก และนิวคลิโอไทด ์ดว้ยเอทธานอล ความเขม้ขน้ 25 
เปอร์เซ็นต ์ยงัไม่เคยมีการรายงานมาก่อนหนา้น้ี ซ่ึงวธีิน้ีเป็นวธีิใหม่ท่ีเหมาะในการแยก                   
กรดไฮยาลูโรนิก จากสายสะดือ เพราะเม่ือน ากรดไฮยาลูโรนิก ไปศึกษาดูองคป์ระกอบ และ
ลกัษณะต่างๆ ดว้ยวธีิทางเคมี พบวา่กรดไฮยาลูโรนิกท่ีสกดัไดมี้ลกัษณะใกลเ้คียงกบัสารมาตรฐาน 
  
 Rosa et al. (2007) ศึกษาการสกดั การวเิคราะห์ปริมาณ และการหาน ้าหนกัโมเลกุลของ
กรดไฮยาลูโรนิกจากหงอนไก่ โดยใชไ้ก่อาย ุ48 วนั สัดส่วนตวัผูต่้อตวัเมียเป็น 50 ต่อ 50 ซ่ึงสกดั
ดว้ย digestion buffer และยอ่ยโปรตีนดว้ยเอนไซมป์าเปน ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง และตกตะกอนกรดไฮยาลูโรนิก ดว้ยซิติลไพริดิเนียม คลอไรด ์พบวา่กรดไฮยาลูโรนิกมี
น ้าหนกัโมเลกุลประมาณ 1.27 x 106 ดาลตนั 
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4.  การพสูิจน์เอกลกัษณ์ของกรดไฮยาลูโรนิก 
 
 ปัจจุบนัวธีิการพิสูจน์เอกลกัษณ์ของกรดไฮยาลูโรนิก มีหลายวธีิ สามารถแบ่งออกไดด้งัน้ี 
 

4.1  วธีิอิเล็กโตรโฟรีซีส (electrophoresis method)  
 
       ใชเ้ทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบเซลลูโลสอะซิเตท (cellulose acetate electrophoresis) 

ซ่ึงเป็นวธีิท่ีนิยมใชก้นัอยา่งแพร่หลายในการวเิคราะห์พอลิแซคคาไรดท่ี์เป็นกรด (acidic 
polysaccharides) ไดแ้ก่ กรดไฮยาลูโรนิก เฮพาริน เป็นตน้ โดยมีขีดจ ากดัในการวเิคราะห์ถึงระดบั
นาโนกรัม (Szewczyk, 1983; Volpi and Maccari, 2006) เป็นวธีิท่ีง่าย และวเิคราะห์ไดห้ลายตวัอยา่ง
พร้อมกนั (Wegrowski and Maquart, 2001; Kakehi et al., 2003) โดยใชเ้วลาสั้นเพียง 1 วนั (Gaál et 
al., 1980; Nakano et al., 1994) 
 
        Szewczyk (1983) ไดมี้การน าเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบเซลลูโลสอะซิเตท มาใชใ้น
การตรวจสอบพอลิแซคคาไรดท่ี์เป็นกรด 
  
        Nakano et al. (1994) ใชเ้ทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบเซลลูโลสอะซิเตท ในการพิสูจน์
เอกลกัษณ์ของสารสกดักรดไฮยาลูโรนิกจากหงอนไก่ เทียบกบัสารมาตรฐานกรดไฮยาลูโรนิก 
  
        Matsuno et al. (2008) ไดมี้การน าเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบเซลลูโลสอะซิเตท มา
ใชใ้นการศึกษาผลของความคงทนของกรดไฮยาลูโรนิกทางการคา้ท่ีสกดัมาจากแหล่งต่างๆ ต่อการ
ยอ่ยของเอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดส ซ่ึงท าใหไ้ดข้อ้มูลท่ีเป็นประโยชน์ต่อการน ากรดไฮยาลูโรนิกไปใช้
ประโยชน์ทั้งทางการแพทย ์และในอุตสาหกรรมต่อไป 
 
 4.2  วธีิทางสเปกโตรโฟโตเมทรี (Spectrophotometry method)  
 
        ใชว้ธีิฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรด สเปกโตรสโคปี (Fourier transform infrared 
spectroscopy: FT-IR) ซ่ึงเป็นวธีิท่ีใชใ้นการจ าแนก และหาหมู่ฟังกช์นัของสารอินทรีย ์เช่น โมโน
แซคคาไรด ์โฮโมพอลิแซคคาไรด ์ไกลโคซามิโนไกลแคน และกรดอะมิโน (Longas et al., 2011)  
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        Servaty et al. (2001) ศึกษาสมบติัการจบัน ้าของกรดไฮยาลูโรนิก และคอนดรอยติน 
ซลัเฟต ซ่ึงเป็นองคป์ระกอบส าคญัในกระดูกอ่อน โดยใช ้FT-IR เทคนิค ATR (Attenuated Total 
Reflectance) 
  
        Alkrad et al. (2003) น า FT-IR และเทคนิคทางสเปกโตรโฟโตเมทรีอ่ืนๆ ไดแ้ก่ NMR, 
Raman และ UV-Vis มาใชใ้นการศึกษาลกัษณะโครงสร้างของกรดไฮยาลูโรนิก หลงัจากผา่นการ
ยอ่ยดว้ยเอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดส  
 
        Haxaire et al. (2003) ไดน้ า FT-IR มาใชใ้นการศึกษาสมบติัการจบักบัน ้าของ              
กรดไฮยาลูโรนิก และดูการเปล่ียนแปลงโครงสร้าง โดยเปรียบเทียบจาก spectra ท่ีเกิดข้ึน 
 

เอนไซม์ 
  
 เอนไซม ์คือโปรตีนท่ีมีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาทางชีวเคมี (biochemical reaction) 
หรือเรียกวา่ ตวัเร่งทางชีวภาพ (biological catalysts) ผลิตข้ึนจากภายในเซลลข์องส่ิงมีชีวติ (Sobti, 
2008) สามารถเร่งปฏิกิริยาไดภ้ายใตส้ภาวะท่ีไม่รุนแรง ดว้ยปริมาณเอนไซมเ์พียงระดบัไมโคร           
โมลาร์ นอกจากนั้นเอนไซมย์งัมีความจ าเพาะต่อสารตั้งตน้ (substrate) และเร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซม์
ยงัคงสภาพเดิม ไม่เปล่ียนเป็นผลิตภณัฑอ่ื์น (ปราณี, 2547)  
 
1.  เอนไซม์โปรติเอส 
  
 เอนไซมโ์ปรติเอส (proteases) มีช่ือสามญัหลายช่ือ ไดแ้ก่ เปปติเดส (peptidase) โปรติเนส 
(proteinase) เปปไทดไ์ฮโดรเลส (peptide hydrolase) และเอนไซมโ์ปรติโอไลติก (proteolytic 
enzyme) (ปราณี, 2547) เป็นเอนไซมท่ี์ท าหนา้ท่ียอ่ยสลายโปรตีนใหก้ลายเป็นกรดอะมิโน มี
ลกัษณะปฏิกิริยา คือ สลายพนัธะเปปไทด ์(peptide bond : -CO-NH-) ภายในสายโปรตีนดว้ยน ้า 
(hydrolysis) (ภาพท่ี 6) โปรติเอสเป็นเอนไซมป์ระเภทหน่ึงท่ีมีบทบาทส าคญัอยา่งมากใน
อุตสาหกรรมอาหาร เช่น ใชเ้ปล่ียนแปลงเน้ือสัมผสัของเน้ือใหน่ิ้มลง ใชล้ดการเกิดความขุ่นของ
เบียร์หลงัจากผา่นการแช่เยน็ ใชเ้อนไซมเ์รนนินในกระบวนการผลิตเนยแขง็ เป็นตน้ (Walsh, 2002) 
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ภาพที ่6  โครงสร้างของสายโปรตีนท่ีเช่ือมกนัดว้ยพนัธะเปปไทด์ 
 
ทีม่า: Beck (1973) 
 
2.  ชนิดของเอนไซม์โปรติเอส 
  
 2.1  แบ่งตามลกัษณะการยอ่ยพนัธะเปปไทด ์ 
 
        การยอ่ยพนัธะเปปไทด ์บนสายโปรตีน ของเอนไซมโ์ปรติเอส มี 2 ลกัษณะ (เพทาย, 
2538; ปราณี, 2547; Whitaker, 1994; Sobti, 2008) คือ 
 
        2.1.1  เอกโซเปปติเดส (exopeptidases) 
 
      เอนไซมท่ี์ยอ่ยสลายพนัธะเปปไทดจ์ากปลายสายดา้นใดดา้นหน่ึงของโปรตีน 
ไดแ้ก่ เอนไซมค์าร์บอกซีเปปติเดส (carboxypeptidases) เอนไซมอ์ะมิโนเปปติเดส 
(aminopeptidases) เอนไซมไ์ดเปปติเดส (dipeptidases) และเอนไซมไ์ตรเปปติเดส (tripeptidases) 
 
        2.1.2  เอนโดเปปติเดส (endopeptidases)  
 
     เอนไซมท่ี์ยอ่ยสลายพนัธะเปปไทดอ์ยา่งอิสระ ภายในสายโปรตีน เช่น เอนไซม์
เปปซิน (pepsin) เอนไซมท์ริปซิน (trypsin) เอนไซมไ์คโมทริปซิน (chymotrypsin) เอนไซมป์าเปน 
(papain) เป็นตน้ 
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 2.2  แบ่งตามลกัษณะกลไกการท างาน 
 
        เอนไซมโ์ปรติเอสแต่ละชนิดมีลกัษณะกลไกการท างานแตกต่างกนั แบ่งออกเป็น 4 
กลุ่ม ซ่ึงช่ือของแต่ละกลุ่มบ่งบอกถึงหมู่ท่ีอยูบ่ริเวณเร่ง (active site) ของเอนไซม ์(Whitaker, 1994; 
Walsh, 2002) ไดแ้ก่ 
 
        2.2.1  โปรติเอสซีรีน (serine proteases)  
 
     มีอนุมูลซีริล (seryl residue) อยูท่ี่บริเวณเร่งของเอนไซม ์และสามารถถูกยบัย ั้ง
ไดโ้ดย DPF (diisopropyl-phospho-fluoridate) ซ่ึงจะท าปฏิกิริยากบัหมู่ไฮดรอกซิล (OH-) ของ
อนุมูลซีริล เอนไซมท่ี์ส าคญัในกลุ่มน้ี ไดแ้ก่ เอนไซมไ์คโมทริปซิน และเอนไซมท์ริปซิน ซ่ึงมีช่วง
พีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท างานเป็นเบส ในช่วง 7-11 หรือเรียกวา่ alkaline proteases 
         
        2.2.2  โปรติเอสซลัฟไฮดริล (sulfhydryl proteases)  
 
     มีอนุมูลซลัฟไฮดริล (sulfhydryl residue) ท่ีบริเวณเร่งของเอนไซม ์ซ่ึงถูกยบัย ั้ง
ไดโ้ดย sulfhydryl reagents หรือ sulfhydryl group (-SH) เอนไซมใ์นกลุ่มน้ีส่วนใหญ่สกดัไดจ้ากพืช
ชั้นสูง ไดแ้ก่ เอนไซมป์าเปน จากยางมะละกอ เอนไซมโ์บรมิเลน จากสัปปะรด เป็นตน้ โดยมีช่วงพี
เอชท่ีเหมาะสมเป็นกลาง คือ 6-7.5 หรือเรียกวา่ neutral proteases และมีความคงตวัสูงในช่วง
อุณหภูมิ 60-80 องศาเซลเซียส ท่ีพีเอชเป็นกลาง โดยเอนไซมใ์นกลุ่มน้ีเป็นเอนไซมท่ี์ใชอ้ยา่ง
แพร่หลายในอุตสาหกรรมอาหาร 
 
        2.2.3  โปรติเอสท่ีมีโลหะ (metal-containing proteases)  
 
     มีไออนและโลหะรวมอยูใ่นโมเลกุลของเอนไซม ์ซ่ึงถูกยบัย ั้งไดโ้ดยสารจบั
ไอออนของโลหะ (metal-chelating agents) เช่น Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 1,10-
phenanthroline เป็นตน้ เอนไซมท่ี์ส าคญัในกลุ่มน้ี คือ เอนไซม์คาร์บอกซีเปปติเดส มีช่วงพีเอชท่ี
เหมาะสม คือ 6.5-7.5 หรือ neutral proteases 
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        2.2.4  โปรติเอสแอสปาติก (aspartic proteases)  
 
     มีหมู่คาร์บอกซิล (carboxyl groups) ของอนุมูลกรดแอสปาติก (aspartic acid)  
อยูท่ี่บริเวณเร่งของเอนไซม ์เอนไซมท่ี์มีบทบาทในกลุ่มน้ี ไดแ้ก่ เอนไซมเ์ปปซิน และเอนไซม ์
เรนนิน โดยมีช่วงพีเอชท่ีเหมาะสมเป็นกรด คือ 1-2 หรือเรียกวา่ acid proteases 
 
3.  เอนไซม์โปรติเอสในระบบการย่อยอาหารของไก่ 
  
 ระบบยอ่ยอาหาร เป็นระบบส าคญัในการเปล่ียนอาหารท่ีกินเขา้ไปใหก้ลายเป็นสารอาหาร
ท่ีร่างกายสามารถน าไปใชป้ระโยชน์คือ เพิ่มการเจริญเติบโต ซ่อมแซมส่วนท่ีสึกหรอ และสร้าง
ผลผลิต เช่น ไข่ไก่  ซ่ึงกระบวนการยอ่ยอาหารของไก่จะเร่ิมจากปาก (mouth) หลอดอาหาร 
(esophagus) กระเพาะพกั (crop) กระเพาะแท ้(proventriculus) กระเพาะบด (gizzard) ล าไส้เล็ก 
(small intestine) ล าไส้ใหญ่ (large intestine) และจบท่ีส่วนปลายสุดของล าไส้ (cloaca) ดงัภาพท่ี 7 
 

 
 
ภาพที ่7  ระบบการยอ่ยอาหารของไก่ 
 
ทีม่า: Jacob and Pescatore (n.d.) 
 
 กระบวนการท่ีสามารถเปล่ียนอาหารใหก้ลายเป็นสารอาหารท่ีร่างกายตอ้งการนั้น เกิดข้ึน
ไดจ้าก 2 กระบวนการ (Jacob and Pescatore, n.d.) คือ 
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 3.1  กระบวนการทางกล (mechanical action)  
 
        โดยทัว่ไป คือการเค้ียวอาหาร แต่เน่ืองจากในปากของไก่ไม่มีฟัน จึงไม่สามารถเค้ียว
อาหารได ้แต่ในปากจะมีตุ่มท่ีหลัง่น ้าลาย (saliva) ซ่ึงประกอบดว้ยเอนไซม ์ท าใหเ้กิดการยอ่ย
อาหารตั้งแต่บริเวณน้ี และไก่มีกระเพาะบด (gizzard)  ท าหนา้ท่ีในการบด เพื่อลดขนาดอาหาร 

 
3.2  กระบวนการทางเคมี (chemical action)  
 
        คือการยอ่ยอาหารดว้ยเอนไซม์ (ตารางท่ี 2)โดยเฉพาะการยอ่ยโปรตีนดว้ยเอนไซม์   

โปรติเอสท่ีหลัง่ออกมาจากส่วนต่างๆ ของร่างกาย (Sturkie, 1976; Whitaker, 1994) ไดแ้ก่ 
        
       3.2.1  กระเพาะอาหาร (proventriculus)  
 
    หลัง่เอนไซมเ์ปปซิน และกรดไฮโดรคลอริก (hydrochloric acid) เพื่อยอ่ย

โปรตีนให้มีขนาดโมเลกุลเล็กลง โดยสภาวะการยอ่ยเป็นกรด พีเอชอยูใ่นช่วง 1-2 เน่ืองจากการยอ่ย
โปรตีนในขั้นตอนน้ียงัไม่เสร็จสมบูรณ์ อาหารจะถูกส่งต่อไปยงัล าไส้เล็กเพื่อถูกยอ่ยต่อไป 

 
       3.2.2  ตบัอ่อน (pancreas)  
 
    หลัง่เอนไซมไ์คโมทริปซิน เอนไซมท์ริปซิน และเอนไซมอิ์ลาสเทส ไปยงัล าไส้

เล็ก โดยมีสภาวะการยอ่ยเป็นกลางถึงเบสอ่อน มีพีเอชใกล ้8 ซ่ึงในขั้นตอนน้ีเอนไซมเ์ปปซินจะ
สูญเสียกิจกรรมไป เน่ืองจากสภาวะท่ีเปล่ียนจากกรดเป็นเบส 
 
 เน่ืองจากกระบวนการสกดักรดไฮยาลูโรนิกส่วนมากจะใชเ้อนไซมป์าเปน ซ่ึงเป็นเอนไซม์
โปรติเอสทางการคา้ เพื่อยอ่ยโปรตีน และมีการใชส้ภาวะท่ีเป็นกลางถึงเบส จึงเลือกสกดัเอนไซม์
โปรติเอสจากไส้และตบัอ่อนของไก่มาใช ้เพื่อช่วยลดตน้ทุนการผลิต นอกจากนั้นยงัสามารถเพิ่ม
มูลค่าใหก้บัเศษเหลือจากโรงงานอุตสาหกรรมดว้ย เม่ือมีการสกดัเอนไซมม์าใชป้ระโยชน์ ส่ิงส าคญั
ท่ีตอ้งค านึงถึง คือ ปัจจยัทางกายภาพต่างๆ ท่ีส่งผลต่อคุณสมบติัของเอนไซม ์เพื่อสามารถน า
เอนไซมไ์ปใชไ้ดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพสูงสุด 
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4.  ปัจจัยทีส่่งผลต่อคุณสมบัติของเอนไซม์ 
 
 ปัจจยัท่ีส่งผลต่อกิจกรรมและความคงตวัของเอนไซม ์(ปราณี, 2547; Godfrey and West, 
1996; Sobti, 2008) ไดแ้ก่ 
 
 4.1  พีเอช (pH)  
 
