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เจละตินเป็นโปรตีนที่ได้จากการไฮโดรไลซ์โปรตีนคอลลาเจนด้วยกรดหรือด่าง ซึ่งมักได้จากเนื้อเยื่อ

เกี่ยวพันของสัตว์เล้ียงลูกด้วยนมโดยเฉพาะสุกรและวัว และได้จากปลา เจละตินที่มาจากสุกรนั้นถือว่าเป็นส่ิง
ต้องห้ามทางศาสนาอิสลาม ส่วนเจละตินจากวัวจะต้องได้จากวัตถุดิบที่ผ่านการเชือดถูกต้องตามหลักศาสนา
อิสลาม ท าให้เจละตินปลาได้รับความสนใจมากขึ้นเพื่อทดแทนเจละตินทั้งสองชนิด ปัจจุบันมีอุตสาหกรรมหลาย
ประเภทท่ีนิยมใช้เจละติน โดยเฉพาะอุตสาหกรรมอาหารได้แก่ ผลิตภัณฑ์นม เยลล่ี และผลิตภัณฑ์อาหารเสริม 
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธีการสกัดเจละตินจากตัวอย่างอาหารและศึกษาความแตกตา่งของเจละตนิ
จากสตัว์เล้ียงลูกด้วยนมและปลา โดยการพัฒนาวิธีการสกัดเจละติน จากตัวอย่างอาหารจ าลองคือวุ้นเจละติน
สุกร และนมยูเอชทีรสจืดผสมเจละตินสุกร โดยใช้เอธานอลและกรดอะซิติกในการตกตะกอน ส่วนการศึกษา
ความแตกต่างของเจละตินด้วยเทคนิค LC/MS/MS นั้น พบ marker ion ของเจละตินสุกรเป็น 915 และ 1044 
m/z เมื่อท า ms/ms ของ ion ทั้งสอง พบว่า ion ที่ 915 m/z สามารถแตกตัวได้เป็น 342, 568, 681 และ 897 m/z  
ส่วน ion ที่ 1044 m/z สามารถแตกตัวได้เป็น 471, 697, 810, 897 และ 1026 m/z จากการน าตะกอนที่สกัดได้
ในขั้นตอนแรกมายืนยันด้วยเทคนิค LC/MS/MS พบ marker ion เป็น 915 และ 1044 m/z ที่มีลักษณะเดียวกับ    
เจละตินที่ไม่ผ่านการสกัด เมื่อน าเทคนิคดังกล่าวมาศึกษา marker ion ของเจละตินวัวและปลา พบว่า เจละติน
จากวัวมีลักษณะสเปคตรัมที่คล้ายคลึงกับเจละตินสุกรคือพบ marker ion ที่ 915 และ 1044 m/z แต่มีความเข้ม
หรือ S/N ratio ต่ ากว่า และพบว่าพีกของโครมาโทแกรมที่ได้ไม่ชัดเจน ส าหรับเจละตินปลานั้นไม่พบ marker ion 
ดังกล่าว และเมื่อเทคนิคนี้มาวิเคราะห์ตัวอย่างอาหารทางการค้าที่มีส่วนผสมของเจละติน จ านวน 10 ตัวอย่าง 
พบว่ามีสเปคตรัมที่คล้ายคลึงกับเจละตินสุกรและ/หรือวัว จ านวน 8 ตัวอย่าง และพบสเปคตรัมลักษณะเดียวกับ
เจละตินปลา จ านวน 2 ตัวอย่าง จากงานวิจัยนี้สรุปได้ว่าสามารถใช้เอธานอลร่วมกับกรดอะซิติกในการ
ตกตะกอนเจละตินในอาหารทั้งที่มีองค์ประกอบไม่ซับซ้อนและซับซ้อน โดยไม่ท าลายเจละตินที่สนใจ และจาก
การศึกษา marker ion ของเจละตินจากสุกร วัว และปลาด้วยเทคนิค LC/MS/MS สามารถแยกความแตกต่าง
ระหว่างเจละตินจากสัตว์เล้ียงลูกด้วยนมได้แก่ สุกรและวัว ออกจากเจละตินปลาได้อย่างชัดเจน 
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 Gelatin is a protein derived from hydrolyzed collagen found within mammalian tissues, 
especially from porcine and bovine. Since porcine-based gelatin are forbidden by the Islamic 
rules and bovine must be slaugthered by Islamic law, fish gelatin is highly concern as a 
replacement for mammalian gelatin however, it is still limited in terms of quality and price. 
Currently, gelatin has been widely used in many industries.  Examples of the common uses of 
gelatin by the food industries are jelly, milk products and food supplement. This study aims to 
develop a method for extracting gelatin and determine gelatin derived from porcine, bovine 
and fish using LC/MS/MS. Jellies and UHT plain milk containing gelatin were used as models 
for developing gelatin extraction method with 95% ethanol and acetic acid. A method was 
developed to hydrolyse gelatin, followed by detection of the marker ion at 915 m/z and 1044 
m/z. Under the ms / ms, the ion at 915 m/z fragmented into 342, 568, 681 and 897 m/z  while 
the ion at 1044 m / z fragmented into 471, 697, 810, 897 and 1026 m/z. The marker ion found 
for bovine gelatin was 915 and 1044 m / z but  the intensity or S / N ratio were lower. However, 
the marker ion for fish gelatin was not found. This technique has been used to detect 10 
samples of food products containing gelatin, 8 samples were found to be similar to porcine or 
bovine gelatins and 2 samples were similar to fish gelatin. The gelatin in food products can be 
extracted using absoluted ethanol and acetic acid in this study. The marker ion of the gelatin 
used in this study can distinguish between the mammalian gelatin namely porcine and bovine 
from fish gelatin. 
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บทที่ 1 
 

บทน า 
 
ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 

ปัจจุบันอุตสาหกรรมอาหารฮาลาลเป็นที่ต้องการเป็นอย่างมากทั้งในประเทศและ
ต่างประเทศ  เพราะฉะนั้นการพัฒนาและยกระดับมาตรฐานอุตสาหกรรมฮาลาลจึงเป็นสิ่งที่ส าคัญ 
เพื่อสร้างความเชื่อมั่นและท าให้เกิดการยอมรับผลิตภัณฑ์ การน าวิทยาศาสตร์มาประยุกต์ใช้ใน
อุตสาหกรรมฮาลาลจึงเป็นเรื่องส าคัญที่จะป้องกันการปนเปื้อนหะรอมที่มาจากวัตถุดิบและ
ผลิตภัณฑ์ เนื่องจากวัตถุดิบที่น ามาประกอบอาหารในปัจจุบันนั้น ถูกแปรสภาพไปจากเดิมจนไม่
สามารถที่จะมองได้ด้วยตาเปล่าว่ามีต้นก าเนิดมาจากแหล่งใด จึงมีอยู่บ่อยครั้งที่มีการน าเอา
วัตถุดิบทีผ่ิดหลักศาสนาอิสลามมาใช้ในกระบวนการผลิตอาหารด้วยความเข้าใจผิดหรือไม่รู้ เมื่อมี
การก าหนดมาตรฐานอาหารต่างๆว่าวัตถุบางชนิดเป็นสิ่งต้องห้าม ซึ่งรวมถึงอนุพันธ์หรือสิ่งที่ผลิต
ได้จากต้นตอนั้นย่อมเป็นสิ่งต้องห้ามด้วย  