        เป็นปัจจยัส าคญัท่ีส่งผลต่อกิจกรรมของเอนไซม ์โดยมีผลต่อการแตกไอออน  
(ionization) ของหมู่ท่ีอยูบ่ริเวณเร่งของเอนไซม ์ท่ีเป็นตวัควบคุมโครงรูปสามมิติ ซ่ึงมีผลต่อการ
เบ่ียงเบนในการจบักบัสารตั้งตน้ ดงันั้น เม่ือพีเอชเกิดการเปล่ียนแปลงไปอยูใ่นช่วงท่ีไม่เหมาะสม 
จึงส่งผลใหกิ้จกรรมของเอนไซมล์ดลง  
 
        นอกจากนั้น พีเอชยงัส่งผลต่อความคงตวัของเอนไซมด์ว้ย เน่ืองจากผลของการ
เปล่ียนแปลงโครงสร้างตั้งแต่ระดบัทุติยภูมิ (secondary structure) ของเอนไซม ์เช่น ใชส้ภาวะท่ีเป็น
กรดแก่หรือเบสแก่ ส่งผลใหเ้อนไซมเ์กิดการสูญเสียสภาพธรรมชาติ (denaturation)  
 
         ดงันั้นเอนไซมแ์ต่ละชนิดจึงมีพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท าปฏิกิริยาท่ีแตกต่างกนั เช่น 
เอนไซมบ์างชนิดมีช่วงพีเอชท่ีเหมาะสมเป็นกรด ไดแ้ก่ เอนไซมเ์ปปซิน (พีเอช 1-2) และถูกยบัย ั้ง
กิจกรรมทนัทีท่ีพีเอช 7 ในขณะท่ีเอนไซมท์ริปซินมีช่วงพีเอชท่ีเหมาะสมเป็นเบส (พีเอช 7-11)  
  
 4.2  อุณหภูมิ (temperature)  
 
        เป็นอีกปัจจยัหน่ึงท่ีส าคญัต่อการเปล่ียนแปลงกิจกรรม และความคงตวัของเอนไซม ์
เน่ืองจากการเพิ่มอุณหภูมิจะช่วยเพิ่มพลงังานจลน์ใหก้บัสารท่ีท าปฏิกิริยา เพื่อใหเ้ปล่ียนไปเป็น
ผลผลิตอยา่งรวดเร็ว เพราะฉะนั้นการเพิ่มอุณหภูมิจึงท าใหอ้ตัราเร็วของปฏิกิริยาเพิ่มข้ึน แต่เม่ือ
อุณหภูมิเพิ่มข้ึนเกินกวา่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมของเอนไซมช์นิดนั้นๆ ส่งผลใหเ้อนไซมถู์กท าลาย 
เน่ืองจากเกิดการเสียสภาพธรรมชาติ ท าใหเ้อนไซมมี์กิจกรรม และเสถียรภาพลดต ่าลง (Sobti, 
2008) 
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        ดงันั้นเอนไซมจ์ะมีช่วงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมแตกต่างกนั เช่น เอนไซมใ์นสัตวเ์ลือดอุ่นมี
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการท างานประมาณ 40 องศาเซลเซียส แต่ในขณะท่ีในสัตวเ์ลือดเยน็จะมี
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต ่ากวา่ 
 
 4.3  ความเขม้ขน้ของสารตั้งตน้ (substrate concentration) 
 
        มีผลต่ออตัราการท าปฏิกิริยาของเอนไซม ์โดยอตัราการเกิดปฏิกิริยาจะสูงข้ึน เม่ือ
ความเขม้ขน้ของสารตั้งตน้สูงข้ึนจนถึงจุดสูงสุด หลงัจากนั้นอตัราการเกิดปฏิกิริยาจะไม่เพิ่มข้ึนอีก 
 
 4.4  ความเขม้ขน้ของเอนไซม ์(enzyme concentration) 
 
        อตัราการเกิดปฏิกิริยายงัข้ึนกบัความเขม้ขน้ของเอนไซมด์ว้ย ในกรณีท่ีภายในระบบมี
สารตั้งตน้มากเกินพอ เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของเอนไซม ์ส่งผลใหก้ารเปล่ียนสารตั้งตน้ใหเ้ป็น
ผลิตภณัฑเ์ร็วข้ึน แต่เม่ือสารตั้งตน้จบักบัโมเลกุลของเอนไซมจ์นหมด การเพิ่มความเขม้ขน้ของ
เอนไซมจ์ะไม่ส่งผลต่ออตัราเร็วของปฏิกิริยาอีก 
 

       จากการศึกษางานวจิยัท่ีผา่นมามีการสกดั ท าบริสุทธ์ิ และวเิคราะห์คุณสมบติัของ
เอนไซมโ์ปรติเอสจากอวยัวะภายในระบบการยอ่ยอาหารของสัตวช์นิดต่างๆ เช่น ไก่ ปลา เป็นตน้ 
รวมถึงการน าเอนไซมท่ี์สกดัไดไ้ปใชป้ระโยชน์ในดา้นต่างๆ ทั้งน้ีเพื่อเป็นการลดปริมาณเศษเหลือ
จากโรงงานอุตสาหกรรม และเพิ่มมูลค่าใหก้บัเศษเหลือดว้ย 

 
       Alencar et al. (2003) ศึกษาสมบติัของเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรติเอส ท่ีสกดัจากอวยัวะ

ภายใน ไดแ้ก่ ไส้ต่ิง (pyloric caeca) ไส้ (intestine) และตบั (liver) ของปลาเขตร้อน โดยสกดั
เอนไซมด์ว้ยสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด ์ความเขม้ขน้ 0.9 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) 
พบวา่สภาวะท่ีเอนไซมมี์ประสิทธิภาพสูงสุดในการยอ่ยอะโซเคซีน คือ อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
พีเอช 7-9 และมีความคงตวัท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ซ่ึงเอนไซมโ์ปรติเอสท่ีสกดั
ไดส้ามารถน าไปประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมอาหาร และเทคโนโลยชีีวภาพ  
 
         Bezerra et al. (2005) ศึกษาการท าบริสุทธ์ิเอนไซมโ์ปรติเอสในสภาวะท่ีเป็นเบส 
ท่ีสกดัจากไส้ปลานิล ใชส้ภาวะการสกดัเหมือนกบั Alencar et al. (2003) และมีวธีิท าใหบ้ริสุทธ์ 3 
ขั้นตอน คือ ใชค้วามร้อน ตกตะกอนดว้ยสารละลายเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต และกรองผา่นเจล  
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ท่ีมีรูพรุน (gel filtration) เอนไซมท่ี์ผา่นขั้นตอนการท าให้บริสุทธ์ิ คือเอนไซมท่ี์มีคุณสมบติัคลา้ย       
ทริปซิน (trypsin-like enzyme) โดยสภาวะท่ีเอนไซมมี์ประสิทธิภาพสูงสุดในการยอ่ยอะโซเคซีน 
คือ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส พีเอช 8 และสามารถคงตวัไดน้าน 30 นาที  
 
          Souza et al. (2007) ศึกษาและพฒันาวธีิการท าให้บริสุทธ์ิของเอนไซมท่ี์มีคุณสมบติั
คลา้ย ทริปซิน (trypsin-like enzyme) ท่ีสกดัไดจ้ากไส้และไส้ต่ิงของปลาแพะ (Spotted goatfish) 
โดยใชว้ธีิสกดัและท าใหบ้ริสุทธ์ เดียวกบั Bezerra et al. (2005) พบวา่ สภาวะท่ีเอนไซมมี์
ประสิทธิภาพสูงสุดในการยอ่ยอะโซเคซีน คือ อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส พีเอช 9 หลงัจากบ่มท่ี
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เอนไซมท่ี์สกดัไดจ้ากไส้ต่ิงมีการสูญเสียประสิทธิภาพของ
กิจกรรมของเอนไซมไ์ป 10 เปอร์เซนต ์ 
 
 Mane et al. (2010) ศึกษาการท าบริสุทธ์ิ และสมบติัของเอนไซมอ์ะมิโนเปปติเอส เอน็ 
(aminopeptidase N) ท่ีสกดัจากไส้ไก่โดยใชน้ ้ากลัน่ และเพิ่มความบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิค 
โครมาโตกราฟี พบวา่ เอนไซมมี์พีเอชและอุณหภูมิท่ีเหมาะสม คือ พีเอช 6 อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส โดยเอนไซมโ์ปรติเอสท่ีผา่นการท าใหบ้ริสุทธ์ิน้ี สามารถน าไปประยกุตใ์ชใ้นการลด 
รสขมของโปรตีนไฮโดรไลเสทได ้
 
 
 
 
 



25 

 

ตารางที ่2  เอนไซมใ์นระบบการยอ่ยอาหารของไก่ 
 

Organ and secretion Enzyme Substance acted upon Intermediate or end product 
Saliva Amylase (ptyalin) Starch Maltose 
Proventriculus (gastric juice) Pepsin Protein Proteoses and peptones 
Gizzard and extracts Pepsin (from 

proventriculus) 
  

Pure intestinal juice or tissue Amylase 
Invertase 
Trypsin 

 
 

Proteoses, peptones and peptides 

 
 

Amino acids 
Pancreas; pancreatic juice Amylase 

Invertase 
Trypsin 

 
Lipase 

- 
Sucrose 

Intermediate N products 
 

Fat 

 
Simple sugars 
Amino acids 

 
Fatty acids and glycerol 

Bile Amylase - - 
 

ทีม่า: Sturkie (1965)
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 

 1.  วตัถุดิบ 
       
      1.1  หงอนไก่ (chicken comb) ไดจ้ากหวัของไก่จากไก่ 2 สายพนัธ์ุ คือ Arbor Acres 
และ Ross อาย ุ5-6 สัปดาห์ น ้าหนกัตวั 2.4-2.6 กิโลกรัม ทั้งเพศผูแ้ละเพศเมีย ไดรั้บความอนุเคราะห์
จาก บริษทั อาหารเบทเทอร์ จ ากดั เครือเบทาโกร 
       
       1.2  เคร่ืองในไก่ทั้งพวง (internal organs) ไดรั้บความอนุเคราะห์จาก บริษทั อาหาร 
เบทเทอร์ จ ากดั เครือเบทาโกร 
  
 2.  สารเคมี 
 
           2.1  สารเคมีในการวเิคราะห์องคป์ระกอบทางเคมีในหงอนไก่  
             2.1.1  คอบเปอร์ซลัเฟต (Copper(II) sulfate, CuSO4: analytical grade: Fisher) 
             2.1.2  โปแตสเซียมซลัเฟต (Potassium sulfate, K2SO4: analytical grade: Merck) 
             2.1.3  กรดซลัฟูริกเขม้ขน้ (Sulfuric acid, H2SO4: analytical grade: Merck) 
             2.1.4  กรดบอริก (Boric acid, H3BO3: analytical grade: Merck) 
             2.1.5  โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide, NaOH: analytical grade: Ajax) 
             2.1.6  กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid, HCl: analytical grade: Ajax) 
             2.1.7  เมทธิลเรด (Methyl red, C15H15N3O2: analytical grade: Panreac) 
             2.1.8  โบรโมครีซอลกรีน (Bromocresol green, C21H14Br4O5S: analytical grade: 
Ajax) 
             2.1.9  ปิโตรเลียมอีเธอร์ (Petroleum ether, C6H14: analytical grade: Fisher) 
        
     2.2  สารเคมีในการสกดักรดไฮยาลูโรนิกจากหงอนไก่ 
                    2.2.1  อะซิโตน (Acetone, C3H6O: analytical grade: Fisher) 
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                    2.2.2  เอนไซมป์าเปน (Papain, 2× crystallized, EC 3.4.22.2, 2.22 ยนิูต/มิลลิกรัม 
โปรตีน, ปริมาณโปรตีน 38.57 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เอนไซม ์(ดดัแปลงจาก Cupp-Enyard, 2008): 
Sigma-Aldrich) (ภาคผนวก ค) 
                   2.2.3  กรดเอทธิลีนไดอะมีนเตตระอะซิติก (Ethylenediaminetetraacetic acid 
(EDTA), C10H16N2O8: analytical grade: Ajax) 
                    2.2.4  ซิสเตอีน ไฮโดรคลอไรด์ (Cysteine hydrochloride, C3H7NO2S·HCl: 
analytical grade: Fisher) 
             2.2.5  โซเดียม เอไซด ์(Sodium azide, NaN3: analytical grade: Ajax)  
                   2.2.6  กรดไตรคลอโรอะซิติก (Trichloroacetic acid, C2HCl3O2: analytical grade: 
Fisher) 
                   2.2.7  โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ไดไฮเดรต  (Sodium dihydrogen phosphate 
dihydrate, NaH2PO4·2H2O: analytical grade: Ajax) 
             2.2.8  ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ไดไฮเดรต  (Disodium hydrogen phosphate 
dihydrate, Na2HPO4·2H2O: analytical grade: Ajax) 
        
      2.3  สารเคมีในการวเิคราะห์ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกจากหงอนไก่   
                     2.3.1  คาร์บาโซล (Carbazole, C12H9N: analytical grade: Fluka) 
                     2.3.2  โซเดียมเตตระบอเรต (Sodium tetraborate, Na2B4O7: analytical grade: 
Ajax) 
                     2.3.3  กรดซลัฟูริกเขม้ขน้ (Sulfuric acid, H2SO4: analytical grade: Merck) 
                     2.3.4  เอทธานอลบริสุทธ์ิ (Ethanol, C2H5OH: analytical grade: Merck) 
                     2.3.5  ดี-กลูคิวโรโนแล็กโทน (D-Glucuronolactone, C6H8O6: analytical grade: 
Fluka) 
       2.4  สารเคมีในการสกดัสารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอส จากไส้ และตบัอ่อนของ
ไก่ 
              2.4.1  โซเดียมคลอไรด์ (Sodium chloride, NaCl: analytical grade: Merck, ) 
        
       2.5  สารเคมีในการวเิคราะห์กิจกรรมของสารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอส 
              2.5.1  เคซีน (Casein: Fluka) 
              2.5.2  โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ไดไฮเดรต  (Sodium dihydrogen phosphate 
dihydrate, NaH2PO4·2H2O: analytical grade: Ajax) 

http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=sodium+hydrogen+phosphate+dihydrate-chemical+formula&source=web&cd=4&cad=rja&ved=0CD8QFjAD&url=http%3A%2F%2Fwww.lookchem.com%2FDisodium-hydrogenphosphate-dihydrate%2F&ei=pdVXUM3yCs_rrQfh_oDAAw&usg=AFQjCNH8PU9raHzhiXeL4dHVFjj7aVd16g
http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=sodium+hydrogen+phosphate+dihydrate-chemical+formula&source=web&cd=4&cad=rja&ved=0CD8QFjAD&url=http%3A%2F%2Fwww.lookchem.com%2FDisodium-hydrogenphosphate-dihydrate%2F&ei=pdVXUM3yCs_rrQfh_oDAAw&usg=AFQjCNH8PU9raHzhiXeL4dHVFjj7aVd16g
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  2.5.3  ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ไดไฮเดรต (Disodium hydrogenphosphate 
dihydrate, Na2HPO4·2H2O: analytical grade: Ajax) 
               2.5.4  ไกลซีน (Glycine, C2H5NO2: analytical grade: Usb)  
               2.5.5  โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide, NaOH: analytical grade: Ajax) 
               2.5.6  กรดไตรคลอโรอะซิติก (Trichloroacetic acid, C2HCl3O2: analytical grade: 
Fisher) 
               2.5.7  โซเดียมคาร์บอเนต (แอนไฮดรัส) (Sodium carbonate anhydrous, Na2CO3: 
analytical grade: Rankem)  
               2.5.8  โฟลิน-ซีโอเคาทูลฟีนอล (Folin&Ciocalteu’s Phenol reagent): analytical 
grade: Sigma-Aldrich) 
               2.5.9  ไทโรซีน (Tyrosine, C9H11NO3: analytical grade: Fluka) 
        
       2.6  สารเคมีในการตรวจหาปริมาณโปรตีนในสารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอส 
              2.6.1  โซเดียมคาร์บอเนต (Sodium carbonate, Na2CO3: commercial grade)  
              2.6.2  คอบเปอร์ซลัเฟต เพนตะไฮเดรต (Copper sulfate pentahydrate, 
CuSO4·5H2O: analytical grade:  Fisher) 
              2.6.3  โพแทสเซียม โซเดียม ทาร์เทรต (Potassium sodium tartrate, 
KNaC4H4O6·4H2O: analytical grade: Ajax) 
              2.6.4  โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide, NaOH: analytical grade: Ajax) 
              2.6.5  โฟลิน-ซีโอเคาทูลฟีนอล (Folin&Ciocalteu’s Phenol reagent): analytical 
grade: Sigma-Aldrich) 
              2.6.6  โบวายน์เซร่ัมอลับูมิน (Bovine serum albumin: Fluka) 
             
       2.7  สารเคมีในการวเิคราะห์กรดไฮยาลูโรนิกดว้ยวธีิอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบเซลลูโลส 
อะซิเตท  
              2.7.1  ไพริดีน (Pyridine, C5H5N: analytical grade: Ajax) 
              2.7.2  กรดอะซิติก (Acetic acid, CH3COOH: analytical grade: Merck) 
              2.7.3  โซเดียม เอไซด์ (Sodium azide, NaN3: analytical grade: Ajax)  
              2.7.4  แอลเช่ียนบลู 8 จี เอก็ซ์ (Alcian blue 8GX, C56H68Cl4CuN16S4: analytical 
grade: Sigma-Aldrich) 

http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=sodium+hydrogen+phosphate+dihydrate-chemical+formula&source=web&cd=4&cad=rja&ved=0CD8QFjAD&url=http%3A%2F%2Fwww.lookchem.com%2FDisodium-hydrogenphosphate-dihydrate%2F&ei=pdVXUM3yCs_rrQfh_oDAAw&usg=AFQjCNH8PU9raHzhiXeL4dHVFjj7aVd16g
http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=sodium+hydrogen+phosphate+dihydrate-chemical+formula&source=web&cd=4&cad=rja&ved=0CD8QFjAD&url=http%3A%2F%2Fwww.lookchem.com%2FDisodium-hydrogenphosphate-dihydrate%2F&ei=pdVXUM3yCs_rrQfh_oDAAw&usg=AFQjCNH8PU9raHzhiXeL4dHVFjj7aVd16g
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              2.7.5  สารมาตรฐานกรดไฮยาลูโรนิกจากหงอนไก่ (Sodium salt from rooster 
comb: Sigma-Aldrich) 
 