 
เจละตินนับเป็นวัตถุดิบชนิดหนึ่งที่อาจมีปัญหาในการใช้ในอุตสาหกรรมฮาลาล เนื่องจาก    

เจละตินเป็นโปรตีนที่ได้จากการไฮโดรไลซ์โปรตีนคอลลาเจนที่สกัดได้จากเนื้อเยื่อเกี่ยวพันของสัตว์
เลี้ยงลูกด้วยนมได้แก่ สุกร  วัว เป็นต้น และจากปลา เจละตินที่มาจากสุกรนั้นถือว่าเป็นสิ่ง
ต้องห้ามทางศาสนาอิสลาม ส่วนเจละตินจากวัวจะต้องได้จากวัตถุดิบที่ผ่านการเชือดถูกต้องตาม
หลักศาสนาอิสลาม ท าให้เจละตินจากปลาได้รับความสนใจมากขึ้นเพื่อทดแทนเจละตินทั้งสอง
ชนิด แต่เจละตินปลามีคุณภาพที่ด้อยกว่าและราคาแพงกว่าจึงต้องเฝ้าระวังการปนเปื้อนเจละติน
จากสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมในเจละตินปลา ปัจจุบันมีอุตสาหกรรมหลายประเภทที่น าเจละตินไปใช้
ประโยชน์ ทั้งอุตสาหกรรมอาหาร ยาและเครื่องส าอาง โดยเฉพาะอุตสาหกรรมอาหารที่นิยมน า   
เจละตินมาใช้ในผลิตภัณฑ์ต่างๆเช่น เยลลี่ ผลิตภัณฑ์นม ผลิตภัณฑ์อาหารเสริม เป็นต้น การใช้
กระบวนการทางนิติวิทยาศาสตร์ในการวิเคราะห์เจละตินนั้นมีหลายวิธี ได้แก่ เทคนิคการ
ตกตะกอนด้วย Picric acid (AOAC, 1996) ซึ่งสามารถบอกได้ว่าตัวอย่างมีการปนเปื้อนเจละติน
โดยพิจารณาจากผลของความขุ่นและตะกอนที่เกิดขึ้น อีกวิธีหนึ่งเป็นการวิเคราะห์ปริมาณไฮดรอก
ซีโพรลีนซึ่งเป็นกรดอะมิโนหลักที่พบในเจละติน (AOAC, 1996) อย่างไรก็ตามทั้งสองเทคนิคนี้ไม่
สามารถบอกแหล่งที่มาของเจละตินได้ 
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การศึกษาวิธีการแยกความแตกต่างของเจละตินต่างชนิดกันจึงเป็นเรื่องที่ได้รับความสนใจ 
ในปัจจุบันมีหลายเทคนิคที่ได้ศึกษาและพัฒนาขึ้น ไม่ว่าจะเป็นเทคนิคทางเคมีในการวิเคราะห์
ด้วยแคลเซียมฟอสเฟต (Hidaka และ Liu, 2003) เทคนิคด้าน Chromatography ซึ่งใช้ HPLC ใน
การจ าแนกชนิดของเจละตินโดยใช้ความแตกต่างของรูปแบบกรดอะมิโนในเจละตินมาตรฐานของ
หมู วัว และปลา (ซูไบด๊ะ บุระดาเลง และปิยเนตร จันทรสอน, 2548) แต่ผลที่ได้มีระดับ 
fragmentation ต่ า อาจท าให้ผลการวิเคราะห์ไม่จ าเพาะกับแหล่งที่มาของเจละติน ส่วน Nemati 
และคณะ (2004) ได้ศึกษาความแตกต่าง โดยใช้ HPLC และวิเคราะห์ต่อด้วย PCA (Principal 
Component  Analysis) จึงสามารถแยกความแตกต่างได้ ซึ่งถือว่าเป็นวิธีที่ยุ่งยากส าหรับจะน ามา
วิเคราะห์ต่อในตัวอย่างอาหาร อีกเทคนิคหนึ่งที่สามารถวิเคราะห์ความแตกต่างของเจละตินสุกร
และวัวคือ การใช้ FTIR ในการวิเคราะห์ความแตกต่างของสเปคตรัม และวิเคราะห์ต่อด้วย PCA 
เช่นเดียวกัน (Hashim และคณะ, 2010)  

 
ส าหรับเทคนิคด้าน Liquid Chromatography Mass Spectrometer หรือ LC/MS/MS 

เป็นเทคนิคที่นิยมใช้ในการวิเคราะห์โปรตีน และมีความไวสูง Zhang และคณะ (2009) ได้น า
เทคนิคนี้มาวิเคราะห์หา marker peptide ของเจละตินจากสุกร และวัว แต่อย่างไรก็ตามงานวิจัยนี้
ไม่ได้ศึกษา marker peptide ของเจละตินปลา ซึ่งมีการใช้ในอุตสาหกรรมเช่นกัน  และยังได้สรุป
อีกว่าอาจต้องศึกษาเพิ่มเติมในเจละตินสุกรและวัวพันธุ์อ่ืนๆที่มีแหล่งก าเนิดต่างกัน ซึ่งอาจจะ
ยุ่งยากหากต้องมาวิเคราะห์ในตัวอย่างอาหารต่อไป ในขณะที่ Ocana และคณะ (2004) ได้น า
เทคนิคด้าน LC/MS/MS มาศึกษาเจละตินสุกรแต่ไม่ได้มีวัตถุประสงค์ในการแยกความแตกต่าง 
ดังนั้นงานวิจัยน้ีจึงสนใจที่จะน าเทคนิคดังกล่าวมาศึกษาความแตกต่างของเจละตินทั้ง 3 ชนิด คือ 
สุกร วัว และปลา เพื่อระบุแหล่งที่มาของเจละตินในผลิตภัณฑ์อาหาร 
 
สมมุติฐฐานงานวิจัย  
  
 สามารถสกัดเจละตินจากผลิตภัณฑ์อาหารด้วยเอธานอลและกรดอะซิติก และสามารถ
แยกความแตกต่างของเจละตินจากสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมออกจากเจละตินปลาที่ผ่านการย่อยด้วย
กรดไฮโดรคลอริกโดยใช้เทคนิค LC/MS/MS  
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วัตถุประสงค์งานวิจัย 
 

1. เพื่อพัฒนาวิธีการสกัดเจละตินจากผลิตภัณฑ์อาหาร 
2. เพื่อแยกความแตกต่างของเจละตินจากสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมออกจากเจละตินปลา

ด้วยเทคนิค LC/MS/MS 
3. เพื่อวิเคราะห์ชนิดเจละตินในผลิตภัณฑ์อาหาร 

 
ขอบเขตงานวิจัย 
 

1. พัฒนาวิธีการสกัดเจละตินจากผลิตภัณฑ์วุ้นเจละตินและผลิตภัณฑ์นม 
2. ศึกษาความแตกต่างของเจละตินมาตรฐานจากสุกร วัว และปลา 
3. วิเคราะห์ผลิตภัณฑ์อาหารประเภทวุ้นเจละติน เยลลี่เจละติน และผลิตภัณฑ์นม 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 2 
 

วารสารปริทัศน์ 
 

2.1 อุตสาหกรรมฮาลาล 
 
 ประเทศไทยเป็นประเทศที่มีความอุดมสมบูรณ์ในด้านทรัพยากรธรรมชาติ  ซึ่งเป็นปัจจัย
ส าคัญต่อผลิตผลทางการเกษตรและอาหาร น าไปสู่การส่งออกสินค้าและบริการสู่ตลาด
ต่างประเทศและพึ่งพารายได้จากการส่งออกอย่างมากในการขับเคลื่อนเศรษฐกิจของประเทศ 
ตลาดส่งออกส าคัญของประเทศไทย ได้แก่ สหรัฐอเมริกา สหภาพยุโรป ญี่ปุ่น ผลิตภัณฑ์ส่งออก
ส่วนใหญ่ยังคงเป็นผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรมที่มีมูลค่าเพิ่มให้กับประเทศค่อนข้างต่ าเนื่องจากเป็น
อุตสาหกรรมลักษณะรับจ้างผลิตที่คนไทยมิได้เป็นเจ้าของเทคโนโลยี เป็นต้นว่า อุตสาหกรรมยาน
ยนต์ สิ่งทอ ชิ้นส่วนคอมพิวเตอร์ วงจรไฟฟ้า อัญมณี คิดเป็นมูลค่าสูงถึง 78% ในปี พ.ศ.2550 
ในขณะที่การส่งออกผลิตภัณฑ์ที่มีมูลค่าเพิ่มสูง ได้แก่ ผลิตภัณฑ์จากอุตสาหกรรมอาหารและ
การเกษตร กลับมีมูลค่าต่ าเพียง 16% โดยมีสัดส่วนลดลงมาอย่างต่อเนื่องตลอดระยะเวลาสิบปีที่
ผ่านมา (ศูนย์วิทยาศาสตร์ฮาลาล จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย, 2554) 

 
เมื่อเกิดวิกฤติร้ายแรงทางเศรษฐกิจในกลุ่มประเทศพัฒนาอย่างสหรัฐอเมริกา ตลาด

ส่งออกในประเทศพัฒนาเหล่านี้ทั้งในสหรัฐอเมริกา สหภาพยุโรป ญี่ปุ่น ออสเตรเลีย ส่งผลกระทบ
อย่างกว้างขวางแก่ประเทศที่พึ่งพาการส่งออกไปยังตลาดของประเทศพัฒนาแล้วเหล่านั้น เห็นควร
ที่ประเทศที่พึ่งพาการส่งออกไปยังประเทศพัฒนาเหล่านี้พึงต้ังรับทางเศรษฐกิจด้วยการขยาย
ตลาดภายในประเทศของตนให้สูงขึ้นและด้วยการแสวงหาตลาดใหม่ ซึ่งตลาดฮาลาลทั้งที่เป็น
ผลิตภัณฑ์อาหารและมิใช่อาหารนับเป็นตลาดทางเลือกที่ดีที่สุดเนื่องจากโลกมุสลิม ได้รับ
ผลกระทบจากวิกฤติทางเศรษฐกิจครั้งนี้ต่ าที่สุด การมุ่งสู่ตลาดฮาลาลจึงนับเป็นทางออกที่ดีที่สุด
ส าหรับประเทศไทยในการหลีกเลี่ยงผลกระทบจากวิกฤติเศรษฐกิจครั้งใหม่นี้  (ศูนย์วิทยาศาสตร์  
ฮาลาล จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย, 2554) 

 
การที่ประเทศไทยหันหน้ามาสนใจในผลิตภัณฑ์ฮาลาลนั้น ท าให้ลดการพึ่งพาตลาดหลักที่

เคยมีอยู่ทั้งตลาดสหรัฐอเมริกา สหภาพยุโรป ญี่ปุ่นและตลาดพัฒนาแล้วอ่ืนๆ และเป็นการเพิ่ม
มูลค่าเนื่องจากตลาดฮาลาลของประเทศไทยคือผลิตภัณฑ์ทางอุตสาหกรรมการเกษตรและอาหาร
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ซึ่งให้สัดส่วนก าไรสูงเมื่อเทียบกับผลิตภัณฑ์ทางอุตสาหกรรมอ่ืนๆ หากประเทศไทยมีส่วนแบ่งใน
ตลาดฮาลาลเท่าเทียมกับตลาดอาหารโลกทั้งหมดเช่นที่เป็นอยู่ย่อมหมายความว่าประเทศไทย
จะต้องมีส่วนแบ่งในตลาดฮาลาลระหว่างประเทศ 2% ซึ่งเท่ากับว่าประเทศไทยสูญเสียมูลค่าใน
ตลาดอาหารฮาลาลเท่ากับ 2-0.64 = 1.36% คิดเป็นมูลค่าที่หายไปเท่ากับ 3,612.5 ล้านเหรียญ
สหรัฐ ซึ่งถือเป็นการขาดทุนที่ประเทศไทยมิทันได้คิดเป็นมูลค่ามหาศาล (ศูนย์วิทยาศาสตร์ฮาลาล 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย, 2554) 

 
สิ่งส าคัญท่ีประเทศไทยต้องท า คือพยายามกู้คืนส่วนแบ่งที่หายไปและเพิ่มพูนส่วนแบ่งใน

ตลาดอาหารฮาลาลโลกให้ได้มากกว่า 2% ที่ประเทศไทยได้จากตลาดทั่วไป การด าเนินการเพื่อให้
ได้ตามเป้าประสงค์นี้แม้ท าได้ยากแต่มีความเป็นไปได้ โดยประเทศไทยต้องท าการศึกษาและท า
ความเข้าใจกับลักษณะของตลาดอาหารฮาลาลให้ได้เสียก่อน คู่แข่งที่ยึดครองตลาดอาหารฮาลาล
ระหว่างประเทศมูลค่า 265,000 ล้านเหรียญสหรัฐปัจจุบันนี้ ได้แก่ ประเทศมหาอ านาจทาง
การเกษตรและอุตสาหกรรมการเกษตร ได้แก่  บราซิล ฝรั่ ง เศส เนเธอร์แลนด์ เยอรมนี 
สหรัฐอเมริกา ยูเครน ออสเตรเลีย นิวซีแลนด์ อาร์ เจนตินา ซึ่งล้วนเป็นประเทศพัฒนาแล้วและกึ่ง
พัฒนาและมิใช่ประเทศมุสลิมทั้งสิ้น ประเทศเหล่านี้มีมาตรฐานการผลิตอาหารที่สูง ซึ่งเป็นที่
ต้องการของตลาดโลกมุสลิมส่วนใหญ่ การเข้าไปแข่งขันในตลาดอาหารฮาลาลจึงน่าเชิญชวน
เนื่องจากเป็นตลาดระดับสูงที่ให้ผลก าไรคุ้มค่าและท้าทายเนื่องจากต้องแข่งขันกับประเทศพัฒนา
แล้วทั้งหลาย ด้วยเหตุนี้การยกระดับการพัฒนาผลิตภัณฑ์อาหารและการเกษตรของประเทศไทย
จึงนับเป็นเรื่องจ าเป็นและต้องกระท าอย่างเร่งด่วน (ศูนย์วิทยาศาสตร์ฮาลาล จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย, 2554) 

 
ความปลอดภัยอาหารเป็นประเด็นส าคัญ ในส่วนความปลอดภัยด้านกายภาพที่ก าหนด

กันอยู่ตามมาตรฐานอาหาร เช่น ปลอดภัยจากอันตรายทางเคมี ชีวภาพและกายภาพ ซึ่ง
ภาคอุตสาหกรรมอาหารด าเนินการกันอยู่ด้วยระบบ Good Manufacturing Practices หรือ GMP 
ระบบการวิเคราะห์อันตรายและจุดควบคุมวิกฤติหรือ HACCP และระบบอ่ืนๆ อย่างไรก็ตาม ใน
กรณีของตลาดอาหารฮาลาลมีความปลอดภัยอีกด้านหนึ่งที่ทางอุตสาหกรรมมักละเลยนั่นคือ
ความปลอดภัยด้านจิตวิญญาน (spiritual safety) อันได้แก่ การปนเปื้อนสิ่งที่ขัดแย้งกับหลักการ
ในศาสนาอิสลาม อันได้แก่ การปนเปื้อนสารจากสัตว์ 9 ประเภทตามมาตรฐานฮาลาลของโคเด็กซ์ 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งสุกรและสิ่งมึนเมา หากประสงค์จะเข้าไปแข่งขันในตลาดฮาลาลทั้งที่เป็นอาหาร
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และมิใช่อาหาร ผลิตภัณฑ์จากประเทศไทยจ าเป็นต้องสร้างความมั่นใจให้แก่ผู้บริโภคว่าปราศจาก
การปนเปื้อนสิ่งต้องห้ามในทางศาสนาอิสลามเหล่านั้น 