       2.8  สารเคมีในการวเิคราะห์กรดไฮยาลูโรนิกดว้ยวธีิฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรด 
สเปกโตรสโคปี 
              2.8.1  เอทธานอลบริสุทธ์ิ (Ethanol, C2H5OH: analytical grade: Merck) 
                    2.8.2  สารมาตรฐานกรดไฮยาลูโรนิกจากหงอนไก่ (Sodium salt from rooster 
comb: Sigma-Aldrich) 
 
 3.  อุปกรณ์ และเคร่ืองมือ 
 
       3.1  อุปกรณ์ และเคร่ืองมือในการวเิคราะห์องคป์ระกอบทางเคมีในหงอนไก่  
              3.1.1  ภาชนะอลูมิเนียมเส้นผา่นศูนยก์ลางประมาณ 5 เซ็นติเมตร พร้อมฝาปิด 
              3.1.2  โถแกว้ดูดความช้ืน 
              3.1.3  เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Analytical Plus, Ohaus) 
              3.1.4  ตูอ้บลมร้อนท่ีควบคุมอุณหภูมิได้ (Memmert) 
              3.1.5  หลอดยอ่ยโปรตีน 
              3.1.6  กระดาษกรอง เบอร์ 4 (Whatman) 
              3.1.7  glass bead 
              3.1.8  อุปกรณ์ท่ีใชใ้นการไตเตรท 
              3.1.9  เคร่ืองยอ่ยโปรตีน (Digestion Unit K-435, Buchi) 
              3.1.10  เคร่ืองกลัน่เพื่อวเิคราะห์โปรตีน (Distillation Unit B-324, Buchi) 
              3.1.11  เคร่ืองดกัจบัไอกรด (Scrubber B-414, Buchi) 
              3.1.12  thimbles 
              3.1.13  เคร่ืองวเิคราะห์ซอกเทก็ซ์ (Soxtex System HT 1043 Extraction Unit, 
Tecator) 
              3.1.14  กระดาษกรองเบอร์ 41 (ashless) (Whatman) 
              3.1.15  ถว้ยกระเบ้ืองเคลือบ 
              3.1.16  เตาเผาไฟท่ีปรับและควบคุมอุณหภูมิได ้(Muffle Furnace size 3, 
Gallenkamp) 
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       3.2  อุปกรณ์ และเคร่ืองมือในการสกดักรดไฮยาลูโรนิกจากหงอนไก่ 
                      3.2.1  เคร่ืองแกว้ 
               3.2.2  ถุงไดอะไลซิส (ขนาดของรูพรุน 6,000-8,000 ดาลตนั, Cellu Sep) 
               3.2.3  เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Analytical Plus, Ohaus) 
                      3.2.4  อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Edelstahl, Post Frei และ BS-11, Lab Companion) 
               3.2.5  เคร่ืองดูดจ่ายสารละลายอตัโนมติั (Rannin) 
               3.2.6  เคร่ืองหมุนเหวีย่งแบบควบคุมอุณหภูมิ (MSH basic, Yellowline) 
        
        3.3  อุปกรณ์ และเคร่ืองมือในการวเิคราะห์ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกจากหงอนไก่   
                      3.3.1  เคร่ืองแกว้ 
                      3.3.2  อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Edelstahl, Post Frei และ BS-11, Lab Companion) 
                      3.3.3  เคร่ืองดูดจ่ายสารละลายอตัโนมติั (Rannin) 
                      3.3.4  เคร่ืองผสมสาร (VX 100, Labnet)             
                      3.3.5  เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (Genesis 10 series, Thermo) 
               
        3.4  อุปกรณ์ และเคร่ืองมือในการสกดัสารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอส จากไส้
และตบัอ่อนของไก่ 
               3.4.1  มีด 
               3.4.2  เขียงพลาสติก 
               3.4.3  ตะแกรงท่ีมีขนาดรูพรุน 40 เมช 
               3.4.4  เคร่ืองชัง่ทศนิยม 2 ต าแหน่ง (Precision Advanced, Ohaus) 
               3.4.5  เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Analytical Plus, Ohaus) 
               3.4.6  เคร่ืองป่ันผสมอาหาร (HR2011/70, Philips) 
               3.4.7  เคร่ืองหมุนเหวีย่งแบบควบคุมอุณหภูมิ (Sorval RC 6-Plus, Thermo Fisher) 
               3.4.8  เคร่ืองท าแหง้แบบแช่เยอืกแขง็ (FD 2.5, Heto) 
               3.4.9  ตูแ้ช่แขง็ 
            
       3.5  อุปกรณ์ และเคร่ืองมือในการวเิคราะห์ค่ากิจกรรมของสารสกดัหยาบของเอนไซม์
โปรติเอส 
              3.5.1  เคร่ืองแกว้ 
              3.5.2  กระดาษกรองเบอร์ 4 (Whatman) 
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              3.5.3  อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Edelstahl, Post Frei และ BS-11, Lab Companion) 
              3.5.4  เคร่ืองดูดจ่ายสารละลายอตัโนมติั (Rannin) 
              3.5.5  เคร่ืองวดัพีเอช (pH-Vision 6071, Jenco) 
              3.5.6  เคร่ืองกวนแบบควบคุมอุณหภูมิได้ (MSH basic, Yellowline) 
              3.5.7  เคร่ืองผสมสาร (VX 100, Labnet)            
              3.5.8  เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (Genesis 10 series, Thermo) 
        
       3.6  อุปกรณ์ และเคร่ืองมือในการตรวจหาปริมาณโปรตีนในสารสกดัหยาบของ
เอนไซมโ์ปรติเอส 
              3.6.1  เคร่ืองแกว้ 
              3.6.2  กระดาษกรองเบอร์ 4 (Whatman) 
              3.6.3  อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Edelstahl, Post Frei และ BS-11, Lab Companion) 
              3.6.4  เคร่ืองดูดจ่ายสารละลายอตัโนมติั (Rannin) 
              3.6.5  เคร่ืองวดัพีเอช (pH-Vision 6071, Jenco) 
              3.6.6  เคร่ืองกวนแบบควบคุมอุณหภูมิได้ (MSH basic, Yellowline) 
              3.6.7  เคร่ืองผสมสาร (VX 100, Labnet)                        
              3.6.8  เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (Genesis 10 series, Thermo) 
             
       3.7  อุปกรณ์ และเคร่ืองมือในการวเิคราะห์กรดไฮยาลูโรนิก ดว้ยวธีิอิเล็กโตรโฟรีซีส
แบบเซลลูโลสอะซิเตท 
              3.7.1  แผน่เซลลูโลสอะซิเตท (ขนาด 60 x 76 มิลลิเมตร, Titan III, Helena  
Laboratories) 
              3.7.2  เคร่ืองอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบเซลลูโลสอะซิเตท (Titan Plus, Helena  
Laboratories) 
              3.7.3  ตูอ้บลมร้อนท่ีควบคุมอุณหภูมิได้ (Memmert)  
        
       3.8  อุปกรณ์ และเคร่ืองมือในการวเิคราะห์กรดไฮยาลูโรนิก ดว้ยวธีิฟูเรียร์ทรานส
ฟอร์มอินฟราเรด สเปกโตรสโคปี 
              3.8.1  แผน่แกว้แบเรียมฟลูออไรด์ (Barium Fluoride, BaF2) 
                    3.8.2  เคร่ืองเป่าลม 
              3.8.3  เคร่ืองฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรด สเปกโตรมิเตอร์ (Tensor 27, Bruker) 
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วธีิการ 
 
1.  การสกดักรดไฮยาลูโรนิก จากหงอนของไก่ 
 
 1.1  ส ารวจและเก็บขอ้มูลโดยประมาณของปริมาณหงอนไก่  
 
        โดยสอบถามขอ้มูลก าลงัการผลิตไก่เน้ือจาก บริษทั อาหารเบทเทอร์ จ ากดั เครือเบทา
โกร และสุ่มตวัอยา่งหวัไก่จ านวน 20 หวั น ามาแยกส่วนหงอนและชัง่น ้าหนกัทั้งหัวและหงอนเพื่อ
ค านวณสัดส่วนท่ีตอ้งการ 
 
 1.2  ศึกษาปัจจยัของสายพนัธ์ุและเพศ ท่ีมีผลต่อองคป์ระกอบทางเคมี และปริมาณ 
กรดไฮยาลูโรนิกในหงอน 
 
         1.2.1  การเตรียมตวัอยา่งหงอน  
 
      เตรียมจากหวัไก่ 2 สายพนัธ์ุ คือ Arbor Acres และ Ross อาย ุ5-6 สัปดาห์ 
น ้าหนกัตวั 2.4-2.6 กิโลกรัม ทั้งเพศผูแ้ละเพศเมีย น ามาตดัเอาเฉพาะส่วนหงอน และน าไปเก็บรักษา
ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ก่อนใชจึ้งหัน่และสับหงอนเป็นช้ินเล็ก เพื่อน าไปวเิคราะห์
องคป์ระกอบทางเคมี ส่วนตวัอยา่งส าหรับการศึกษาการสกดักรดไฮยาลูโรนิก ท าโดยหัน่และสับ
หงอนเป็นช้ินเล็ก จากนั้นแช่ในสารละลายอะซิโตนท่ีอุณหภูมิหอ้ง สัดส่วนหงอนไก่ 300 มิลลิกรัม 
ต่อสารละลายอะซิโตน 3 มิลลิลิตร ซ่ึงจะเปล่ียนสารละลายอะซิโตนทุก 10 นาที ท าซ ้ าแบบเดิม 3 
คร้ัง แยกสารละลายอะซิโตนออก แลว้น าตวัอยา่งไปอบท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส จนน ้าหนกั
คงท่ี (Nakano et al., 1994) จะไดห้งอนแหง้ น าไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้น
การศึกษาต่อไป 
 
         1.2.2  การวเิคราะห์องคป์ระกอบทางเคมี 
 
       น าหงอนไปวเิคราะห์องคป์ระกอบทางเคมี ไดแ้ก่ ความช้ืน เถา้ โปรตีน และ
ไขมนั ตามวธีิ AOAC (2000) ส่วนคาร์โบไฮเดรต ไดจ้ากการหกัลบจาก 100 เปอร์เซ็นต ์ 
(ภาคผนวก ก) 
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         1.2.3  การสกดักรดไฮยาลูโรนิก 
 
      สกดัโดยใชว้ธีิของ Nakano et al. (1994) โดยชัง่น ้าหนกัหงอนแหง้ 150
มิลลิกรัม แลว้น ามายอ่ยดว้ยเอนไซมป์าเปน (ท่ีพีเอช 6.5, 65 องศาเซลเซียส มีกิจกรรม 2.22 ยนิูต/
มิลลิกรัม โปรตีน) ในอตัราส่วน เอนไซม ์4 ไมโครกรัม/มิลลิกรัมหงอนแหง้ (เอนไซมป์าเปน 1 
ไมโครลิตร เท่ากบั 500 ไมโครกรัม) ซ่ึงมีกิจกรรมเท่ากบั  0.1 ยนิูต ในสารละลาย 0.1 โมลาร์ 
โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 6.5 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีประกอบดว้ย 0.005 โมลาร์ กรดเอทธิ
ลีนไดอะมีนเตตระอะซิติก (EDTA) 0.005 โมลาร์ซิสเตอีน ไฮโดรคลอไรด ์และ 0.02 เปอร์เซนต ์
โซเดียมเอไซด ์ท าการยอ่ยท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง จากนั้นท าการก าจดั
โปรตีน โดยเติมกรดไตรคลอโรอะซิติก อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนมีความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 7 
เปอร์เซ็นต ์และเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขา้มคืน น ามาเหวีย่งแยกท่ีความเร็วรอบ 7,000g 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 10 นาที เพื่อก าจดัตะกอน แลว้น าส่วนใสไปท าไดอะไลซิส (ขนาดรูพรุน 
6,000-8,000 ดาลตนั) ในน ้าไหล เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และในน ้ากลัน่เยน็อีก 24 ชัว่โมง เก็บรักษาท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อน าไปใชใ้นการวเิคราะห์ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก และยนืยนั
เอกลกัษณ์ของกรดไฮยาลูโรนิกท่ีสกดัไดต่้อไป 
 
         1.2.4  การวเิคราะห์ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก  
 
      วเิคราะห์โดยวธีิคาร์บาโซล (Bitter and Muir, 1962) ในรูปกรดยโูรนิก โดยใช ้
ดี-กลูคิวโรโนแล็กโทน เป็นสารมาตรฐาน (ภาคผนวก ข) 
  
2.  การสกดัสารสกดัหยาบของเอนไซม์โปรติเอสจากไส้ และตับอ่อนของไก่ 
  
 2.1  การเตรียมตวัอยา่งไส้และตบัอ่อน 
 
        น าเคร่ืองในไก่ทั้งพวงมาแยกเอาเฉพาะส่วนไส้และตบัอ่อน แลว้ลา้งท าความสะอาด 
ทั้งภายนอกและภายใน เพื่อก าจดัไขมนัและเศษอาหารท่ีคา้งอยูภ่ายในไส้ออก จากนั้นเก็บรักษาท่ี
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส โดยแยกเก็บแต่ละพวง 
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 2.2  การสกดัสารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอส 
 
        ดดัแปลงจากวธีิการของ Rathinaraj et al. (2010) โดยน าวตัถุดิบท่ีเตรียมไว ้มาหัน่และ
บด เป็นเวลา 3 นาที แลว้ป่ันผสมกบัน ้ากลัน่เยน็ ในอตัราส่วน 1:1 โดยน ้าหนกั เป็นเวลา 5 นาที 
จากนั้นน าไปหมุนเหวีย่ง ท่ีความเร็วรอบ 10,000g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และ
น ามากรองผา่นกระดาษกรองเบอร์ 4 ไดส้ารละลายเอนไซม ์น าไปท าแหง้แบบระเหิดน ้าแขง็ 
สุดทา้ยร่อนผา่นตะแกรงขนาด 40 เมช ไดส้ารสกดัหยาบของเอนไซมผ์ง น าไปบรรจุถุงพลาสติก 
(PE) แลว้ใส่ในถุงอลูมิเนียมฟอยล ์ปิดผนึกใหส้นิท เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
  
 2.3  การวเิคราะห์กิจกรรมของสารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอส 
 
        ดดัแปลงจากวธีิการของ Cupp-Enyard (2008) โดยใชส้ารละลายเคซีน ความเขม้ขน้ 
0.65 เปอร์เซ็นต ์เป็นสารตั้งตน้ และใชไ้ทโรซีนเป็นสารมาตรฐาน (ภาคผนวก ค) ซ่ึง 1 ยนิูต ของ
เอนไซม ์หมายถึง ปริมาณเอนไซมท่ี์เปล่ียนเคซีนใหเ้กิดเป็นไทโรซีน 1 ไมโครโมล ต่อนาที ภายใต้
สภาวะท่ีก าหนด 
  
 2.4  การตรวจวเิคราะห์ปริมาณโปรตีนของสารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอส 
 
        วเิคราะห์โดยวธีิ Lowry (Lowry et al., 1951) โดยใชโ้บไวน์ซีร่ัมอลับูมิน เป็นสาร
มาตรฐาน (ภาคผนวก ค) 
  
 2.5  การศึกษาหาพีเอช และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการท างานของสารสกดัหยาบของ
เอนไซมโ์ปรติเอส  
         
         2.5.1  การหาพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม ์ 
 
      ศึกษาท่ีพีเอช 6, 7, 7.5, 8 และ 9 โดยวเิคราะห์ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
บ่มเป็นเวลา 10 นาที เร่ิมจากการเตรียมสารละลายเคซีน ความเขม้ขน้ 0.65 เปอร์เซ็นต ์และ
สารละลายเอนไซม ์(เอนไซมผ์งแหง้ 1 มิลลิกรัม ในบฟัเฟอร์ 1 มิลลิลิตร) โดยในช่วงพีเอช 6-8 ใช้
0.2 โมลาร์ โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ และท่ีพีเอช 9 ใช ้0.2 โมลาร์ไกลซีน-โซเดียมไฮดรอกไซด ์
บฟัเฟอร์ (Ruzin, 1999) เป็นตวัท าละลาย แลว้วเิคราะห์ค่ากิจกรรมของเอนไซม ์ตามวธีิในขอ้ 2.3 
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         2.5.2  การหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์  
 
      ศึกษาท่ีอุณหภูมิ 30, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส โดยวเิคราะห์ท่ีพีเอชท่ี
เหมาะสม จากขอ้ 2.5.1 บ่มเป็นเวลา 10 นาที แลว้วเิคราะห์ค่ากิจกรรมของเอนไซม ์ตามวธีิในขอ้ 
2.3  
  

 2.6  การศึกษาผลของพีเอช และอุณหภูมิ ต่อความคงตวัของสารสกดัหยาบของเอนไซม ์ 
โปรติเอส  
         
         2.6.1  ผลของพีเอช ต่อความคงตวัของเอนไซม์ 
 
      ท าโดยละลายเอนไซมผ์งในบฟัเฟอร์ท่ีมีพีเอชในช่วง 6-9 แลว้น าไปบ่มไวท่ี้
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส โดยไม่เติมสารตั้งตน้ เป็นเวลา 0-12 ชัว่โมง จากนั้นน ามาวิเคราะห์หาค่า
กิจกรรมท่ีเหลืออยู ่โดยใชพ้ีเอช และอุณหภูมิท่ีเหมาะสม ท่ีศึกษาไดจ้ากขอ้ 2.5 
 
        2.6.2  ผลของอุณหภูมิ ต่อความคงตวัของเอนไซม์ 
 
      ท าโดยละลายเอนไซมผ์งในบฟัเฟอร์ท่ีมีพีเอช 7.5 แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  
30-70 องศาเซลเซียส โดยไม่เติมสารตั้งตน้ เป็นเวลา 0-12 ชัว่โมง เม่ือครบตามเวลา ท าการหยดุ
ปฏิกิริยาโดยน าไปท าใหเ้ยน็ในอ่างน ้าแขง็ทนัที จากนั้นน ามาวเิคราะห์หาค่ากิจกรรมท่ีเหลืออยู ่ 
โดยใชพ้ีเอช และอุณหภูมิท่ีเหมาะสม เช่นเดียวกบัขอ้ 2.6.1 