 
การปนเปื้อนดังกล่าวนับวันยิ่งมีความซับซ้อนเนื่องจากอุตสาหกรรมอาหารและสิ่งที่

เกี่ยวเนื่องจากอาหารเปลี่ยนสภาพจากต้นก าเนิดเป็นอย่างมาก เครือข่ายการค้าที่ครอบคลุมไปทั่ว
โลกท าให้การตรวจสอบย้อนกลับถึงต้นก าเนิดมีความยุ่งยากมากขึ้น นอกจากนี้ผู้ประกอบการทาง
อุตสาหกรรมอาหารส่วนใหญ่มิใช่มุสลิมที่มีความเข้าใจความอ่อนไหวด้านความปลอดภัยทางจิต
วิญญานของมุสลิมหรือผู้นับถือศาสนาอิสลาม จ าเป็นอย่างยิ่งที่การตรวจสอบด้วยกระบวนการ
ทางวิทยาศาสตร์หรือการใช้ห้องปฏิบัติการทางนิติวิทยาศาสตร์จะต้องเข้าไปมีส่วนร่วม โดยศูนย์
วิทยาศาสตร์ฮาลาล จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย สะสมประสบการณ์ด้านงานนิติวิทยาศาสตร์      
ฮาลาล (Halal forensic laboratory) มาอย่างยาวนาน กระทั่งได้รับการยอมรับจากนานาประเทศ
ว่าเป็นศูนย์วิทยาศาสตร์ฮาลาลแห่งแรกในโลก ได้รับรางวัลระดับนานาชาติจากการประชุม        
ฮาลาลโลก ณ ประเทศมาเลเซียเมื่อปี พ.ศ.2549 จากนายกรัฐมนตรีมาเลเซีย และเมื่อปี 2554 ท่ี
ผ่านมา ทางศูนย์ได้รับรางวัลชนะเลิศในงานวิจัยด้านการวางระบบฮาลาลในโรงงานอุตสาหกรรม
อาหารทะเลโดยระบบ HAL-Q ที่ศูนย์วิทยาศาสตร์ฮาลาลพัฒนาขึ้น ระบบดังกล่าวเป็นระบบ
บูรณาการระบบฮาลาลสากล เข้ากับระบบมาตรฐานอุตสาหกรรม HACCP ควบคู่กับการ
ตรวจสอบทางนิติวิทยาศาสตร์ฮาลาลและการช าระล้างด้วยดินสบู่ อันเป็นผลงานวิจัยของศูนย์ฯ 
และได้รับรางวัลด้านการศึกษาพารามิเตอร์ทางห้องปฏิบัติการวิทยาศาสตร์ที่ใช้ตรวจสอบสัตว์ที่
ได้รับการปฏิบัติอย่างขาดมนุษยธรรมก่อนการเชือด แสดงถึงความห่วงใยด้านสวัสดิการสัตว์ของ
ประเทศไทย 

 
อย่างไรก็ตาม แม้ทางศูนย์ฯจะพัฒนาเทคนิคการวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการนิติ

วิทยาศาสตร์ฮาลาลเพื่อตรวจวิเคราะห์สภาพการปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์ฮาลาลกระทั่งสามารถ
ถ่ายทอดเทคโนโลยีการวิเคราะห์แก่นักวิทยาศาสตร์ของประเทศสมาชิกอาเซียนได้ในการอบรม
เมื่อเดือนสิงหาคม 2551 กระทั่งโครงการของศูนย์วิทยาศาสตร์ฮาลาลได้รับการยอมรับให้จัดเป็น
โครงการของกลุ่มความร่วมมือทางเศรษฐกิจสามฝ่ายอินโดนีเซีย-มาเลเซีย-ประเทศไทย (IMT-GT) 
จากผลการประชุมระดับรัฐมนตรีของ IMT-GT เมื่อวันที่ 23 ตุลาคม 2551 ในการประชุม ณ เมือง
ปาเล็มบัง เกาะสุมาตรา อินโดนีเซีย กลับปรากฏว่ายังมีสิ่งปนเปื้อนที่ซับซ้อนอยู่จ านวนหนึ่งที่ไม่
สามารถตรวจพิสูจน์ได้ด้วยเทคนิคทางห้องปฏิบัติการนิติวิทยาศาสตร์ฮาลาลระดับปกติอัน
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เนื่องมาจากความซับซ้อนในกระบวนการผลิตองค์ประกอบของอาหารตลอดจนการเลือกใช้แหล่ง
วัตถุดิบ จ าเป็นต้องพัฒนาเทคนิคการตรวจวิเคราะห์ที่ซับซ้อนโดยการใช้เทคโนโลยีการตรวจที่
ทันสมัยร่วมกันหลายเทคนิค สิ่งนี้เป็นเหตุผลที่ท าให้ต้องด าเนินงานวิจัยในครั้งนี้ ซึ่งเป็นโครงการที่
อยู่ภายใต้ศูนย์วิทยาศาสตร์ฮาลาล ในหัวข้อเรื่อง “การผสมผสานเทคนิคการวิเคราะห์ด้านโอมิกส์
เพื่อตรวจสอบการปนเปื้อนวัตถุต้องห้ามในผลิตภัณฑ์ฮาลาลที่เป็นอาหารและมิใช่อาหารเพื่อการ
ส่งออก” (Combination of Omics Analytical Techniques for Adulteration Inspection of 
Unpermitted Substances  in Halal Food and Non-Food Products for Export) ทั้งนี้เพื่อคง
สถานะน าด้านวิทยาศาสตร์ฮาลาลให้คงอยู่กับประเทศไทย อันนับเป็นการสร้างภาพลักษณ์ใหม่
ให้แก่ประเทศไทยในการก้าวเข้าสู่การเป็นศูนย์กลางด้านอุตสาหกรรมฮาลาลดังที่ประเทศไทย
มุ่งหวังไว้ 
 

2.1.1 ฮาลาลตามหลักศาสนาอิสลาม 
 
ฮาลาล เป็นค าในภาษาอาหรับ มีความหมายว่า “อนุมัติ” หรือ “อนุญาต”  หมายถึงพระผู้

เป็นเจ้าหรืออัลลอฮ์ ซุบบะฮานะฮูวะตะอาลา [อัลลอฮ์ (ซ.บ.)] ทรงอนุมัติให้กระท าได้ หรือน าไปใช้
ประโยชน์ได้ หรือหากเป็นอาหารให้บริโภคได้  เป็นการอนุมัติโดยไม่มีข้อจ ากัดและเงื่อนไข  ผู้ที่มิใช่
มุสลิมหรือมิได้นับถือศาสนาอิสลามมักเข้าใจผิดว่าฮาลาลหมายถึงอาหาร ซึ่งเป็นความเข้าใจที่ไม่
ถูกต้อง อันที่จริงฮาลาลมีความหมายกว้างขวางกว่านั้น ฮาลาลมีความหมายครอบคลุมต้ังแต่การ
กระท า พฤติกรรม การท างาน การท าธุรกิจ การเงิน การธนาคาร ไปจนถึงเรื่องอุปโภคบริโภค 
รวมถึงอาหารและเครื่องด่ืม ฮาลาลจึงมิได้จ ากัดอยู่เฉพาะเรื่องของอาหาร  ค าตรงข้ามของฮาลาล
คือ  “หะรอม” มีความหมายว่า ห้าม หรือไม่อนุมัติให้กระท าหรือไม่ให้บริโภค ฮาลาลจึงเป็นเรื่อง
ของวิถีชีวิตมุสลิม (วินัย ดะห์ลัน ศุภสร ชโยวรรณ และอรชุดา สิมารักษ์, 2542)   