 
2.7  การศึกษาระยะเวลาการเก็บรักษาท่ีมีผลต่อกิจกรรมของสารสกดัหยาบของเอนไซม ์

โปรติเอส  
  
        ในการศึกษาผลของระยะเวลาต่อการเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม ์น าเอนไซม์ผง
ท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 2.2 ไปบรรจุถุงพลาสติก (PE) จากนั้นใส่ในถุงอลูมิเนียมฟอยล ์และปิดผนึกให้
สนิท เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เม่ือครบ 30 วนั จึงสุ่มตวัอยา่งมาศึกษากิจกรรมของ
เอนไซมท่ี์พีเอช และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีศึกษาไดจ้ากขอ้ 2.5 แลว้เปรียบเทียบผลท่ีไดก้บักิจกรรม
ของเอนไซม ์ณ วนัท่ี 0 โดยน ามาค านวณตามสมการท่ี 1 
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กิจกรรมของเอนไซมท่ี์ลดลง (%) = 100 – ((กิจกรรม ณ วนัท่ี 30/ กิจกรรม ณ วนัท่ี 0) ×  100)   (1) 
 
3.  ศึกษาการเปรียบเทยีบของการใช้เอนไซม์ปาเปน และสารสกดัหยาบของเอนไซม์โปรติเอส จาก
ไส้และตับอ่อนของไก่ ในการสกดักรดไฮยาลูโรนิก 
 

3.1  ผลของชนิดและปริมาณเอนไซม์ 
 
       สกดักรดไฮยาลูโรนิกตามวธีิในขอ้ 1.2.3 ใชเ้อนไซมป์าเปน โดยแปรปริมาณเอนไซม ์

2 ระดบั คือ เอนไซม ์4 และ 8 ไมโครกรัม/หงอนแหง้ 1 มิลลิกรัม และสกดัดว้ยสารสกดัหยาบของ
เอนไซมโ์ปรติเอสจากไส้ และตบัอ่อนของไก่ โดยใชป้ริมาณเอนไซมผ์งแหง้ 2 ระดบั คือ สารสกดั
หยาบของเอนไซมผ์ง 16 และ 32 ไมโครกรัม/หงอนแหง้ 1 มิลลิกรัม เปรียบเทียบการสกดัโดยใช้
หงอนแหง้ 150 มิลลิกรัม สภาวะการยอ่ยของ ปาเปน คือ พีเอช 6.5 อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 4 
ชัว่โมง (กิจกรรม 85.71 ยนิูต/มิลลิลิตร เอนไซม)์ และของสารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอสจาก
ไส้ และตบัอ่อนของไก่ คือ พีเอช 7.5 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 4 ชัว่โมง (กิจกรรม 0.20 ยนิูต/
มิลลิกรัม เอนไซมผ์ง) น าสารท่ีสกดัไดท้ั้งหมดมาวเิคราะห์ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก ตามวธีิการใน
ขอ้ 1.2.4    

 
3.2  ผลการพิสูจน์เอกลกัษณ์ของกรดไฮยาลูโรนิกท่ีสกดัได้ 
 
        3.2.1  วธีิอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบเซลลูโลส อะซิเตท ท าโดยดดัแปลงวธีิจาก Nakano et 

al. (1994) (ภาคผนวก ง) โดยใชต้วัอยา่งสารสกดัของกรดไฮยาลูโรนิกท่ีสกดัโดยใชเ้อนไซมป์าเปน 
และเอนไซมโ์ปรติเอสจากไส้ และตบัอ่อนของไก่ เปรียบเทียบกบัสารมาตรฐานกรดไฮยาลูโรนิก  
สกดัจากหงอนของไก่ (Sigma-Aldrich, ความเขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 
 

        3.2.2  วธีิฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรด สเปกโตรสโคปี โดยวดัค่า transmittance 
ดว้ยโหมด ATR (ภาคผนวก ง)โดยใชต้วัอยา่งสารสกดัของกรดไฮยาลูโรนิกท่ีสกดัโดยใชเ้อนไซม์
ปาเปน และเอนไซมโ์ปรติเอส จากไส้ และตบัอ่อนของไก่ เปรียบเทียบกบัสารมาตรฐานกรดไฮยาลู
โรนิกสกดัจากหงอนของไก่ (Sigma-Aldrich) 
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4.  การวเิคราะห์ทางสถิติ 
 
 4.1  ศึกษาปัจจยัท่ีส่งผลต่อปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกท่ีสกดัไดจ้ากหงอนไก่ 
 
        ใชแ้ผนการทดลองแบบ 2 × 2 factorial in CRD โดยการทดลองมี 2 ปัจจยั ไดแ้ก่  
สายพนัธ์ุ และเพศ ในแต่ละปัจจยัมี 2 ระดบั และวเิคราะห์ผลโดยใชโ้ปรแกรม SPSS ท่ีระดบัความ
เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์โดยวเิคราะห์ความแปรปรวน และเปรียบเทียบความแตกต่างระหวา่งคู่  
โดยใช ้Duncan’s multiple range test (ท าการทดลอง 2 ซ ้ า) 
 
 4.2  ศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมของสารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอสจากไส้ และตบั
อ่อนของไก่  
 
         ใชแ้ผนการทดลองแบบ CRD และวเิคราะห์ผลโดยใชโ้ปรแกรม SPSS ท่ีระดบัความ
เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์วเิคราะห์ความแปรปรวน โดยใช ้ Duncan’s multiple range test (ท าการ
ทดลอง 2 ซ ้ า) 
 
 4.3  ศึกษาผลการเปรียบเทียบการใชเ้อนไซมป์าเปน และสารสกดัหยาบของเอนไซม์ 
โปรติเอส จากไส้ และตบัอ่อนของไก่ ในการสกดักรดไฮยาลูโรนิก  
 
        ใชแ้ผนการทดลองแบบ CRD และวเิคราะห์ผลโดยใชโ้ปรแกรม SPSS ท่ีระดบัความ
เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์วเิคราะห์ความแปรปรวน โดยใช ้ Duncan’s multiple range test (ท าการ
ทดลอง 2 ซ ้ า) 
 
5.  สถานทีใ่นการด าเนินการวจัิย 
 
 ภาควชิาวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยกีารอาหาร คณะอุตสาหกรรมเกษตร และภาควชิา
สรีรวทิยา คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ (บางเขน) 
 
6.  ระยะเวลาในการด าเนินการวจัิย 
 
 1 มิถุนายน 2553 - 31 พฤษภาคม 2555 
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ผลและวจิารณ์ 
 

1.  การสกดักรดไฮยาลูโรนิก จากหงอนไก่ 
  
 1.1  การหาปริมาณผลได ้(yield) ของหงอนไก่ 
 
         หงอนของไก่หนุ่ม หรือไก่สาว ท่ีมีอายเุพียง 5-6 สัปดาห์ จะมีสีชมพอู่อน และมีขนาด

ค่อนขา้งเล็ก มีความยาวประมาณ 2.3 เซนติเมตร และ 1.8 เซนติเมตร ตามล าดบั และจากการเก็บ
ขอ้มูลเปอร์เซ็นตผ์ลไดข้องหงอน พบวา่ เพศผูใ้ห้ yield สูงกวา่เพศเมีย (ภาพท่ี 8) เน่ืองจากการเจริญ
ของหงอนเป็นผลมาจากฮอร์โมนเพศผู ้ไดแ้ก่ ฮอร์โมนเทสโทสเตอโรน (testosterone) ซ่ึงท าให้
หงอนไก่เพศผูมี้ขนาดใหญ่ และหนากวา่เพศเมีย (Hodges, 1974 and Balazs, 2009) โดยปริมาณ
หงอนท่ีไดอ้ยูใ่นช่วง 0.05-0.07 เปอร์เซ็นต ์ของน ้าหนกัตวัในไก่เพศผู ้และ 0.01 เปอร์เซ็นต ์ของ
น ้าหนกัตวัในไก่เพศเมีย (ตารางท่ี 3) และเม่ือน าหงอนไปท าแหง้โดยแช่ในสารละลายอะซิโตน 
และอบจนน ้าหนกัคงท่ี (ภาพท่ี 9) ไดป้ริมาณหงอนแหง้ประมาณ 22 กรัม (เพศผู)้ และ 20 กรัม  
(เพศเมีย) จากหงอนสด 100 กรัม  

 
         ปริมาณหงอนท่ีไดดู้เหมือนเป็นเปอร์เซ็นตท่ี์ค่อนขา้งต ่า แต่จากสถิติในปี 2555 

ประเทศไทยมีปริมาณการผลิต ไก่เน้ือถึง 1,020.07 ลา้นตวัต่อปี (ส านกังานวจิยัเศรษฐกิจการเกษตร, 
2555) ดงันั้นท าใหมี้เศษเหลือส่วนหวัและหงอนของไก่ปริมาณมากจึงเห็นสมควรแก่การน ามาใช้
เป็นวตัถุดิบในการสกดักรดไฮยาลูโรนิก 

 

 
 
ภาพที ่8  หงอนของไก่เพศผู ้และเพศเมีย จากไก่สายพนัธ์ุ Arbor Acres และ Ross  
    อาย ุ5-6 สัปดาห์ น ้าหนกัตวั 2.4-2.6 กิโลกรัม  
 

เพศผู้ 

เพศเมีย 

Arbor Acres Ross 
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ตารางที ่3  ปริมาณผลได ้(yield) ของหงอน จากไก่สายพนัธ์ุ Arbor Acres และ Ross  
       อาย ุ5-6 สัปดาห์ น ้าหนกั 2.4-2.6 กิโลกรัม ทั้งเพศผูแ้ละเพศเมีย 
 

สายพนัธ์ุ เพศ 
ปริมาณผลได้ (yield) ของหงอน (เปอร์เซ็นต์) 

เทียบจากน ้าหนกัหวัไก่ เทียบจากน ้าหนกัไก่ทั้งตวั 

Arbor Acres 
ผู ้ 2.02 ± 0.74 0.05 ± 0.02 
เมีย 0.82 ± 0.24 0.01 ± 0.00 

Ross 
ผู ้ 2.78 ± 0.89 0.07 ± 0.02 
เมีย 0.69 ± 0.23 0.01 ± 0.00 

 
หมายเหตุ สุ่มตวัอยา่งจ านวน 20 ตวัอยา่ง 
 

 
 

ภาพที ่9  ลกัษณะของหงอนแหง้ 
 
 1.2  การวเิคราะห์องคป์ระกอบทางเคมีของหงอนไก่ 
 
        ท าโดยสุ่มตวัอยา่งหงอนสดส่วนหน่ึงมาศึกษาองคป์ระกอบทางเคมี เพื่อเป็นขอ้มูล
พื้นฐานในการหาแนวทางการเพิ่มมูลค่า และศกัยภาพของการน าหงอนของไก่มาใชป้ระโยชน์ 
มากกวา่การใชแ้ค่เพียงเป็นส่วนผสมในอาหารสัตว ์ซ่ึงพบวา่ ในหงอนมีปริมาณความช้ืน 61-69 
โปรตีน 14-17 ไขมนั 8-15 เถา้ 0.4-0.7 และคาร์โบไฮเดรต 6-11 เปอร์เซ็นต ์ของน ้าหนกัเปียก 
(ตารางท่ี 4) โดยสังเกตพบวา่นอกจากน ้าแลว้ องคป์ระกอบท่ีมีปริมาณสูง คือ โปรตีน ไขมนั และ
คาร์โบไฮเดรต ตามล าดบั ทั้งในหงอนเพศผู ้และเพศเมียจากไก่ทั้ง 2 พนัธ์ุ ส่วนของคาร์โบไฮเดรต
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ประกอบดว้ยสารส าคญั คือ กรดไฮยาลูโรนิก ซ่ึงเป็นสารประเภทพอลิแซคคาไรด ์ท่ีมีราคาแพง    
จึงไดศึ้กษาการสกดัสารดงักล่าว  
 
ตารางที ่4  องคป์ระกอบทางเคมีในหงอนของไก่ 
 

องคป์ระกอบทางเคมี 
(เปอร์เซ็นต ์น ้าหนกัเปียก) 

พนัธ์ุ Arbor Acres พนัธ์ุ Ross 
เพศผู ้ เพศเมีย เพศผู ้ เพศเมีย 

ความช้ืน 67.02 60.85 69.03 66.55 
โปรตีน 14.48 15.31 14.35 16.56 
ไขมนั 11.60 14.66 8.32 11.06 
เถา้ 0.71 0.57 0.51 0.42 
*คาร์โบไฮเดรต 6.19 9.27 7.80 10.91 

 
* คาร์โบไฮเดรต (เปอร์เซ็นต์) = 100 – (%ความช้ืน+%โปรตีน+%ไขมนั+%เถา้) 

 
 1.3  ศึกษาปัจจยัท่ีส่งผลต่อการสกดักรดไฮยาลูโรนิกจากหงอนไก่ 
 
        โดยศึกษาตามวธีิของ Nakano et al. (1994) ซ่ึงใชน้ ้าเป็นสารสกดั เน่ืองจากสาร 
พอลิแซคคาไรดช์นิดน้ีสามารถละลายน ้าไดดี้ และใชเ้อนไซมป์าเปน ซ่ึงเป็นเอนไซมโ์ปรติเอส 
ทางการคา้ในการยอ่ยโปรตีนท่ีเช่ือมต่ออยูก่บักรดไฮยาลูโรนิก ภายในโครงสร้างของหงอนไก่  
เป็นเวลา 4 ชัว่โมง เพื่อใหป้ลดปล่อยกรดไฮยาลูโรนิก จากการศึกษาพบวา่ ปัจจยัท่ีส่งผลต่อปริมาณ
กรดไฮยาลูโรนิก คือ เพศ และผลร่วมระหวา่งสายพนัธ์ุกบัเพศ โดยเพศผูใ้หป้ริมาณกรดไฮยาลูโร
นิก สูงกวา่เพศเมียอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) โดยปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกใน 1 มิลลิลิตร 
ของสารละลายท่ีสกดัไดจ้ากหงอนของไก่เพศผู ้มีกรดยโูรนิกประมาณ 78.35-99.32 ไมโครกรัม  
คิดเป็น 3.92-4.97 ไมโครกรัม กรดยโูรนิก/มิลลิกรัม หงอนแหง้ ส่วนใน 1 มิลลิลิตร ของสารสกดั
จากหงอนเพศเมีย มีกรดยโูรนิกประมาณ 25.49-44.31 ไมโครกรัม คิดเป็น 1.28-2.22 ไมโครกรัม 
กรดยโูรนิก/มิลลิกรัม หงอนแหง้ (ตารางท่ี 5) ซ่ึงปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกท่ีสกดัไดจ้ากหงอนของ
ไก่เพศผูสู้งกวา่เพศเมีย 2-3 เท่า ในทั้ง 2 สายพนัธ์ุ ขนาด และลกัษณะภายนอกของหงอนไก่เพศผู ้
และเพศเมียมีความแตกต่างกนัจึงน่าจะมีองคป์ระกอบโครงสร้างภายในท่ีแตกต่างกนัดว้ย ซ่ึง  
Hodges (1974) รายงานวา่ หงอนเพศผูมี้การเจริญของส่วนเน้ือเยือ่เก่ียวพนัท่ีมี 
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กรดไฮยาลูโรนิกเป็นองคป์ระกอบอยูม่ากกวา่ ส าหรับสายพนัธ์ุไก่ Arbor Acres และ Ross มีขนาด
และลกัษณะหงอนคลา้ยคลึงกนั และพบวา่ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกท่ีสกดัไดไ้ม่แตกต่างกนัอยา่ง
ชดัเจน (P>0.05)  
 

       จากรายงานของ Nakano et al. (1994) พบกรดไฮยาลูโรนิกประมาณ 40 ไมโครกรัม 
กรดยโูรนิก/มิลลิกรัม หงอนแหง้ ท่ีสกดัไดจ้ากหงอนไก่ เพศผู ้อาย ุ52 สัปดาห์ ซ่ึงมากกวา่หงอนไก่
ท่ีใชใ้นงานวจิยัน้ี ซ่ึงอาย ุ5-6 สัปดาห์ เกือบ 10 เท่า แสดงใหเ้ห็นวา่อายขุองไก่เป็นอีกปัจจยัหน่ึงท่ี
ส่งผลต่อปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก เน่ืองจากฮอร์โมนเพศเป็นตวัก าหนดการเจริญของหงอน 
โดยเฉพาะฮอร์โมนเพศผู ้ซ่ึงฮอร์โมนชนิดน้ีจะมีการสร้างข้ึนเม่ือถึงเวลาการสืบพนัธ์ุจนตลอดชีวติ
ของไก่ ท าใหห้งอนของไก่ท่ีมีอายมุากกวา่ จะมีขนาดใหญ่กวา่ และมีกรดไฮยาลูโรนิก เป็น
องคป์ระกอบอยูม่ากกวา่ (Balazs, 2009) 
 
ตารางที ่5  ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก (ไมโครกรัม กรดยโูรนิก/มิลลิกรัม หงอนแหง้) ท่ีสกดัได ้ 
     โดย ใชเ้อนไซมป์าเปน 
 

สายพนัธ์ุ 
เพศ 

ผู ้ เมีย 
Arbor Acres* 4.97 ± 0.57 1.28 ± 0.12 

Ross* 3.92 ± 0.72 2.22 ± 0.20 
 

*เปรียบเทียบตามแนวนอน มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
  
 การสกดักรดไฮยาลูโรนิกจากหงอนของไก่ อายเุพียง 5-6 สัปดาห์ สามารสกดัไดด้ว้ย
เอนไซมป์าเปน (บริษทั Sigma-Aldrich) ซ่ึงเป็นเอนไซมโ์ปรติเอสทางการคา้ การใชส้ารสกดัหยาบ
ของเอนไซมโ์ปรติเอสจากไส้ และตบัอ่อนของไก่ ซ่ึงเป็นเศษเหลือจากการแปรรูปเน้ือไก่ จึงเป็น
ประเด็นของการศึกษาในตอนต่อไปของงานวจิยัน้ี  
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2.  การสกดัสารสกดัหยาบของเอนไซม์โปรติเอสจากไส้ และตับอ่อนของไก่ 
 

2.1  การเตรียมตวัอยา่ง และการหาปริมาณผลได ้(yield) ของไส้ และตบัอ่อนของไก่  
 
        น าไส้ไก่ทั้งพวง ซ่ึงประกอบดว้ย หลอดอาหาร กระเพาะพกั กระเพาะแท ้กระเพาะบด 

ตบัอ่อน ตบั ถุงน ้าดี ล าไส้เล็ก ล าไส้ใหญ่ และส่วนปลายสุดของล าไส้ ท่ียงัไม่ผา่นการลา้งท าความ
สะอาด (ภาพท่ี 10) น ามาแยกเอาเฉพาะส่วนไส้และตบัอ่อน ซ่ึงเป็นส่วนท่ีจะใชใ้นการสกดัสารสกดั
หยาบของเอนไซมโ์ปรติเอส (ภาพท่ี 11) จากนั้นน ามาลา้งท าความสะอาดโดยการดึงพงัผดื และ
ไขมนัออก แลว้จึงผา่เอาเศษอาหารภายในไส้ออก และลา้งท าความสะอาด (ภาพท่ี 12) เน่ืองจาก
ส่วนของพงัผดื ไขมนั และเศษอาหารท่ีตกคา้งอยู ่จะขดัขวางการสกดัเอนไซม ์และท าใหเ้กิดการ
เจริญของจุลินทรียไ์ด ้

 
 

 

 

 

 
 
ภาพที ่10  ลกัษณะของเคร่ืองในไก่ทั้งพวงก่อนลา้งท าความสะอาด 
 
 

 

 

 
        
 

2 
3 

1 
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ภาพที ่11  ลกัษณะของไส้ (1 = ล าไส้เล็ก, 2 = ล าไส้ใหญ่) และตบัอ่อน (3) ของไก่ 
 
 
 
 

 

 
 
ภาพที ่12  ไส้ และตบัอ่อนของไก่ ท่ีผา่นการลา้งท าความสะอาดแลว้ 
 
      ในระหวา่งการลา้งท าความสะอาดไดท้  าการหาปริมาณผลได ้ของไส้และตบัอ่อนของ
ไก่ ซ่ึงเป็นวตัถุดิบเร่ิมตน้ของการผลิตเอนไซม ์พบวา่ เม่ือลา้งท าความสะอาดแลว้ ไดป้ริมาณผลได ้
ประมาณ 22 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเทียบจากไส้สดทั้งพวง ดงัตารางท่ี 6 
 
ตารางที ่6  ปริมาณผลไดเ้ฉล่ียของไส้ และตบัอ่อนของไก่ หลงัลา้งท าความสะอาด โดยเทียบจาก
     น ้าหนกัไส้ไก่ทั้งพวง จากไก่สายพนัธ์ุ Arbor Acres อาย ุ5-6 สัปดาห์ น ้าหนกัเฉล่ียต่อตวั 
     2.4-2.6 กิโลกรัม 
 

น า้หนักไส้ไก่ทั้งพวง 
(กรัม) 

น า้หนักไส้ 
และตับอ่อน (กรัม) 

น า้หนักไส้ และ    
ตับอ่อน หลงัล้างท า
ความสะอาด (กรัม) 

ปริมาณผลได้ 
(เปอร์เซ็นต์) 

240.50 ± 22.04 98.72 ± 14.04 54.15 ± 4.87 22.58 ± 1.84 

 
หมายเหตุ สุ่มตวัอยา่งจ านวน 10 ตวัอยา่ง  
  
 2.2  การสกดั และวเิคราะห์ค่ากิจกรรมของสารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอส จากไส้
และตบัอ่อนของไก่ 
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        2.2.1  การทดสอบชนิดของสารสกดัเอนไซม ์ 
 
      โดยท าการเปรียบเทียบสารสกดัเอนไซม ์2 ชนิด ไดแ้ก่ สารละลายโซเดียม 
คลอไรด ์(น ้าเกลือ) ความเขม้ขน้ 0.9 เปอร์เซ็นต ์(Souza et al., 2007) และน ้ากลัน่ (Rathinaraj et al., 
2010) เพื่อใหท้ราบวา่สารสกดัชนิดใดสามารถสกดัเอนไซมโ์ปรติเอสออกมาไดค้่ากิจกรรมสูงกวา่ 
และประหยดัค่าใชจ่้ายมากท่ีสุด ซ่ึงพบวา่ การใชน้ ้ากลัน่เป็นสารสกดั สามารถสกดัสารสกดัหยาบ
ของเอนไซมโ์ปรติเอสท่ีมีค่ากิจกรรมสูงกวา่ การใชน้ ้าเกลือเล็กนอ้ย ดงัตารางท่ี 7 นอกจากนั้นใน
ขั้นตอนของการกรองแยกของเหลว ออกจากของแขง็ หลงัจากผา่นกระบวนการหมุนเหวีย่งเพื่อแยก
สารสกดัเอนไซม ์สามารถท าไดง่้ายกวา่การใชน้ ้าเกลือเป็นสารสกดั ดงันั้นจึงเลือกใชน้ ้ากลัน่เป็น
สารสกดัเอนไซม ์
 
ตารางที่ 7  การศึกษาชนิดของสารสกดัเอนไซม ์ท่ีส่งผลต่อค่ากิจกรรมของสารสกดัหยาบของ   
     เอนไซมโ์ปรติเอสท่ีสกดัได ้จากส่วนไส้ และตบัอ่อนของไก่ 
 

สารสกดัเอนไซม ์ ค่ากิจกรรมเอนไซมส์ัมพทัธ์ (เปอร์เซ็นต์) 
สารละลาย 0.9 เปอร์เซ็นต ์โซเดียมคลอไรด์ 96 

น ้ากลัน่ 100 
 
                   การเก็บรักษาเอนไซมใ์นรูปแบบของเหลว (ภาพท่ี 13ก) ท าใหเ้กิดการเน่าเสียได้
ง่าย เน่ืองจากเช้ือจุลินทรีย ์ซ่ึงส่งผลต่อกิจกรรมของเอนไซม ์และไม่สะดวกต่อการน าไปใชง้าน  
จึงเลือกท่ีจะน าเอนไซมไ์ปท าแหง้ดว้ยวธีิการท าแหง้แบบระเหิดน ้าแขง็ (Freeze-drying) เพื่อท าให้
เอนไซมมี์ความคงตวัต่อการเก็บรักษา (Godfrey and West, 1996) และสะดวกต่อการใชง้านมากข้ึน 
(ภาพท่ี 13ข) ซ่ึงปริมาณไส้และตบัอ่อน 100 กรัม สามารถสกดัสารสกดัหยาบของเอนไซม ์
โปรติเอส ในรูปผงแหง้ไดป้ระมาณ 2.72 กรัม 
  
                   การเลือกใชน้ ้ากลัน่เป็นสารสกดัเอนไซม ์มีขอ้ดีอีกขอ้หน่ึง เพราะนอกจากเป็น
สารสกดัท่ีใหเ้อนไซมท่ี์มีค่ากิจกรรมสูงข้ึน ยงัช่วยลดขั้นตอนของการเตรียมสารเคมี และขั้นตอน
การแยกสารท่ีใชส้กดัออกจากตวัอยา่งก่อนท่ีจะน าตวัอยา่งไปผา่นกระบวนการท าแหง้แบบระเหิด
น ้าแขง็ 
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ก)  ข)   
   

 

 

 
 

 
 
ภาพที ่13  ลกัษณะของสารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอสท่ีเป็นของเหลว (ก) และเอนไซมผ์ง
      แหง้หลงัจากผา่นกระบวนการท าแหง้แบบระเหิดน ้าแขง็ (ข) 
          
          2.2.2  การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีน และค่ากิจกรรมของสารสกดัหยาบของเอนไซม ์
โปรติเอส 
 
       น าเอนไซมโ์ปรติเอสท่ีเป็นของเหลวมาวเิคราะห์ค่ากิจกรรมเบ้ืองตน้ ท่ีพีเอช 7.5 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบวา่ เอนไซมเ์หลวมีค่ากิจกรรม 1.56 ยนิูต/มิลลิลิตร เอนไซม์ และมี
ปริมาณโปรตีน 21.14 มิลลิกรัม โปรตีน/มิลลิลิตร เอนไซม์ และเม่ือน าเอนไซมผ์งท่ีผา่นการท าแหง้
แบบระเหิดน ้าแขง็ มาวเิคราะห์ค่ากิจกรรม พบวา่ เอนไซมมี์กิจกรรม 0.09 ยนิูต/มิลลิกรัม เอนไซม์
ผงแหง้ ซ่ึงในเอนไซมผ์งแหง้ 1 มิลลิกรัม มีโปรตีน 0.70 มิลลิกรัม (ตารางท่ี 8)  
 
ตารางที ่8  ค่ากิจกรรม และปริมาณโปรตีน ของ สารสกดัหยาบของ เอนไซมโ์ปรติเอส  จากไส้และ
     ตบัอ่อนของไก่ 
 

เอนไซม ์
โปรติเอส 

กิจกรรมเอนไซม์ ปริมาณโปรตีน 
ยนิูต/มิลลิลิตร 

เอนไซม ์
ยนิูต/มิลลิกรัม 
เอนไซมผ์งแหง้ 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
เอนไซม ์

มิลลิกรัม/มิลลิกรัม 
เอนไซมผ์งแหง้ 

ของเหลว 1.56 ± 0.01 - 21.14 ± 0.24 - 
ผงแหง้ - 0.09 ± 0.00 - 0.70 ± 0.01 
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         2.2.3  การศึกษาพีเอช และอุณหภูมิ ท่ีเหมาะสมต่อการท างานของสารสกดัหยาบของ
เอนไซมโ์ปรติเอส 
 
       เม่ือทราบค่ากิจกรรมเบ้ืองตน้แลว้ จึงน าสารสกดัหยาบของเอนไซม ์ไปหาค่า 
พีเอชท่ีเหมาะสม โดยน าเอนไซมผ์งแหง้ไปวเิคราะห์กิจกรรมในช่วงพีเอช 6-9 คือ พีเอช 6, 7, 7.5, 8 
และ 9 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบวา่ กิจกรรมของเอนไซมสู์งข้ึน เม่ือพีเอชเพิ่มข้ึน จากพีเอช 6 
จนถึงพีเอช 7.5 หลงัจากนั้นกิจกรรมของเอนไซมล์ดลง ดงันั้น พีเอชท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา
ของเอนไซมจ์ากไส้และตบัอ่อนของไก่ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คือ พีเอช 7.5 (ภาพท่ี 14)  
 
       แสดงใหเ้ห็นวา่สารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอสท่ีสกดัไดจ้ากไส้ และ 
ตบัอ่อนของไก่ ท างานไดดี้ในช่วงพีเอชท่ีเป็นกลางถึงเบสอ่อน ซ่ึงสอดคลอ้งกบั Rathinaraj et al. 
(2010) ท่ีรายงานวา่ เอนไซมโ์ปรติเอสท่ีสกดัจากไส้ไก่มีพีเอชท่ีเหมาะสมในสภาวะท่ีเป็นเบส ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และใกลเ้คียงกบังานวจิยัก่อนหนา้ ท่ีรายงานพีเอชท่ีเหมาะสมของ
เอนไซมโ์ปรติเอสชนิดต่างๆ ท่ีสกดัจากไส้และตบัอ่อนของไก่ ไดแ้ก่ เอนไซมอ์ะมิโนเปปติเดส 
(aminopeptidase) ซ่ึงมีพีเอชท่ีเหมาะสมอยูใ่นช่วง 6-7.5 (Jamadar et al., 2003; Damle et al., 2010; 
Mane et al. 2010; Mane et al., 2011) เอนไซมค์าร์บอกซีเปปติเดส บี (carboxypeptidase B) มีพีเอช
ท่ีเหมาะสม คือ พีเอช 8 (Bradley et al., 1996) เอนไซมท์ริปซิน (trypsin) และไคโมทริปซิน 
(chymotrypsin) มีพีเอชท่ีเหมาะสมเท่ากบั 7.5 (Guyonnet et al., 1999) 
 

 
ภาพที ่14  ผลของพีเอชต่อค่ากิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสผงแหง้จากไส้ และตบัอ่อนของไก่ 
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     ท่ีอุณหภูมิการบ่ม 37 องศาเซลเซียส 
      เม่ือทราบค่าพีเอชท่ีเหมาะสมแลว้ จึงน าสารสกดัเอนไซมผ์งแหง้ไปศึกษาหา
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อไป โดยท าการแปรอุณหภูมิ 5 ระดบั คือ 30, 40, 50, 60 และ 70 องศา
เซลเซียส วเิคราะห์ท่ี พีเอช 7.5 พบวา่ ท่ีระดบัอุณหภูมิต ่า 30-40 องศาเซลเซียส เอนไซมมี์กิจกรรม
ค่อนขา้งต ่า หลงัจากนั้นกิจกรรมของเอนไซมเ์พิ่มข้ึนอยา่งเห็นไดช้ดั เม่ือเพิ่มอุณหภูมิจนถึง 60 
องศาเซลเซียส ซ่ึงมีกิจกรรมสูงสุดแตกต่างจากอุณหภูมิอ่ืนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) โดยมี
ค่าเท่ากบั 0.35 ยนิูต/มิลลิกรัม เอนไซมผ์งแหง้ และเม่ือเพิ่มอุณหภูมิต่อไปอีกจนถึง 70 องศา
เซลเซียส กิจกรรมของเอนไซมล์ดลงอยา่งมาก (ภาพท่ี 15)  
 
      โดย ปราณี, 2547; Dixon and Webb (1979); Whitaker (1994); Fullbrook (1996) 
ไดอ้ธิบายไวว้า่เม่ืออุณหภูมิเพิ่มข้ึน การเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์จะสูงข้ึน ในขณะเดียวกนัก็เกิดการ
ยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์เน่ืองจากโปรตีนซ่ึงเป็นเอนไซมเ์สียสภาพ (denature) ส่งผลให้
โมเลกุลของโปรตีนเกิดการคลายเกลียว (unfolding) จึงท าใหกิ้จกรรมของเอนไซมล์ดลง ดงันั้น 
อุณหภูมิท่ีเอนไซมโ์ปรติเอสใหค่้ากิจกรรมสูงสุด คือ 60 องศาเซลเซียส ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงาน
การสกดัเอนไซมจ์ากไส้และตบัอ่อนของไก่ ของ Guyonnet et al., (1999); Mane et al. (2010) ซ่ึง
เอนไซมท่ี์สกดัไดมี้อุณหภูมิท่ีใหค่้ากิจกรรมสูงสุด คือ 60 และ 50 องศาเซลเซียส ตามล าดบั 
 

 
 
ภาพที ่15  ผลของอุณหภูมิต่อค่ากิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสผงแหง้จากไส้ และตบัอ่อนของไก่ 
     ท่ีพีเอช 7.5 
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      จากนั้นท าการตรวจสอบวา่อุณหภูมิการบ่มท่ี 60 องศาเซลเซียส ยงัมีพีเอชท่ี
เหมาะสมต่อการท างานของสารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติอสเป็น 7.5 หรือไม่ โดยศึกษาผลของ
พีเอชต่อค่ากิจกรรมการท างานของเอนไซม ์โดยเปล่ียนอุณหภูมิจาก 37 องศาเซลเซียส เป็น 60 
องศาเซลเซียส ซ่ึงช่วงพีเอช 7-7.5 ใหค้่ากิจกรรมสูงสุด แตกต่างจากสภาวะอ่ืนอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (P<0.05) (ภาพท่ี 16)  

 

 
ภาพที ่16  ผลของพีเอชต่อค่ากิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสผงแหง้จากไส้ และตบัอ่อนของไก่ 
     ท่ีอุณหภูมิการบ่ม 60 องศาเซลเซียส 

  
 จากผลการทดลองขา้งตน้จึงสรุปวา่ สารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอสท่ีสกดัจากไส้

และตบัอ่อนของไก่ มีพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท างาน คือ พีเอช 7.5 และอุณหภูมิท่ีใหค่้ากิจกรรม
สูงสุด คือ 60 องศาเซลเซียส 
   
  จากผลการทดลองเร่ืองสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการท าปฏิกิริยาของเอนไซม ์ยงัไม่เพียงพอต่อ
การพิจารณาการน าเอนไซมไ์ปใช ้ซ่ึงควรมีการศึกษาความคงตวัของเอนไซมท่ี์สภาวะต่างๆ ดว้ย 
ดงันั้นในขั้นต่อไปจึงเลือกศึกษาผลของพีเอช และอุณหภูมิต่อความคงตวัของสารสกดัหยาบของ
เอนไซมโ์ปรติเอสท่ีสกดัได้ 
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         2.2.4  การศึกษาผลของพีเอช และอุณหภูมิต่อความคงตวัของสารสกดัหยาบของ
เอนไซมโ์ปรติเอส 
 
       เม่ือทราบค่าพีเอช และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมแลว้ จึงน าสภาวะท่ีไดม้าใชใ้น
การศึกษาความคงตวัของเอนไซมต่์อไป โดยน ามาใชใ้นการวเิคราะห์กิจกรรมท่ีเหลืออยูข่อง
เอนไซม ์หลงัจากการบ่มสารละลายเอนไซมใ์นบฟัเฟอร์ท่ีมีพีเอช อยูใ่นช่วง 6-9 ท่ีอุณหภูมิ  
25 องศาเซลเซียส เป็นเวลาตั้งแต่ 0-12 ชัว่โมง ซ่ึงพบวา่ ช่วงพีเอช 6-8 ตั้งแต่ 0-12 ชัว่โมง  
สารสกดัหยาบของเอนไซมมี์ความคงตวัดีมากโดยเอนไซมมี์กิจกรรมเกือบ 100 เปอร์เซ็นต์ แต่ท่ี  
พีเอช 9 เอนไซมมี์กิจกรรมลดลงประมาณ 40 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเวลาผา่นไป 12 ชัว่โมง (ภาพท่ี 17) 
แสดงใหเ้ห็นวา่สารสกดัหยาบของเอนไซม ์มีความคงตวัดีในช่วงพีเอชท่ีเป็นกลางถึงเบสอ่อน 
 