 
นอกเหนือจากความเข้าใจผิดว่าฮาลาลมีความหมายเฉพาะอาหารแล้ว ผู้ที่มิใช่มุสลิม

จ านวนไม่น้อยยังเข้าใจผิดว่าอาหารฮาลาลคือ “อาหารมุสลิม” หรืออาหารตามวัฒนธรรมมุสลิม 
ซึ่งอาหารกลุ่มนี้ที่รู้จักกันมากที่สุดคืออาหารอินเดียและอาหารอาหรับ ความเข้าใจผิดนี้เองมีผลท า
ให้แนวคิดในเรื่องอาหารฮาลาลแคบลง ส่งผลกระทบต่อการท าธุรกิจการค้ากับมุสลิมหรือโลก
อิสลามอย่างมาก มีนักธุรกิจจ านวนไม่น้อยมองข้ามความส าคัญของตลาดอาหารฮาลาลโดย
เข้าใจผิดว่าอาหารฮาลาลหมายถึงอาหารตามวัฒนธรรมมุสลิมในเอเชียใต้และตะวันออกกลาง 
ทั้งๆที่ในข้อเท็จจริงอาหารเกือบร้อยละ 90  ที่ค้าขายอยู่ในตลาดอาหารโลกไม่มีองค์ประกอบของ
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สุกรและเหล้าเจือปน อาหารส่วนใหญ่อาจไม่ปนเปื้อนและมีความเป็นฮาลาลโดยธรรมชาติเสีย
ด้วยซ้ า (วินัย ดะห์ลัน และคณะ, 2542) 

 
อาหารฮาลาลมิใช่อาหารมุสลิม แต่หมายถึง อาหารที่มุสลิมบริโภคได้ ไม่ว่าจะเป็นอาหาร

ในวัฒนธรรมใด ลักษณะไหน จะเป็นอาหารอเมริกัน อิตาเลียน เกาหลี ญี่ปุ่น จีน ไทย ไม่ว่าจะเป็น
ก๋วยเต๋ียว พิซซ่า แฮมเบอร์เกอร์ ซูชิ  หากอาหารเหล่านั้นเป็นอาหารที่ไม่มีสิ่งหะรอมปนเปื้อน 
อาหารนั้นคืออาหารฮาลาลส าหรับมุสลิม  ความเข้าใจที่ถูกต้องเช่นนี้ย่อมส่งผลให้ตลาดอาหาร  
ฮาลาลกว้างขึ้นอีกมาก ฮาลาลและหะรอมนับเป็นสิ่งส าคัญในวิถีชีวิตของมุสลิมเนื่องจากมุสลิม
หรือผู้ที่นับถืออิสลามมิได้คิดว่าอิสลามเป็นเพียงศาสนาหรือสิ่งที่ยึดถือกันในลักษณะพิธีกรรมหรือ
ในท านองประเพณี วัฒนธรรมแต่ยึดเป็นแนวทางปฏิบัติในชีวิต มุสลิมเชื่อว่าหากกระท าการสิ่งใดที่
ฮาลาลซึ่งอัลลอฮ์  (ซ.บ.) ทรงอนุมัติให้ท าได้จะได้รับความโปรดปรานและเป็นผลดีต่อภพหน้า 
ส่วนการใช้ชีวิตสัมผัสสิ่งหะรอมซึ่งอัลลอฮ์ (ซ.บ.) ทรงห้ามมิให้กระท า มุสลิมเชื่อว่าผู้ละเมิดจะ
ได้รับความโกรธกริ้วและมิได้รับความโปรดปรานจากอัลลอฮ์ (ซ.บ.) เหตุนี้เองที่ท าให้เรื่องราวของ
ฮาลาล-หะรอม โดยเฉพาะอย่างยิ่งในเรื่องของอาหารซึ่งเป็นกรณีฮาลาล-หะรอมที่เห็นได้ชัดเจน
ที่สุดกลายเป็นแนวทางปฏิบัติที่ค่อนข้างเคร่งครัดส าหรับมุสลิมทั่วโลก  (วินัย ดะห์ลัน และคณะ, 
2542) 

 
ดังนั้น ผู้ที่ประสงค์จะท าธุรกิจหรือประกอบการค้าที่เกี่ยวข้องกับฮาลาล ไม่ว่าจะเป็นการ

ท าธุรกิจภายในประเทศหรือนอกประเทศจึงจ าเป็นต้องมีความเข้าใจความหมายของค าว่า          
ฮาลาลอย่างถ่องแท้ให้ได้เสียก่อน  อีกทั้งต้องเข้าใจความส าคัญของอาหารฮาลาลที่มีต่อวิถีชีวิต
ของมุสลิม โดยควรท าความเข้าใจหลักการอิสลามในเรื่องฮาลาลโดยสังเขป  หากขาดความเข้าใจ
แล้ว การผลิตอาหารฮาลาล การท าธุรกิจการค้าฮาลาลอาจไม่ฮาลาลดังหวังหรือเป็นเพียง          
ฮาลาลตามความเข้าใจของตนเองเพียงฝ่ายเดียวแต่ผิดหลักศาสนบัญญัติอิสลาม สิ่งเหล่านี้จะ
กลายเป็นการละเมิดสิทธิของผู้บริโภคมุสลิมไปได้ โดยเฉพาะอุตสาหกรรมอาหารฮาลาล ที่มาของ
วัตถุดิบนั้นย่อมเป็นสิ่งที่ส าคัญ เจละตินถือเป็นหนึ่งในวัตถุดิบที่ต้องสงสัยและมีปัญหาใน
อุตสาหกรรมฮาลาล จึงต้องมีการตรวจสอบถึงแหล่งที่มาว่าสามารถใช้ในกระบวนการผลิตอาหาร
ฮาลาลได้ โดยเจละตินส่วนใหญ่จะน าเข้าจากประเทศต่างๆ ที่มีศักยภาพในการผลิต 
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2.1.2 การน าเข้าเจละติน 
 
 จากข้อมูลการน าเข้าเจละตินของกรมศุลกากรพบว่ามีแนวโน้มที่เพิ่มขึ้นและมีปริมาณมาก
ถึงประมาณสองล้านกิโลกรัมต่อปีดังภาพที่ 2.1 ส่วนใหญ่น าเข้าจากประทศจีน รองลงมาประเทศ
ญี่ปุ่น อาร์เจนติน่า เยอรมัน และไต้หวันตามล าดับ ดังตารางที่ 2.2 จึงน าไปสู่การประยุกต์ใช้       
เจละตินในผลิตภัณฑ์ต่างๆเพิ่มขึ้นด้วย ดังข้อมูลการขอรับรองฮาลาลจากส านักงานคณะกรรมการ
อิสลามประจ ากรุงเทพมหานคร ซึ่งนับเป็นจังหวัดที่มีโรงงานมากที่สุดในประเทศไทยนั้น ก็มี
แนวโน้มเพิ่มขึ้นจากปี พ.ศ. 2552-2554 ดังภาพที่ 2.2  