     โดยส่วนมากเอนไซมจ์ะสูญเสียสภาพธรรมชาติ เม่ืออยูใ่นสภาวะท่ีเป็นกรดหรือ
เบสท่ีแรง เน่ืองจากเกิดการเปล่ียนแปลงประจุบนโมเลกุลของเอนไซม ์ท าใหเ้กิดการท าลาย
โครงสร้างตามธรรมชาติ ท าใหเ้อนไซมสู์ญเสียกิจกรรม (Whitaker, 1994; Bisswanger, 2002) 

 
      การศึกษาผลของความร้อนต่อความคงตวัของสารสกดัหยาบของเอนไซม ์ท า
โดยน าเอนไซมไ์ปบ่มท่ีช่วงอุณหภูมิ 30-70 องศาเซลเซียส ท่ีพีเอช 7.5 เป็นเวลา 0-12 ชัว่โมง 
จากนั้นน ามาหากิจกรรมท่ี พีเอช 7.5 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส บ่มนาน 10 นาที (ภาพท่ี 18) พบวา่ 
อุณหภูมิท่ีเอนไซมมี์ความคงตวัดี คือ อุณหภูมิต ่าประมาณ 30 องศาเซลเซียส โดยกิจกรรมของ
เอนไซมล์ดลงไม่ถึง 10 เปอร์เซ็นต ์เม่ือบ่มนาน 12 ชัว่โมง ส่วนท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
กิจกรรมของเอนไซมเ์ร่ิมลดลงอยา่งเห็นไดช้ดัเม่ือเวลาผา่นไปประมาณ 2 ชัว่โมง และเม่ือครบ 12 
ชัว่โมง กิจกรรมของเอนไซมเ์หลือประมาณ 60 เปอร์เซ็นต ์จากนั้นเพิ่มอุณหภูมิข้ึนไปถึง 50 องศา
เซลเซียส กิจกรรมของเอนไซมเ์ร่ิมลดลงตั้งแต่ 30 นาทีแรก เม่ือเวลาผา่นไป 12 ชัว่โมง เอนไซมย์งั
คงเหลือกิจกรรมอยู ่แต่เหลือเพียง 10 เปอร์เซ็นต ์ส าหรับช่วงอุณหภูมิ 60-70 องศาเซลเซียส 
เอนไซมสู์ญเสียกิจกรรมทั้งหมด เม่ือเวลาผา่นไปเพียง 30 นาที นัน่แสดงใหเ้ห็นวา่ เอนไซม์ 
โปรติเอสท่ีสกดัไดจ้ากไส้และตบัอ่อนของไก่ สามารถทนความร้อนไดร้ะดบัหน่ึง คือ อุณหภูมิ  
ไม่เกิน 60 องศาเซลเซียส ซ่ึงส่วนมากเอนไซมจ์ะสูญเสียสภาพ และกิจกรรมเม่ือไดรั้บความร้อนสูง 
(Neilands and Stumpf, 1958; Whitaker, 1994) 
 

     เม่ือพิจารณาจากพีเอช และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการท างาน และความคงตวั
ของเอนไซม ์สามารถเลือกสภาวะท่ีจะน าเอนไซมโ์ปรติเอสจากไส้ และตบัอ่อนของไก่ไปใช้
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ประโยชน์ในการยอ่ยหงอนต่อไป นัน่คือ ท่ีพีเอช 7.5 ซ่ึงเป็นสภาวะท่ีใหค่้ากิจกรรมสูง และ
เอนไซมมี์ความคงตวัดี ส่วนอุณหภูมิท่ีเลือก 50 องศาเซลเซียส เน่ืองจาก อุณหภูมิท่ีต ่ากวา่ 50 องศา
เซลเซียส เอนไซมมี์กิจกรรมค่อนขา้งต ่า และท่ีอุณหภูมิสูงกวา่ 50 องศาเซลเซียส เอนไซมมี์ความ 
คงตวัต ่ามาก 

 

 
ภาพที ่17  ผลของพีเอชต่อความคงตวัของเอนไซมโ์ปรติเอสผงแหง้จากไส้ และตบัอ่อนของไก่  
     (วเิคราะห์กิจกรรมท่ีพีเอช 7.5 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส) 
 

 
ภาพที ่18  ผลของอุณหภูมิต่อความคงตวัของเอนไซมโ์ปรติเอสผงแหง้จากไส้ และตบัอ่อนของไก่ 
      (วเิคราะห์กิจกรรมท่ีพีเอช 7.5 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส) 

◦ซ 

 ◦ซ 

 ◦ซ 

 ◦ซ 

 ◦ซ 
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         2.2.5  ผลของระยะเวลาต่อการเปล่ียนแปลงค่ากิจกรรมของสารสกดัหยาบของเอนไซม์  
 
      จากการศึกษาผลของระยะเวลาการเก็บรักษาต่อค่ากิจกรรมของเอนไซม ์โดยเก็บ
รักษาเอนไซมผ์งแหง้ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 30 วนั แลว้จึงน ามาวเิคราะห์ค่า
กิจกรรม พบวา่เอนไซมจ์ากไส้และตบัอ่อนของไก่มีกิจกรรมลดลงประมาณ 6.18 เปอร์เซ็นต์ แสดง
ใหเ้ห็นวา่เอนไซมจ์ากไส้และตบัอ่อนของไก่มีความคงตวัต่อการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส อยา่งไรก็ดีก่อนน าเอนไซมไ์ปใชค้วรตอ้งมีการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมก่์อน 
ทุกคร้ัง 

 
    เม่ือท าการสกดัเอนไซมโ์ปรติเอสจากไส้และตบัอ่อนของไก่ และทราบสภาวะ  

ท่ีเหมาะสมต่อการน าเอนไซมไ์ปใชแ้ลว้ จึงน าเอนไซมท่ี์สกดัไดไ้ปยอ่ยโปรตีนในหงอนไก่ โดย
จากผลการทดลองในขอ้ 1.3 ไดเ้ลือกหงอนไก่เพศผู ้สายพนัธ์ุ Arbor Acres เน่ืองจาก เพศผูใ้ห้
ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกสูงกวา่เพศเมีย และสายพนัธ์ุ Arbor Acres เป็นพนัธ์ุไก่ท่ีมีการบริโภคกนั
มากถึง 70 เปอร์เซ็นต ์(บริษทั อาหารเบทเทอร์ จ ากดั เครือเบทาโกร) โดยเปรียบเทียบผลการสกดั
กรดไฮยาลูโรนิก ระหวา่งการใชเ้อนไซมป์าเปน ท่ี 2 ระดบั คือ 4 และ 8 ไมโครกรัม/มิลลิกรัม 
หงอนแหง้ กบัผงแหง้ของสารสกดัหยาบของโปรติเอสจากไส้ และตบัอ่อนของไก่ ท่ี 2 ระดบั 16
และ 32 ไมโครกรัม/มิลลิกรัม หงอนแหง้ 

 
3.  การเปรียบเทยีบการใช้เอนไซม์ปาเปน และสารสกดัหยาบของเอนไซม์โปรติเอส จากไส้ และตับ
อ่อนของไก่ ในการสกดักรดไฮยาลูโรนิก 
 

3.1  ปริมาณผลไดข้องกรดไฮยาลูโรนิกท่ีสกดัได้ 
 

               จากหงอนแหง้ 150 มิลลิกรัม สกดักรดไฮยาลูโรนิกโดยใชเ้อนไซมป์าเปน (เอนไซม์
ทางการคา้) โดยแปรระดบักิจกรรมของเอนไซมป์าเปน 2 ระดบั คือ 4 และ 8 ไมโครกรัม/มิลลิกรัม
หงอนแหง้ ส่วนผงแหง้ของสารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอส (สกดัจากไส้และตบัอ่อนของไก่) 
แปรระดบักิจกรรมของเอนไซมท่ี์ใช ้คือ 16 และ 32 ไมโครกรัม/มิลลิกรัมหงอนแหง้ เน่ืองจาก
เอนไซมจ์ากไส้และตบัอ่อนของไก่ยงัไม่ไดผ้า่นการท าใหบ้ริสุทธ์ิจึงใชใ้นปริมาณท่ีสูงกวา่เอนไซม์
ปาเปน 4 เท่า การสกดัใชส้ภาวะท่ีเหมาะสมของแต่ละเอนไซม ์คือ เอนไซมป์าเปนใช ้พีเอช 6.5, 65 
องศาเซลเซียส และเอนไซมจ์ากไส้และตบัอ่อนของไก่ใช ้พีเอช 7.5, 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 
ชัว่โมง พบวา่ เม่ือพิจารณาในแต่ละชนิดของเอนไซม ์การเพิ่มปริมาณของเอนไซมจ์ากเดิมเป็น  
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2 เท่า ส่งผลท าใหป้ริมาณกรดไฮยาลูโรนิกเพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) (ตารางท่ี 9) 
แต่จะสังเกตเห็นวา่ แมเ้พิ่มปริมาณเอนไซมจ์ากไส้ และตบัอ่อนของไก่เป็น 4 เท่าของเอนไซม์
ปาเปน ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกท่ีไดย้งัคงต ่ากวา่โดยมีค่าเท่ากบั 4.65 ไมโครกรัม กรดยโูรนิก/
มิลลิกรัม หงอนแหง้ (เอนไซมป์าเปน) และ 3.97 ไมโครกรัม กรดยโูรนิก/มิลลิกรัม หงอนแหง้
(เอนไซมจ์ากไส้และตบัอ่อนของไก่) และเม่ือเพิ่มเป็น 8 เท่า ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกท่ีได ้คือ  4.39 
ไมโครกรัม กรดยโูรนิก/มิลลิกรัม หงอนแหง้ แสดงใหเ้ห็นวา่ในสภาวะการยอ่ยหงอนไก่ ท่ีมีการ
เติม EDTA (Nakano et al., 1994) ซ่ึงเหมาะกบัการท างานของเอนไซมป์าเปน อาจไม่เหมาะกบัสาร
สกดัเอนไซมโ์ปรติเอส เน่ืองจาก ภายในไส้ และตบัอ่อนของสัตวปี์กประกอบดว้ยเอนไซม์  
โปรติเอสหลายชนิด เช่น เอนไซมท์ริปซิน เอนไซมไ์คโมทริปซิน เอนไซมค์าร์บอกซีเปปติเอส และ
เอนไซมอ์ะมิโนเปปติเดส เป็นตน้ (Jamroz et al., 2001; Kadhim et al., 2011) ซ่ึงเป็นเอนไซม์ 
โปรติเอสในกลุ่มซีรีน และโปรติเอสในกลุ่มท่ีมีโลหะ ดงันั้นในสภาวะท่ีมี EDTA ซ่ึงเป็นสารจบั
โลหะ จะท าใหเ้กิดการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์จึงท าใหค้วามสามารถในการยอ่ยหงอนไก่ 
ของสารสกดัเอนไซมจ์ากไส้ และตบัอ่อนของไก่ ลดลง 
 
 ดงันั้น ในการน าสารสกดัเอนไซมโ์ปรติเอสไปใช ้น่าจะตอ้งมีการศึกษาปัจจยัท่ีส่งผลต่อ
การยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์เพื่อหาสภาวะการยอ่ยหงอนไก่ใหเ้หมาะสมยิง่ข้ึน แต่อยา่งไรก็
ตามในงานวจิยัน้ี แสดงใหเ้ห็นว่าสารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอสจากไส้ และตบัอ่อนของไก่ 
สามารถสกดักรดไฮยาลูโรนิกจากหงอนของไก่ได ้ 
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ตารางที ่9  ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก (ไมโครกรัม กรดยโูรนิก/มิลลิกรัม หงอนแหง้) ท่ีสกดัไดจ้าก
     หงอนของไก่พนัธ์ุ Arbor Acres เพศผู ้โดยใชเ้อนไซมป์าเปน และสารสกดัหยาบของ
     เอนไซมโ์ปรติเอสจากไส้ และตบัอ่อนของไก่  
 

เอนไซมป์าเปน สารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอส 
ปริมาณ
เอนไซม/์
สารตั้งตน้ 

(ไมโครกรัม/
มิลลิกรัม
หงอนแหง้) 

ปริมาณ
เอนไซม ์

(ไมโครลิตร) 

ปริมาณ 
กรดไฮยาลูโรนิก 

ปริมาณ
เอนไซม/์
สารตั้งตน้ 

(ไมโครกรัม/
มิลลิกรัม
หงอนแหง้) 

ปริมาณ
เอนไซม ์

(มิลลิกรัม) 

ปริมาณ 
กรดไฮยาลูโรนิก 

4 1.2 4.65 ± 0.16A 16 2.52 3.97 ± 0.09a 
8 2.4 4.93 ± 0.12B 32 5.04 4.39 ± 0.18b 

 

A,B เปรียบเทียบในแถวแนวตั้ง อกัษรท่ีต่างกนัแสดงความแตกต่างของค่าเฉล่ียอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (P<0.05) 
a,b เปรียบเทียบในแถวแนวตั้ง อกัษรท่ีต่างกนัแสดงความแตกต่างของค่าเฉล่ียอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (P<0.05)  
 

3.2  การพิสูจน์เอกลกัษณ์ของกรดไฮยาลูโรนิกท่ีสกดัได ้กบัสารมาตรฐานกรดไฮยาลูโรนิก  
 
        3.2.1  การวเิคราะห์ดว้ยวธีิอิเล็กโทรโฟรีซีส แบบเซลลูโลสอะซีเตท 
 
     โดยน ากรดไฮยาลูโรนิกท่ีสกดัไดม้าวเิคราะห์ผลเทียบกบัสารมาตรฐาน      

กรดไฮยาลูโรนิก (กรดไฮยาลูโรนิกจากหงอนไก่, Sigma Aldrich) ดว้ยวธีิอิเล็กโทรโฟรีซีสแบบ
เซลลูโลสอะซิเตท ซ่ึงเป็นวธีิท่ีนิยมใชก้นัอยา่งแพร่หลายในการวเิคราะห์พอลิแซคคาไรดท่ี์เป็นกรด 
(acidic polysaccharides) ไดแ้ก่ กรดไฮยาลูโรนิก และเฮพาริน เป็นตน้ โดยวธีิน้ีมีขีดจ ากดัในการ
วเิคราะห์อยูใ่นระดบันาโนกรัม (Szewczyk, 1983; Volpi and Maccari, 2006) เป็นวธีิท่ีง่าย สะดวก 
และสามารถวเิคราะห์ผลไดภ้ายใน 1 วนั (Gaál et al., 1980; Nakano et al., 1994) 
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     จากผลการทดลองดงัภาพท่ี 19 ในช่องท่ี 1 คือ สารมาตรฐานกรดไฮยาลูโรนิก 
ช่องท่ี 2,3 คือ กรดไฮยาลูโรนิกท่ีสกดัดว้ยเอนไซมป์าเปน และ ช่องท่ี 4,5 คือ กรดไฮยาลูโรนิกท่ี
สกดัดว้ยสารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอส พบวา่ ลกัษณะการเคล่ือนท่ีของสารมาตรฐานและ
สารสกดัจากต าแหน่งเร่ิมตน้เดียวกนั (ลูกศรช้ี) เคล่ือนท่ีมาอยูใ่นต าแหน่งท่ีเป็นแนวเดียวกนั จึงใช้
ยนืยนัไดว้า่ สารท่ีสกดัได ้คือกรดไฮยาลูโรนิก (Nakano et al., 1994; Wegrowski and Maquart, 
2001; Mutsuno et al., 2008) 

 
 

 
 

 

 

 
 
ภาพที ่19  ลกัษณะการเคล่ือนท่ีของกรดไฮยาลูโรนิก บนแผน่เซลลูโลสอะซิเตท  
      1 คือ สารมาตรฐานกรดไฮยาลูโรนิก 2, 3 คือ กรดไฮยาลูโรนิกท่ีสกดัดว้ยเอนไซมป์าเปน 
      4, 5 คือ กรดไฮยาลูโรนิกท่ีสกดัดว้ยสารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอสจากไส้ 
      และตบัอ่อนของไก่ และลูกศรช้ี คือจุดเร่ิมตน้ใส่ตวัอยา่ง 
 
         3.2.2  การวเิคราะห์ดว้ยวธีิฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรด สเปกโตรสโคปี 
 
       เป็นการใชเ้ทคนิคการวเิคราะห์หาหมู่ฟังกช์ัน่ (functional group) ของสารดว้ย
เคร่ืองฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรด สเปกโตรมิเตอร์ ในช่วง Mid IR (Wavenumber 4000-800 
cm-1) โดยแสดงผลออกมาเป็นสเปคตรัมของสาร แลว้น าค่าไปเทียบหาหมู่ฟังกช์นัของสารนั้น  
 
       ภาพท่ี 20ก และ 20ข คือ สเปคตรัมของกรดไฮยาลูโรนิกท่ีสกดัดว้ยเอนไซม์
ปาเปน และกรดไฮยาลูโรนิกท่ีสกดัดว้ยสารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอสจากไส้ และตบัอ่อน
ของไก่ ตามล าดบั ส่วนภาพท่ี 20ค คือ สเปคตรัมของสารมาตรฐานกรดไฮยาลูโรนิก โดยสามารถ
สรุปหมู่ฟังกช์นัท่ีพบจากตวัอยา่งทั้งหมด ดงัตารางท่ี 10 พบวา่ กรดไฮยาลูโรนิกท่ีสกดัไดจ้าก

เพศผู้ 

เพศเมีย 

1       2       3       4      5 
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เอนไซมท์ั้ง 2 ชนิด มีสเปคตรัมท่ีเหมือนกนั นั่นแสดงใหเ้ห็นวา่ตวัอยา่งทั้ง 2 ประกอบดว้ยหมู่
ฟังกช์นัแบบเดียวกนั โดยต าแหน่งท่ีบ่งบอกวา่สารสกดัท่ีได ้คือกรดไฮยาลูโรนิก คือบริเวณพีค  
ท่ีพบ Amide group (CO-NH) ซ่ึงใกลเ้คียงกบังานของ Alkrad et al. (2003) นอกจากนั้นยงัไม่พบพีค
ท่ีแสดงหมู่ซลัเฟต (sulfate group; HSO4