 
ภาพที่ 2.1 สถิติการน าเข้าเจละติน 
ที่มา : รวบรวมข้อมูลจากกรมศุลกากร ปี 2552-2554  
   
 ส าหรับข้อมูลการน าเข้าเจละตินที่กล่าวมาข้างต้นนั้นเป็นข้อมูลในภาพรวม โดยไม่ได้ระบุ
ชนิดหรือแหล่งที่มาของเจละติน อีกทั้งมีการน าเข้าจากประเทศที่ไม่ใช่ประเทศมุสลิม อาจขาด
ความเข้าใจในศาสนบัญญัติอิสลาม ส่งผลให้สิ่งต้องห้ามตามศาสนบัญญัติอิสลามจ านวนไม่น้อย
หลุดรอดทั้งโดยเจตนาและไม่เจตนาเข้าสู่กระบวนการผลิต เพราะฉะนั้นจึงต้องมีกระบวนการ
ตรวจสอบย้อนกลับว่าเจละตินเหล่านั้นมีที่มาจากแหล่งใด กระบวนการผลิตถูกต้องตามหลัก
ศาสนาอิสลามหรือไม่ งานวิจัยครั้งนี้นับเป็นส่วนหนึ่งที่จะช่วยให้อุตสาหกรรมฮาลาลสามารถ
ตรวจสอบและน าวัตถุดิบที่ไม่ผิดหลักศาสนามาใช้ในกระบวนการผลิตได้ 
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ตารางท่ี 2.1 สถิติการน าเข้าเจละติน ประจ าปี 2552 – 2554 

ล าดับที่ ประเทศ 
ปริมาณ (กิโลกรัม) รวม 

(กิโลกรัม) ปี 2552 ปี 2553 ปี 2554 

1 China 560,703 710,520 777,600 2,048,823 

2 Japan 286,702 406,456 366,875 1,060,033 

3 Argentina 180,000 200,000 290,500 670,500 

4 Germany 41,354 194,560 189,793 425,707 

5 Taiwan  143,500 120,500 131,800 395,800 

6 New Zealand 90,000 147,500 130,000 367,500 

7 India 218,000 61,000 36,000 315,000 

8 Brazil 0 194,000 72,000 266,000 

9 Netherland 120,015 0 0 120,015 

10 Hong Kong 21,000 40,000 35,000 96,000 

11 Australia 24,000 3,512 11,500 39,012 

12 United States 30,200 400 603 31,203 

13 Bangladesh 12,000 10,000 0 22,000 

14 Malaysia 1,460 20,000 0 21,460 

15 South Africa 6,000 8,000 7,000 21,000 

16 France 2,025 10,000 540 12,565 

17 Korea R. 520 0 6,500 7,020 

18 Belgium 0 0 3,000 3,000 

19 Switzerland 112 70 6 188 

20 Italy 122 0 0 122 

21 Sweden 60 0 0 60 

รวม (กิโลกรัม) 1,737,773 2,126,518 2,058,717 5,923,008 
ที่มา : รวบรวมข้อมูลจากกรมศุลกากร ปี 2552-2554  
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ภาพที่ 2.2 จ านวนบริษัทและผลิตภัณฑ์ที่มีส่วนผสมของเจละตินที่มีการขอรับรองฮาลาล 
ที่มา : รวบรวมข้อมูลจากส านักงานคณะกรรมการอิสลามประจ าจังหวัดกรุงเทพฯ ปี 2552-2554 

 

ส าหรับข้อมูลจากส านักงานคณะกรรมการอิสลามประจ ากรุงเทพมหานครเรื่องการขอ
รับรองฮาลาลผลิตภัณฑ์ที่มีส่วนผสมของเจละตินนั้น ส่วนใหญ่เป็นผลิตภัณฑ์เยลลี่หรือวุ้นเจละติน 
และผลิตภัณฑ์อาหารเสริม ซึ่งวัตถุดิบที่ใช้จะอยู่ในรูปของคอลลาเจนโดยเฉพาะคอลลาเจนจาก
ปลา และมีการใช้แคปซูลที่มีเจละตินเป็นองค์ประกอบหลัก เมื่อพิจารณาจากแผนภูมิดังภาพที่ 2.3 
พบว่าการใช้คอลลาเจนจากปลาเป็นวัตถุดิบนั้นมีแนวโน้มเพิ่มขึ้น  จึงต้องมีการเฝ้าระวังถึงการ
ปนเป้ือนของเจละตินจากสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมเพิ่มขึ้นด้วย 

 
ภาพที่ 2.3 จ านวนผลิตภัณฑ์ที่ใช้เจละตินชนิดต่างๆ 
ที่มา : รวบรวมข้อมูลจากส านักงานคณะกรรมการอิสลามประจ าจังหวัดกรุงเทพฯ ปี 2552-2554 
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2.2 เจละติน 
  

 เจละตินเป็นพอลีเปปไทด์ที่มีน้ าหนักโมเลกุลสูง ได้มาจากการไฮโดรไลซ์คอลลาเจนด้วย
ความร้อน กรดหรือด่าง (Hoque และคณะ, 2011; Kittiphattanabawon และคณะ 2010; 
Eysturskaro และคณะ, 2009) สามารถสกัดได้จากกระดูก หนัง และเนื้อเยื่อเกี่ยวพันของสัตว์
เลี้ยงลูกด้วยนม เช่น สุกร วัว และจากสัตว์ทะเลประเภทปลา เช่น ปลา cod pallock haddock 
เป็นต้น (Karim and Bhat,2008) ซึ่งคอลลาเจนเป็นโปรตีนเส้นใยและเป็นโปรตีนโครงสร้างของ
เนื้อเยื่อต่างๆ ลักษณะการจัดเรียงตัวของกรดอะมิโนใน primary structure เป็นลักษณะพิเศษ จึง
ท าให้โปรตีนชนิดนี้ไม่ละลายน้ า องค์ประกอบและโครงสร้างของคอลลาเจนเกิดจากสายพอลิ -   
เปปไทด์ที่ขดเป็นเกลียว โดยภายในสายพอลิเปปไทด์แต่ละสายจะเกิดจากชุดของกรดอะมิโน 
(Gly-X-Y)n  มาเรียงต่อกันไปเป็นสายพอลิเมอร์ที่ยาวขึ้น โดย Gly คือ ไกลซีน  X และ Y ส่วนใหญ่
เป็น โพรลีน และ 4-ไฮดรอกซีโพรลีน (วิทวัส มิ่งวานิช, 2007; Khew และ Tong, 2007)  
 

 คอลลาเจนมีประมาณ 27 ชนิด แต่ชนิดที่มีปริมาณมากและใช้ในการสกัดเจละติน คือ 

type I เป็นคอลลาเจนที่พบในเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่ประกอบด้วย 1-chain 2 สาย และ 2-chain 
1 สาย เกิดเป็น triple-helix (Gomez-Guillen และคณะ, 2011) type II เป็นคอลลาเจนที่พบใน 
cartilage tissue หรือ กระดูกอ่อน type III เป็นคอลลาเจนที่พบมากในผิวที่มีอายุไม่มาก เมื่ออายุ
มากขึ้นจะสูญเสียการสร้างคอลลาเจนชนิดนี้ แต่จะเปลี่ยนไปสร้างคอลลาเจน type I แทน ท าให้
เกิดความยืดหยุ่นและความตึงของผิว ส่วน type อ่ืนๆพบได้น้อย (Karim และ Bhat,2009)                                                              
เจละตินประกอบด้วยกรดอะมิโน ประเภทไกลซีนประมาณร้อยละ 27 โพรลีนและ4-ไฮดรอกซี-   
โพรลีน ร้อยละ 25  กรดกลูตามิกร้อยละ 10 อาลานินร้อยละ 9 อาร์จีนีนร้อยละ8 กรดแอสพา-     
ติกร้อยละ6 และอ่ืนๆอีกร้อยละ 10 โครงสร้างโดยทั่วไปเป็นดังนี้ -Ala-Gly-Pro-Arg-Gly-Glu-
4Hyp-Gly-Pro-  