-) คือช่วง 875-823 cm-1 (ละอองดาว, 2548) เน่ืองจาก
กรดไฮยาลูโรนิกไม่มีซลัเฟตเป็นองคป์ระกอบ นอกจากนั้นเม่ือเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน 
กรดไฮยาลูโรนิกจากหงอนไก่ (Sigma Aldrich) ซ่ึงอยูใ่นรูปของโซเดียมไฮยาลูโรเนต พบวา่ 
สเปคตรัมแตกต่างกนัเล็กนอ้ย คือสารมาตรฐานพบ Amide II ท่ี 1609 cm-1 แต่ไม่พบ Amide I และ 
NH deformation ในขณะท่ีกรดไฮยาลูโรนิกท่ีสกดัไดใ้นงานวจิยัน้ี แสดงพีคของ Amide I (1648, 
1645 cm-1) Amide II (1587, 1585 cm-1) และ NH deformation (1481 cm-1) ซ่ึงใกลเ้คียงกนัทั้ง 
กรดไฮยาลูโรนิกท่ีสกดัดว้ยเอนไซมป์าเปน และสารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอสจากไส้ และ
ตบัอ่อนของไก่ โดยความแตกต่างระหวา่ง Amide I และ Amide II  คือ ลกัษะการสั่น (vibration) 
ของโมเลกุล ซ่ึงพีค Amide I เป็น stretching vibrations ของพนัธะ C=O ท่ีเช่ือมต่อกบัพนัธะ N-H 
ส่วน Amide II เป็น bending vibrations ของพนัธะ N-H (Gallagher, 2005) 
 
      ดงันั้นการท่ีสารมาตรฐานกรดไฮยาลูโรนิก อยูใ่นรูปของกลือโซเดียมไฮยาลูโร
เนต ซ่ึงเป็นรูปแบบของกรดไฮยาลูโรนิก ท่ีต่างจากกรดไฮยาลูโรนิกในงานวจิยัน้ี จึงอาจมีผลท าให้
เกิดความแตกต่างของพนัธะ Amide ซ่ึงคลา้ยกบังานของ Tomihata and Ikada (1997) ท่ีมีการ
วเิคราะห์กรดไฮยาลูโรนิกดว้ยวธีิ FT-IR เช่นเดียวกนั พบวา่ เม่ือมีการเปล่ียนโครงสร้างของ
โซเดียมไฮยาลูโรเนต (อยูใ่นรูปเกลือ) ใหก้ลายเป็นกรด คือ กรดไฮยาลูโรนิก แลว้วเิคราะห์ดว้ย  
FT-IR สเปคตรัมท่ีไดมี้พีคใหม่เกิดข้ึนท่ี 1650 cm-1 
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ภาพที ่20  สเปคตรัมของกรดไฮยาลูโรนิก ก) สกดัดว้ยเอนไซมป์าเปน  ข) สกดัดว้ยสารสกดัหยาบ
     ของเอนไซมโ์ปรติเอสจากไส้ และตบัอ่อนของไก่ ค) สารมาตรฐาน 

52 
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ก) 

ข) 

ค) 
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ตารางที ่10  Wavenumber (cm-1) ของหมู่ฟังกช์นัต่างๆ ในสเปคตรัมของกรดไฮยาลูโรนิก 
     

หมู่ฟังก์ชัน 

Wavenumber(cm-1) 

สกดัดว้ยเอนไซม ์
ปาเปน 

สกดัดว้ยสารสกดั
หยาบของเอนไซม ์

โปรติเอส 

สารมาตรฐาน 
(Sigma 

Aldrich) 
NH stretching and OH stretching 3295 3294 3357 
CH stretching 2899 2891 2900 
C=C stretching 2184 2186 2156 
C=O carboxyl amide I 1648 1645 - 
Amide II 1587 1585 1609 
NH deformation 1481 1481 - 
CH2 methylene group 1425 1423 1435 
C-O-C, C-O and C-O-H 
stretching 

1081 1081 1070 

 

ทีม่า: Alkrad et al. (2003); Haxaire et al. (2003) 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 
  1.  หงอนไก่ตวัผูมี้ขนาดใหญ่และหนากวา่หงอนของไก่เพศเมีย ในไก่ทั้งสองสายพนัธ์ุ คือ 
Arbor Aces และ Ross โดยพบวา่ปริมาณผลไดข้องหงอน เม่ือเทียบจากน ้าหนกัไก่ทั้งตวั อยูใ่นช่วง  
0.05-0.07 เปอร์เซ็นต ์ของน ้าหนกัไก่เพศผู ้และ 0.01 เปอร์เซ็นต ์ของน ้าหนกัไก่เพศเมีย  
 

 2.  ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกท่ีสกดัไดจ้ากหงอนของไก่เพศผู ้และเพศเมีย โดยใชเ้อนไซม์
ปาเปน อยูใ่นช่วง 3.92-4.97 และ 1.28-2.22 ไมโครกรัม กรดยโูรนิก/มิลลิกรัม หงอนแหง้ ตามล าดบั
ซ่ึงปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกท่ีสกดัไดจ้ากหงอนของไก่เพศผูสู้งกวา่เพศเมีย 2-3 เท่า ในทั้ง 2 สาย
พนัธ์ุ เม่ือวเิคราะห์สถิติพบวา่ ปัจจยัท่ีส่งผลต่อปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก คือ เพศ และผลร่วม
ระหวา่งสายพนัธ์ุกบัเพศ ของไก่  

 
         3.  จากไส้ไก่ทั้งพวงสามารถหาปริมาณผลไดเ้ฉพาะส่วนไส้ และตบัอ่อนหลงัลา้งท าความ
สะอาดไดป้ระมาณ 22 เปอร์เซ็นต ์(เทียบกบัไส้ทั้งพวง) และจากไส้ 100 กรัม สามารถสกดัเอนไซม์
โดยใชน้ ้ากลัน่ แลว้น าไปท าแหง้แบบระเหิดน ้าแขง็ ไดเ้อนไซมผ์ง 2.72 กรัม โดยเอนไซมผ์งแหง้ 1 
มิลลิกรัม มีโปรตีนอยู ่0.70 มิลลิกรัม 
 
         4. สารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอสท่ีสกดัไดส้ามารถท างานไดดี้ในสภาวะท่ีเป็นกลาง
ถึงเบสอ่อน (พีเอช 7.5) และใหค้่ากิจกรรมสูงสุดท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส คือ 0.35 ยนิูต/
มิลลิกรัม เอนไซมผ์งแหง้ นอกจากน้ีเอนไซมย์งัมีความคงทนท่ีพีเอช 6-8 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
แต่ไม่สามารถทนความร้อนไดเ้กิน 60 องศาเซลเซียส ดงันั้นสภาวะท่ีเลือกใช ้คือ พีเอช 7.5 อุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส  
 

 5.  เปรียบเทียบการใชเ้อนไซมป์าเปน และสารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอสจากไส้
และตบัอ่อนของไก่ ในการสกดักรดไฮยาลูโรนิกจากหงอนไก่เพศผู ้พนัธ์ุ Arbor Arces ภายใต้
สภาวะการยอ่ยท่ีมี ซีสเตอีน และ EDTA โดยเอนไซมโ์ปรติเอสสามารถสกดักรดไฮยาลูโรนิกได ้
แต่ยงัไดใ้นปริมาณท่ีนอ้ยกวา่การใชเ้อนไซมป์าเปน   
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 6.  การใชเ้ทคนิคอีเล็กโตรโฟรีซีสแบบเซลลูโลสอะซิเตท และฟูเรียร์ทรานสฟอร์ม
อินฟราเรด สเปกโตรสโคปี สามารถยนืยนัไดว้า่สารท่ีสกดัไดจ้ากหงอนไก่โดยใชเ้อนไซมป์าเปน 
และสารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอสท่ีสกดัไดจ้ากไส้ และตบัอ่อนของไก่ คือกรดไฮยาลูโรนิก 

 
ข้อเสนอแนะ 

 
  ในการใชส้ารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอสจากไส้ และตบัอ่อนของไก่ ยอ่ยหงอนไก่ให้
ไดป้ริมาณกรดไฮยาลูโรนิกสูงสุด ควรศึกษาสภาวะการยอ่ย ไดแ้ก่ 
 
  1.  ศึกษาปัจจยั เช่น สารยบัย ั้ง ท่ีจะส่งผลต่อการท างานของสารสกดัเอนไซม์ 
 
  2.  ศึกษาหาปริมาณเอนไซมต่์อสารตั้งตน้ท่ีเหมาะสม  
 
  3.  ศึกษาระยะเวลาการยอ่ยท่ีเหมาะสม 
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การวเิคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของหงอนไก่ (AOAC, 2000) 
 
1.  วเิคราะห์ปริมาณความช้ืน (วธีิอบโดยตรง) 
 
 1.1  วธีิวเิคราะห์ 
 
        1.1.1  ชัง่ตวัอยา่งประมาณ 2-3 กรัม (ทศนิยม 4 ต าแหน่ง) ในถว้ยอลูมิเนียมท่ีมีฝาปิด
ซ่ึงอบท่ี 105 องศาเซลเซียส ท าใหเ้ยน็ในโถดูดความช้ืน และชัง่ใหท้ราบน ้าหนกัท่ีแน่นอนแลว้ 
 

       1.1.2  อบตวัอยา่งใหแ้หง้ในตูอ้บไฟฟ้าท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 
ชัว่โมง 

 
       1.1.3  ปิดฝา แลว้น าออกมาท าใหเ้ยน็ในโถดูดความช้ืน จนถึงอุณหภูมิหอ้ง แลว้ชัง่

น ้าหนกั  
 
       1.1.4  น าไปอบซ ้ าอีกคร้ัง คร้ังละ 30 นาที จนกระทัง่ผลต่างของน ้าหนกัท่ีชัง่ได ้2 คร้ัง 

ติดต่อกนั ต่างกนัไม่มากกวา่ 0.001 กรัม แลว้น าไปค านวณดงัสมการท่ี 2 
         
 1.2  วธีิค านวณ  
   
        ปริมาณความช้ืนของตวัอยา่ง (เปอร์เซ็นต์)  = 100 x w   (2) 
              W 
  w = น ้าหนกัของตวัอยา่งท่ีหายไป (กรัม) 
  W = น ้าหนกัของตวัอยา่งท่ีใช้ (กรัม) 
  
2.  วเิคราะห์ปริมาณโปรตีน (วธีิเคลดาล) 
 
 2.1  สารเคมี 
 
        2.1.1  คอปเปอร์ซลัเฟต 
        2.1.2  โปแตสเซียมซลัเฟต 
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        2.1.3  กรดซลัฟูริกเขม้ขน้ 
        2.1.4  สารละลายกรดบอริก ความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์(เตรียมโดยใชน้ ้าร้อน) 
        2.1.5  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์ความเขม้ขน้ 40 เปอร์เซ็นต์ 
        2.1.6  กรดซลัฟูริก ความเขม้ขน้ 0.1 นอร์มลั 
        2.1.7  มิกซ์ อินดิเคเตอร์         
 

2.2  การ standardize สารละลายกรดซลัฟูริกมาตรฐาน ความเขม้ขน้ 0.1 นอร์มลั 
        
       2.2.1  ชัง่แอนไฮดรัส โซเดียมคาร์บอเนต ประมาณ 5 กรัม ใส่ในโกร่ง แลว้บดให้

ละเอียด แลว้น าไปอบท่ีอุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส นาน 2 ชัว่โมง แลว้ทิ้งใหเ้ยน็ในโถดูดความช้ืน 
 
       2.2.2   ชัง่แอนไฮดรัส โซเดียมคาร์บอเนต ท่ีอบแลว้มา 0.13 กรัม อยา่งละเอียด ใส่ใน

ขวดรูปชมพู ่เติมน ้ากลัน่ 20 มิลลิลิตร แลว้หยดอินดิเคเตอร์ 2-3 หยด แลว้น าไปไทเทรทกบักรดซลั
ฟูริก ความเขม้ขน้ 0.1 นอร์มลั จนสารละลายเปล่ียนเป็นสีชมพ ูใหจ้ดเป็นปริมาตร A1 

 
       2.2.3  น าสารละลายไปตม้จนเดือด (ใชเ้วลาประมาณ 2-3 นาที) สารละลายจะเปล่ียน 

เป็นสีเขียว ทิ้งใหเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง แลว้น าไปไทเทรทกบักรดซลัฟูริก จนสารละลายเปล่ียนเป็นสี
ชมพอีูกคร้ัง จดปริมาตรเป็น A2 แลว้น าไปค านวณหาความเขม้ขน้ของสารละลายกรดซลัฟูริก ดงั
สมการท่ี 3 
 
ความเขม้ขน้ของกรดซลัฟูริก (โมลาร์) =  2000 x น ้าหนกัของโซเดียมคาร์บอเนต (กรัม) (3) 
             น ้าหนกัโมเลกุลของโซเดียมคาร์บอเนต x (A1 + A2) 
  
 2.3  วธีิวเิคราะห์ 
 
        2.3.1  ชัง่ตวัอยา่ง 0.5-1 กรัม ลงในหลอดยอ่ยโปรตีน (เคดาลฟลาสค)์ 
 
        2.3.2  ใส่ตวัเร่งปฏิกิริยา คอปเปอร์ซลัเฟต 0.5 กรัม โปแตสเซียมซลัเฟต 9.5 กรัม และ
เติมกรดซลัฟูริก 20 มิลลิลิตร 
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        2.3.3  น าไปยอ่ยบนเตาไฟฟ้า ท่ีต่ออยูก่บัชุดดกัจบัไอกรด ใหค้วามร้อนจนสารละลาย
ตวัอยา่งไม่มีฟอง และสารละลายใส ทิ้งใหเ้ยน็ (< 25 องศาเซลเซียส) จากนั้นเติมน ้ากลัน่ 75 
มิลลิลิตร ลงในแต่ละหลอด แลว้น าไปกลัน่ 
 
        2.3.4  น าขวดรูปชมพู ่ซ่ึงบรรจุ กรดบอริกความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 25 
มิลลิลิตร ไปตั้งท่ีต าแหน่งรองรับของเคร่ืองกลัน่ และใส่หลอดยอ่ยเขา้กบัเคร่ืองกลัน่ ใชเ้วลาในการ
กลัน่ 2-3 นาที หรือใหมี้ปริมาตรเพิ่มข้ึน 100 มิลลิลิตร 
 
        2.3.5  น าขวดรูปชมพู่รองรับ มาหยดมิกซ์ อินดิเคเตอร์ 2-3 หยด แลว้น าไปไทเทรทกบั 
กรดซลัฟูริก ความเขม้ขน้ 0.1 นอร์มลั จนไดสี้เทา จดปริมาตร แลว้น าไปค านวณในสมการท่ี 4, 5 
  
 2.4  วธีิค านวณ 
 
  % ไนโตรเจน =  ((T-B) x 14.007 x 100 x N) / w   (4) 
  % โปรตีน (น ้าหนกัเปียก) =  % ไนโตรเจน x 6.25   (5)  
   
               T = ปริมาตรของกรดซลัฟูริกมาตรฐานท่ีใชใ้นการไทเทรทตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) 
  B = ปริมาตรของกรดซลัฟูริกมาตรฐานท่ีใชใ้นการไทเทรทแบลงค ์(มิลลิลิตร) 
  N = ความเขม้ขน้ของกรดซลัฟูริกมาตรฐาน 
  w = น ้าหนกัของตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) 
 
3.  วเิคราะห์ปริมาณไขมัน (ซอกเทก็ซ์) 
 
 3.1  สารเคมี 
         
        3.1.1  ปิโตรเลียมอีเธอร์          
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 3.2  วธีิวเิคราะห์ 
 
        3.2.1  ชัง่ตวัอยา่งท่ีอบจนแหง้ และบดเป็นเน้ือเดียวกนับนกระดาษกรอง ประมาณ 3-4 
กรัม (ทราบน ้าหนกัแน่นอน) แลว้ใส่ลงใน thimble จากนั้นน าไปใส่ใน thimble holder แลว้น าเขา้
เคร่ืองสกดั 
 
        3.2.2  ชัง่น ้าหนกั extraction cups ท่ีผา่นการอบแหง้แลว้ แลว้เติมปิโตรเลียมอีเธอร์ 
ประมาณ 50 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปใส่ใน extraction cups holder แลว้น าไปใส่ในเคร่ืองสกดั 
 
        3.2.3  เร่ิมสกดั โดยใชเ้วลาสกดั 20 นาที แลว้ท าการ rinsing นาน 10 นาที เม่ือครบตาม
เวลา ท าการ evaporation เพื่อก าจดัปิโตรเลียมอีเธอร์ 
 
        3.2.4  น า extraction cups ท่ีมีไขมนัจากตวัอยา่ง ไปอบไล่ตวัท าละลายใหห้มด แลว้
น ามาท าใหเ้ยน็ในโถดูดความช้ืน จากนั้นน ามาชัง่น ้าหนกั แลว้น าไปค านวณในสมการท่ี 6 
 
 3.3  วธีิค านวณ 
 
  น ้ามนั (เปอร์เซ็นต์) = W3 - W2  x 100    (6) 
     W1 
   
              W1 = น ้าหนกัตวัอยา่งท่ีอบแหง้แลว้ (กรัม) 
  W2 = น ้าหนกั extraction cups เปล่า ซ่ึงอบแหง้แลว้ (กรัม) 
  W3 = น ้าหนกั extraction cups ท่ีมีน ้ามนัจากตวัอยา่ง (กรัม) 
 
4.  วเิคราะห์ปริมาณเถ้า 
 
 4.1  วธีิวเิคราะห์ 

        
       4.1.1  ชัง่ตวัอยา่ง 3-5 กรัม ในถว้ยกระเบ้ืองเคลือบท่ีเผาและชัง่น ้าหนกัแลว้ ใหไ้ด ้

น ้าหนกัท่ีแน่นอน แลว้น าไปเผาดว้ยไฟอ่อนจนหมดควนั 
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        4.1.2  น ามาเผาในเตาเผาไฟฟ้าท่ีอุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส จนไดเ้ถา้สีขาวหรือสีเทา 
ประมาณ 2-3 ชัว่โมง แลว้น าออกมาใส่โถดูดความช้ืน ทิ้งใหเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง แลว้น าไปชัง่ 
 

       4.1.3  เผาตวัอยา่งซ ้ านานคร้ังละ 30 นาที จนกระทัง่ผลต่างของน ้าหนกัท่ีชัง่ได ้2 คร้ัง  
ติดต่อกนั ต่างกนัไม่เกิน 0.001 กรัม แลว้น าไปค านวณในสมการท่ี 7 
  