 
ในการไฮโดรไลซ์โปรตีนคอลลาเจนไปเป็นเจละติน โปรตีนเกิดการคลายเกลียวและมี

โมเลกุลที่สั้นกว่า ท าให้สามารถละลายน้ าได้ และเจลสามารถเปลี่ยนกลับไปมาได้ด้วยความร้อน 

(thermo-reversible) ดังภาพที่ 2.4 ส่วนประกอบหลักที่พบในเจละติน คือสายเกลียวของ -

chain (one-polymer chain) , -chain (two -chains covalently crosslinked) และ γ-chain 

(two -chains covalently crosslinked) (Karim และ Bhat,2009) ซึ่งคอลลาเจนในธรรมชาติจะ
มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 300 kDa ในทางกลับกันเจละตินจะมีน้ าหนักโมเลกุลน้อยกว่า 300 
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kDa และเมื่อน ามาย่อยต่อเป็นคอลลาเจนไฮโดรไลเสทจะมีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 50 kDa 
(Zhang และคณะ, 2005) 
 

 
 
ภาพท่ี 2.4 การเปลี่ยนแปลงของโปรตีนคอลลาเจนเป็นเจละติน 
ท่ีมา:http://images.google.co.th/imgres 
 
 เจละตินแบ่งออกเป็น 2 ชนิด ขึ้นกับวิธีการเตรียม ได้แก่ 

Type A เป็นเจละตินที่สกัดด้วยกรด โดยมักใช้กับวัตถุดิบที่มาจากสุกร และปลา 
เนื่องจากเป็นแหล่งที่มีการ crosslink ของคอลลาเจนด้วยพันธะโควาเลนท์ที่น้อยกว่า ซึ่งเกิดจาก
องค์ประกอบและปริมาณของกรดอะมิโนในโปรตีน รวมทั้งล าดับการจัดเรียงตัวของกรดอะมิโนบน
สายพอลีเปปไทด์นั้นๆ  type A มีค่า pI ประมาณ 7-9 เกิดจากการย่อย แบบ limited hydrolyse  
ของกรดอะมิโนแอสพาราจีนและกลูตามีน (Cole, 2000) 

Type B เป็นเจละตินที่สกัดด้วยด่าง ซึ่งมักใช้กับวัตถุดิบที่มีล าดับการจัดเรียงตัวของ
กรดอะมิโนบนสายพอลีเปปไทด์ที่มีความซับซ้อนกว่า พบได้ในกระดูกวัวและหนังวัว type B มีค่า 
pI ประมาณ 4.8-5.2 ซึ่งเกิดจากการย่อยด้วยด่าง ท าให้กรดอะมิโนแอสพาราจีนและกลูตามีน ซึ่ง
มีหมู่เอไมด์ที่ถกูสลายได้ง่ายในสภาวะที่เป็นด่างหรือที่อุณหภูมิสูง ท าให้เกิดการขจัดหมู่เอไมด์เกิด
เป็นกรดแอสพาติกและกรดกลูตามิก (Cole, 2000) 
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เจละตินทั้ง 2 ชนิดนี้จะมีสมบัติที่แตกต่างกันดังตารางที่ 2.2 โดยเจละตินที่ได้จากกระดูก
วัวและหนังวัวจะให้ฟิล์มที่แข็งแรงแต่ค่อนข้างเปราะ ส่วนเจละตินที่ได้จากหนังหมูจะช่วยให้ฟิล์ม
ยืดหยุ่น ดังนั้นการผลิตแคปซูลชนิดแข็งจะใช้เจละตินทั้ง 2 ชนิดนี้ผสมกัน ซึ่งสัดส่วนและน้ าหนัก
โมเลกุลจะขึ้นอยู่กับชนิดของสารต้ังต้นและวิธีการเตรียม 

              
ตารางที ่2.2 สมบัติของเจละติน Type A และ Type B 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2.1 กระบวนการผลิตเจละติน (ณรงค์ชัย แก้วนาค และคณะ, 2546 ; Baziwane and 
He, 2003) 
การผลิตเจละตินประกอบด้วยขั้นตอนต่างๆ ดังนี้ 

1.  การปรับสภาพ (Conditioning) เป็นการน าวัตถุดิบเช่น หนัง กระดูก เป็นต้น มาตัดให้มี
ขนาดที่เหมาะสม แล้วจึงล้างเพื่อก าจัดส่วนที่เป็นไข น้ ามัน และแร่ธาตุบางส่วนออก ซึ่งจะ
ท าให้ได้คอลลาเจนมีสภาพที่เหมาะสมก่อนที่จะน าไปสกัดเจละติน 

2. การสกัด (Extraction) โดยน าวัตถุดิบมาผสมกับน้ าอุ่นที่สะอาดซึ่งต้องควบคุมอุณหภูมิให้
เหมาะสม ประมาณ 50-70๐C เพื่อให้เจละตินถูกสกัดออกมา 

3. การกรอง (Filtration) น าของเหลวที่ได้จากการสกัดมาแยกส่วนที่ยังเป็นกากออก โดยการ
ปั่นแยกอนุภาคขนาดเล็ก ที่ไม่สามารถกรองได้ออกแล้วค่อยน ามากรองแยกอีกครั้งหนึ่ง 

4. การท าให้เข้มข้น (Concentration) น้ าส่วนใหญ่จะถูกระเหยไปในขั้นตอนนี้จะท าให้ได้    
เจละตินในรูปของเหลวที่มีความหนืดสูงสีเหลืองปนน้ าตาล 

5. การท าให้แห้ง (Drying) อาจใช้วิธีการอบ หลังจากนั้นอาจท าให้อยู่ในรูปแผ่น หรือน าไป
บดต่ออยู่ในรูปผง  

สมบัติ Type A Type B 
ความชื้น 8-12% 8-12% 
พีเอช 3.8-5.5 5.0-7.5 
Isoelectric point 7.0-9.0 4.7-5.1 
ความแข็งแรงของเจล 50-300 bloom 50-275 bloom 
ความหนืด 2.0-7.0 cP 2.0-7.5 cP 
เถ้า 0.30% 0.5-2.0% 
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2.2.2 สมบัติของเจละติน 
 

เจละตินมีสมบัติเป็น amphoteric คือจะมีประจุบวกเมื่ออยู่ในสารละลายกรดแก่ และจะ
มีประจุลบเมื่ออยู่ในสารละลายด่างแก่ และสามารถละลายได้ดีในน้ าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ที่อุณหภูมิต่ ากว่า 30 องศาเซลเซียส จะไม่ละลายน้ าแต่จะดูดน้ าไว้และพองออก เมื่อน ามาให้
ความร้อนที่อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส เจละตินจะหลอมเป็นของเหลวหนืด ต้ังทิ้งไว้ให้เย็น
ของเหลวจะเซตตัวกลายเป็นเจล นอกจากนี้เจละตินยังสามารถละลายในสารละลายโพลีไฮดริก-
แอลกอฮอล์ (polyhydric alcohols) เช่น ซอร์บิทอล (sorbital) โพรพิลีนไกลคอล (propylene 
glycol) และ กลีเซอรีน (glycerin) เป็นต้น แต่จะไม่ละลายในสารละลายแอลกอฮอล์ (alcohol) 
และอะซิโตน (acetone) (Cole, 2000) 