 4.2  วธีิค านวณ 
 

 ปริมาณเถา้ (เปอร์เซ็นต์)  = 100 x  (W2 – W)    (7) 
      (W1 – W) 

 
               W = น ้าหนกัของถว้ยกระเบ้ืองเคลือบ (กรัม) 

 W1 = น ้าหนกัของถว้ยกระเบ้ืองเคลือบและตวัอยา่งก่อนเผา (กรัม) 
 W2 = น ้าหนกัของถว้ยกระเบ้ืองเคลือบและตวัอยา่งหลงัจากเผา (กรัม) 

 
 
5.  วเิคราะห์ปริมาณคาร์โบไฮเดรต 

        
หกัลบจาก 100 เปอร์เซ็นต ์ดงัสมการท่ี 8 

 
คาร์โบไฮเดรต  (เปอร์เซ็นต์) = 100 – (% โปรตีน + % ไขมนั + % ความช้ืน + % เถา้)  (8) 
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ภาคผนวก  ข 
การวเิคราะห์ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก 
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1.  การวเิคราะห์ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก 
  
 วเิคราะห์ในรูปกรดยโูรนิก โดยใชว้ธีิคาร์บาโซล (ดดัแปลงจาก Bitter and Muir, 1962)  
 
 1.1  สารเคมี 
 
        1.1.1  สารละลายโซเดียม เตตระบอเรต ความเขม้ขน้ 0.025 โมลาร์ ในกรดซลัฟูริก
เขม้ขน้ เตรียมโดยชัง่โซเดียม เตตระบอเรต 0.953 กรัม ละลายในกรดซลัฟูริกเขม้ขน้ ทิ้งไวข้า้มคืน 
เพื่อใหเ้กิดการละลายอยา่งสมบูรณ์ แลว้ปรับปริมาตรดว้ยกรดซลัฟูริกเขม้ขน้ในขวดปรับปริมาตร
ขนาด 100 มิลลิลิตร (เตรียมล่วงหนา้ 1 วนั ก่อนใช)้ 
 
        1.1.2  สารละลายคาร์บาโซล ความเขม้ขน้ 0.125 เปอร์เซ็นต ์เตรียมโดยชัง่คาร์บาโซล 
0.125 กรัม ละลายในแอลกอฮอลบ์ริสุทธ์ิ (เอธทานอล) แลว้ปรับปริมาตรดว้ยแอลกอฮอลบ์ริสุทธ์ิ
ในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 
 
        1.1.3  สารละลายมาตรฐานดี-กลูคิวโรโนแล็กโทน ความเขม้ขน้ 50 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร 
  
 2.2  วธีิวเิคราะห์ 
 
        เติมสารละลายโซเดียม เตตระบอเรต ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง ซ่ึง
บรรจุอยูใ่นอ่างน ้าแขง็ จากนั้นเติมสารละลายมาตรฐาน หรือสารตวัอยา่งท่ีตอ้งการทดสอบ 0.5 
มิลลิลิตร ลงบนผวิหนา้ของสารละลายอยา่งระมดัระวงั ตั้งทิ้งไว ้10 นาที น าออกมาผสมดว้ยเคร่ือง
ผสมสารอยา่งรวดเร็ว เพื่อใหส้ารเป็นเน้ือเดียวกนั แลว้น าไปใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 100 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และท าใหเ้ยน็ในอ่างน ้าแขง็ เม่ือสารละลายเยน็ลง เติมสารละลาย       
คาร์บาโซล 0.1 มิลลิลิตร บนผวิหนา้ และผสมดว้ยเคร่ืองผสมสารทนัที แลว้น าไปใหค้วามร้อนท่ี 
100 องศาเซลเซียส อีกคร้ัง เป็นเวลา 15 นาที ท าใหเ้ยน็โดยแช่ในอ่างน ้าแขง็ แลว้น ามาแช่ในอ่างน ้า
อุณหภูมิหอ้ง ก่อนน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 530 นาโนเมตร (ใช ้ดี-กลูคิวโรโนแล็กโทน เป็น
สารมาตรฐาน) 
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2.  การสร้างกราฟมาตรฐานของ ดี-กลูคิวโรโนแลก็โทน 
 
 เตรียมสารละลาย ดี-กลูคิวโรโนแล็กโทน ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 50 ไมโครกรัม/ มิลลิลิตร 
 

 
 

ภาพผนวกที ่ข1  กราฟมาตรฐานของ ดี-กลูคิวโรโนแล็กโทน y = 0.0315x และ R2 = 0.9930 
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ภาคผนวก ค 
การวเิคราะห์ค่ากิจกรรม และปริมาณโปรตีน ของสารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอส 

จากไส้ และตบัอ่อนของไก่ 
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1.  การวเิคราะห์กจิกรรมเอนไซม์โปรติเอส (ดดัแปลงจาก Cupp-Enyard, 2008) 
  
 1.1  สารเคมี 
         
        1.1.1  โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ 
        1.1.2  ไกลซีนบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ 
        1.1.3  สารละลายเคซีน ความเขม้ขน้ 0.65 เปอร์เซ็นต์ (ละลายในบฟัเฟอร์ โดยใหค้วาม
ร้อนบฟัเฟอร์จนมีอุณหภูมิประมาณ 70 องศาเซลเซียส แลว้ค่อยๆ เติมเคซีน เม่ืออุณหภูมิถึง 80 
องศาเซลเซียส เร่ิมจบัเวลา 10 นาที ควรคุมอุณหภูมิไม่ใหเ้กิน 85 องศาเซลเซียส) 
        1.1.4  สารละลายกรดไตรคลอโรอะซีติก ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต์ 
        1.1.5  สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต ความเขม้ขน้ 500 มิลลิโมลาร์ (ใชโ้ซเดียม
คาร์บอเนต แอนไฮดรัส) 
        1.1.6  สารละลายโฟลิน-ซีโอเคาทูลฟีนอล ความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิโมลาร์ 
        1.1.7  สารละลายไทโรซีน ความเขม้ขน้ 1.1 มิลลิโมลาร์  
 
 1.2  วธีิวเิคราะห์ 
 
        การวเิคราะห์กิจกรรมของสารสกดัหยาบของเอนไซมโ์ปรติเอส ท าโดยใชส้ารละลาย 
เคซีนเป็นสารตั้งตน้ โดยเติมเคซีน หลอดละ 5 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 5 
นาที จากนั้นเติมสารละลายเอนไซม ์(ละลายเอนไซมผ์ง 5 มิลลิกรัม ในสารละลายบฟัเฟอร์ 5 
มิลลิลิตร) หลอดละ 1 มิลลิลิตร (ยกเวน้หลอดแบลงค์) บ่มเป็นเวลา 10 นาที หยดุปฏิกิริยาโดยเติม
กรดไตรคลอโรอะซีติก ทุกหลอดหลอดละ 5 มิลลิลิตร แลว้เติมสารละลายเอนไซมใ์นหลอดแบลงค ์
เพื่อใหทุ้กหลอดมีปริมาตรเท่ากนั และบ่มสารละลายทั้งหมดต่อไปอีก 30 นาที เม่ือครบตามเวลา 
น ามากรองดว้ยกระดาษกรอง เบอร์ 4 และดูดส่วนใสมาหลอดละ 2 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลาย
โซเดียมคาร์บอเนต หลอดละ 5 มิลลิลิตร และเติมสารละลายโฟลิน-ซีโอเคาทูลฟีนอล หลอดละ 1 
มิลลิลิตร ทนัที แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เม่ือครบตามเวลา ท าใหเ้ยน็
ท่ีอุณหภูมิหอ้ง และน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ืองวดัค่า
การดูดกลืนแสง (ใชไ้ทโรซีน เป็นสารมาตรฐาน) 
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        การวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซมป์าเปนท าตามวธีิขา้งตน้ แต่มีการเติม ซีสเตอีน 
ไฮโดรคลอไรด ์ความเขม้ขน้ 0.005 โมลาร์ และกรดเอทธิลีนไดอะมีนเตตระอะซิติก (EDTA) ความ
เขม้ขน้ 0.005โมลาร์ เพิ่มลงไป โดยวเิคราะห์ท่ี พีเอช 6.5, 65 องศาเซลเซียส 
 
2. การสร้างกราฟสารมาตรฐานไทโรซีน 
  
 เตรียมสารละลายไทโรซีนความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 1.1 มิลลิโมลาร์ 
 

 
 
ภาพผนวกที ่ค1  กราฟมาตรฐานของไทโรซีน y = 1.4599x และ R2 = 0.9998 
 
3.  การค านวณกจิกรรมเอนไซม์ 
  
 น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีวดัได ้แทนค่าในสมการของกราฟมาตรฐาน จะไดป้ริมาณไทโรซีน
ท่ีเกิดข้ึน ในหน่วยไมโครโมลาร์ (X1) และแทนค่าในสมการท่ี 9 จะไดกิ้จกรรมเอนไซม ์ในหน่วย    
ยนิูต/มิลลิลิตร เอนไซม ์(X2) 
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 กิจกรรมเอนไซม ์(ยนิูต/มิลลิลิตร)  =   X1 ×  11     (9) 
           1×  10 ×  2 
  
 X1 =  ปริมาณไทโรซีน (ไมโครโมล) 
 11 =  ปริมาณสารทั้งหมด (มิลลิลิตร) 
 1 =  ปริมาณเอนไซม ์(มิลลิลิตร) 
 10 =  เวลาในการท าปฏิกิริยา (นาที) 
 2 =  ปริมาณสารละลายท่ีใชใ้นการวดัค่าการดูดกลืนแสง (มิลลิลิตร) 
 
 จากนั้นน าค่า X2 คูณดว้ย ปริมาณบฟัเฟอร์ (มิลลิลิตร) ท่ีใชใ้นการเจือจางเอนไซม ์จะไดค้่า
กิจกรรมในหน่วย ยนิูต จากนั้นคิดใหอ้ยูใ่นหน่วย ยนิูต/มิลลิกรัม เอนไซมผ์งแหง้ โดยเทียบจาก
ปริมาณเอนไซมท่ี์ใชเ้ร่ิมตน้ (มิลลิกรัม)   
 
 การคิดกิจกรรมเอนไซมส์ัมพทัธ์ ค  านวณโดยใหค้่ากิจกรรมสูงสุด มีค่าเท่ากบั 100 
เปอร์เซ็นต ์และคิดค่าอ่ืนเทียบจาก 100  
 
4.  การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีน (Lowry et al., 1951) 
  
 4.1  สารเคมี 
         
        4.1.1  complex-forming reagent: เตรียมก่อนใชท้นัที 
      สารละลาย A = โซเดียมคาร์บอเนต ความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อ
ปริมาตร) ในน ้ากลัน่ 
      สารละลาย B = คอบเปอร์ซัลเฟต เพนตะไฮเดรต ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์
(น ้าหนกัต่อปริมาตร) ในน ้ากลัน่ 
      สารละลาย C = โซเดียม โพแทสเซียม ทาร์เทรต ความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์
(น ้าหนกัต่อปริมาตร) ในน ้ากลัน่ 
        4.1.2  โซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเขม้ขน้ 2 นอร์มลั  
        4.1.3  สารละลายโฟลิน-ซีโอเคาทูลฟีนอล ความเขม้ขน้ 1 นอร์มลั 
        4.1.4  สารละลายมาตรฐานโบไวน์ซีร่ัมอลับูมิน ความเขม้ขน้ 2,000 ไมโครกรัม/ 
มิลลิลิตร 
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 4.2  วธีิวเิคราะห์ 
         
        ดูดสารละลายตวัอยา่งหรือสารละลายมาตรฐานมา 0.3 มิลลิลิตร แลว้เติมสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด ์ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที และท าใหเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง จากนั้นเติม complex-forming reagent ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 
ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 10 นาที สุดทา้ยเติมสารละลายโฟลิน-ซีโอเคาทูลฟีนอล ปริมาตร 0.3 
มิลลิลิตร ทิ้งไวเ้ป็นเวลา 30 นาที (แต่ไม่เกิน 60 นาที) และน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 550 นาโนเมตร (ความเขม้ขน้ของสารละลายอยูใ่นช่วง 100-2,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ใช้
โบไวน์ซีร่ัมอลับูมิน เป็นสารมาตรฐาน) 
 

5.  การสร้างกราฟมาตรฐานของ โบวายซีร่ัมแอลบูมิน 
 
 เตรียมสารละลายโบไวน์ซีร่ัมอลับูมิน ความเขม้ขน้ 2,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
 

 
 
ภาพผนวกที ่ค2  กราฟมาตรฐานของโบวายเซร่ัมแอลบูมิน y = 0.0007x และ R2 = 0.9867 
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ภาคผนวก ง 
การวเิคราะห์กรดไฮยาลูโรนิก เทียบกบัสารมาตรฐานกรดไฮยาลูโรนิก 
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1.  อเิลก็โตรโฟรีซีสแบบเซลลูโลสอะซิเตท (cellulose acetate electrophoresis) (Nakano et al., 
1994) 
  
 1.1  สารเคมี 
       
        1.1.1  บฟัเฟอร์ พีเอช 3.5 (ไพริดีน:กรดอะซีติก:น ้ากลัน่ ในอตัราส่วน 1:9:115) 
        1.1.2  สารละลายกรดอะซีติก ความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต์         
        1.1.3  สารละลายกรดอะซีติก ความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต์ ท่ีประกอบดว้ยสารละลาย
โซเดียม เอไซด ์ความเขม้ขน้ 0.02 เปอร์เซ็นต์         
        1.1.4  สารละลายแอลเชียน บลู 8 จีเอก็ซ์ ความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต์ (เตรียมโดยใช้
สารละลายในขอ้ 1.1.3) 
        1.1.5  สารละลายมาตรฐานกรดไฮยาลูโรนิก  
 
 1.2  วธีิวเิคราะห์ 
 
        อิเล็กโตรโฟรีซีสแบบเซลลูโลสอะซิเตท ท าโดยดดัแปลงวธีิจาก Nakano et al. (1994) 
เร่ิมตน้จากการแช่แผน่เซลลูโลสอะซิเตท (Titan III, 60 x 76 mm, Helena Laboratories) ในบฟัเฟอร์ 
พีเอช 3.5 อยา่งนอ้ย 30 นาที และรินบฟัเฟอร์ลงในแชมเบอร์ จากนั้นบรรจุตวัอยา่ง และสาร
มาตรฐานลงในช่องบรรจุสารละลาย กดแอพพลิเคเตอร์ลงในช่องบรรจุสาร และน ามากดบนแผน่
เซลลูโลสอะซิเตท แลว้น าแผน่ตวักลางมาวางพาดใน แชมเบอร์ เปิดเคร่ืองจ่ายกระแสไฟฟ้า 150 
โวลต ์นาน 45 นาที น าแผน่เซลลูโลสอะซิเตท มายอ้มสีดว้ยสารละลายแอลเชียน บลู 8 จีเอก็ซ์ 
ความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต ์ในกรดอะซีติก ความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต ์ท่ีประกอบดว้ยโซเดียม   
เอไซด ์ความเขม้ขน้ 0.02 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 5 นาที และลา้งสียอ้มดว้ย กรดอะซีติก ความเขม้ขน้ 
0.1 เปอร์เซ็นต ์นาน 2 นาที และอบท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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2.  ฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอนิฟราเรด สเปกโตรสโคปี  
  
 2.1  สารเคมี 
         
        2.1.1  เอธทานอลบริสุทธ์ิ 
   
 2.2  วธีิวเิคราะห์ 
         
        2.2.1  หยดสารละลายมาตรฐาน หรือสารละลายตวัอยา่ง ประมาณ 0.5 มิลลิลิตร ลงบน
แผน่แบเรียมฟลูออไรด์ (BaF2) แลว้เป่าใหแ้หง้ดว้ยเคร่ืองเป่าลม ท าซ ้ าแบบเดิมประมาณ 3 คร้ัง 
เพื่อใหต้วัอยา่งเขม้ขน้ข้ึน จากนั้นประกบดว้ยแผน่แบเรียมฟลูออไรด์ อีกแผน่หน่ึง 
 
         2.2.2  วดัค่า transmittance ดว้ยเคร่ืองฟูเรียทรานสฟอร์มอินฟราเรด สเปกโตรมิเตอร์ 
ในโหมด ATR ช่วง Mid-IR (Wavenumber 4000-800 cm−1) 
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ประวตัิการศึกษาและการท างาน 
 

ช่ือ     นางสาวพิมพพ์ร ศรีสันติแสง 
เกดิวนัที่    11 ธนัวาคม 2529 
สถานทีเ่กดิ   กรุงเทพมหานคร 
ประวตัิการศึกษา   วท.บ. (วศิวกรรมอาหาร) มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
     ภาควชิาวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยกีารอาหาร 
     คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
ต าแหน่งหน้าทีก่ารงานในปัจจุบัน  - 
สถานทีท่ างานปัจจุบัน   - 
ผลงานดีเด่นและ/หรือรางวลัทางวชิาการ - 
ทุนการศึกษาทีไ่ด้รับ  ไดรั้บการสนบัสนุนทุนวจิยัจากส านกังานกองทุนสนบัสนุนการ
     วจิยั (สกว.) ฝ่ายอุตสาหกรรมในโครงการ IRPUS ประจ าปี 
     2551 ในหวัขอ้เทคนิควจิยัเร่ือง เคร่ืองด่ืมจากเวย์โปรตีน 
     (Whey Protein Beverage) 
 
    ไดรั้บการสนบัสนุนทุนวจิยัจากส านกังานกองทุนสนบัสนุนการ
    วจิยั (สกว.) ในโครงการทุนวจิยัมหาบณัฑิต สกว. สาขา 
    วทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ีภายใตโ้ครงการเช่ือมโยงภาคการ
    ผลิตกบังานวจิยั ทุน สกว.-อุตสาหกรรม ประจ าปี 2553 ในหวัขอ้
    วทิยานิพนธ์เร่ือง การสกดักรดไฮยาลูโรนิกจากหงอนไก่ ดว้ย
    สารสกดัหยาบของเอนไซม ์จากไส้และตบัอ่อนของไก่  
    (Extraction of Hyaluronic Acid from Chicken Comb by Crude 
    Enzyme Extract from Chicken Intestine and Pancreas) 

 