 
การเกิดเจล (Gelation) (สุปราณี มนูรักษ์ชินากร วิสาขะ อนันธวัช และทนง เอี่ยวศิริ, 2009) 
การเกิดเจลเป็นปรากฏการณ์ที่เกิดจากการเรียงตัวของโปรตีนในสภาวะที่มีแรงดึงดูดและ

แรงผลักอย่างสมดุล ท าให้เกิดเป็นโครงสร้าง 3 มิติ ซึ่งสามารถยึดจับน้ าไว้ได้จ านวนมาก การเกิด
เจลของเจละตินเป็นแบบ translucent เนื่องจากอัตราการเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนเร็วกว่า
อัตราการรวมตัวกัน เจลที่ได้มีการจัดเรียงตัวอย่างเป็นระเบียบ ให้ความแข็งแรงและความยืดหยุ่น
เพิ่มมากขึ้น  

 
กลไกการเกิดเจล เกิดจากขั้นตอนที่ส าคัญ 2 ขั้นตอน คือ 
ขั้นตอนที่ 1 การท าให้โปรตีนเกิดการคลายตัว ดังภาพ 2.5A 
สามารถท าได้โดยการให้ความร้อน หรือด้วยปัจจัยอ่ืนๆ เช่น การปรับพีเอช หรือการเติม

เกลือ เป็นต้น เมื่อโปรตีนสูญเสียสภาพธรรมชาติ ความหนืดของระบบโปรตีนเพิ่มขึ้น ซึ่งเป็นผล
จากการคลายตัวของโมเลกุลร่วมกับการเริ่มจับตัวกันระหว่างโมเลกุลโปรตีนบางส่วนที่คลายตัว
ออกมา  
 

ขั้นตอนที่ 2 การรวมตัวของสายโปรตีน เกิดเป็นโครงสร้างร่างแห 
โปรตีนที่สูญเสียสภาพธรรมชาติหรือโมเลกุลที่คลายตัวอย่างสมบูรณ์แล้ว จะรวมตัวกัน

และจับกันอย่างช้าๆ ดังภาพ 2.5B ในระหว่างการจับตัว เพื่อเกิดโครงสร้าง 3 มิติ ความหนืดของ
โปรตีนเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วและในระยะสุดท้ายระบบของเจลก็จะมีสมบัติที่มีความยืดหยุ่นและมี
ความแข็งแรง ดังภาพที่ 2.5C 
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ภาพท่ี 2.5 การเกิดเจลของเจละติน 
ที่มา : สุปราณี มนูรักษ์ชินากร และคณะ, 2009 
 

ปัจจัยที่มีผลต่อการเกิดเจลและสมบัติของเจล ได้แก่ อุณหภูมิ พีเอช ionic strength เป็น
ต้น สมบัติที่ส าคัญอย่างหนึ่งของเจละตินก็คือเจลสามารถเปลี่ยนกลับไปมาได้ด้วยความร้อน
(thermo-reversible) ขึ้นอยู่กับอุณหภูมิ คุณภาพของเจลประเมินได้ โดยวัดความแข็งแรงของเจล 
(gel strength) ด้วยเครื่อง bloom gelometer ซึ่งเป็นเครื่องมือมาตรฐานส าหรับอุตสาหกรรม 
โดยทั่วไปแล้วเจละตินจะมีความแข็งแรงประมาณ 50-300 bloom 

 
การเป็นอิมัลซิไฟเออร์ (Emulsifier) 
สมบัติการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ของเจละติน เป็นการเพิ่มความคงตัวของอาหารประเภท

อิมัลชัน สายของโปรตีนจะเกิดการคลายตัวและแทรกตัวไปอยู่ที่ผิวระหว่างอนุภาคของน้ ามันและ
น้ า บางส่วนจะเข้าไปดูดซับอยู่บริเวณพื้นผิวของอนุภาคไขมัน ส่งผลให้แรงตึงผิวระหว่างน้ ามัน
และน้ าลดลง ท าให้การกระจายตัวของอนุภาคของน้ ามันดีขึ้น โดยโครงสร้างของโปรตีนจะป้องกัน
ไม่ให้อนุภาคของน้ ามันเกิดการรวมตัวกันได้ 

 
สายโปรตีนบริเวณส่วนหาง (tail) ที่เป็นปลายโมเลกุลด้านหมู่อะมิโนและปลายโมเลกุล

ด้านหมู่คาร์บอกซิลจะท าหน้าที่กระจายตัวหรือละลายในน้ า บางส่วนที่เป็นสายที่มีลักษณะเป็น
ห่วง (loop) จะท าหน้าที่ละลายน้ าและป้องกันไม่ให้อนุภาคของไขมันรวมตัวกัน และส่วนของ
โปรตีนที่เป็นสายยาว (train) จะท าหน้าที่กระจายตัวหรือละลายในน้ ามัน 
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ภาพท่ี 2.6 โครงสร้างของโปรตีนที่ผิวหน้าระหว่างน้ ากับน้ ามัน 
ที่มา : สุปราณี มนูรักษ์ชินากร และคณะ, 2009) 

 
การเกิดโฟม (Foaming) 
โครงสร้างของโฟมเป็นระบบคอลลอยด์ ซึ่งประกอบด้วยเฟสของของเหลวและแก็ซ โดย

โปรตีนเจละตินท าหน้าที่เป็นสารลดแรงตึงผิว ช่วยในการเกิดฟอง และรักษาความคงตัวของ
อากาศที่กระจายอยู่ได้  

กลไกในการเกิดฟอง ประกอบด้วย 3 ขั้นตอน 
1. โปรตีนในสารละลายจะเกิดการเคลื่อนที่ไปยังผิวหน้าระหว่างน้ าและอากาศโดย

อาศัยกระบวนการแพร่ และ/หรือการพา 
2. โปรตีนที่เคลื่อนที่มาจะเกิดการแทรกตัวไปยังระหว่างชั้นของน้ าและอากาศซึ่งจะท า

ให้ความเข้มข้นที่ผิวหน้าเพิ่มขึ้น แรงตึงผิวลดลง 
3. โปรตีนจะเกิดการคลายตัว  และเกิดการจัดเรียงตัวใหม่ ให้เกิดเป็นฟิล์มห่อหุ้มอากาศ

ไว้โดยโปรตีนจะหันส่วนที่ชอบน้ าไปยังเฟสของน้ า และหันส่วนที่ไม่ชอบน้ าไปยังเฟส
ของอากาศ 
 

นอกจากน้ีเจละตินยังสมบัติด้านอ่ืนๆ เช่น การเกิดฟิล์ม thickening agent และเพิ่มความ
คงตัวของผลิตภัณฑ์  เป็นต้น 
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2.2.3 การประยุกต์ใช้เจละติน 
 

ส าหรับภาพรวมทางอุตสาหกรรมมีการน าเจละตินมาประยุกต์ใช้เป็นส่วนประกอบของ
ผลิตภัณฑ์หลายชนิด เช่น เครื่องส าอาง ยา อาหาร ผลิตภัณฑ์อาหารสริม และ Photographic film 
ในทางเภสัชกรรมจะใช้  เจละตินในการเคลือบเม็ดยาและผลิตเป็นแคปซูลทั้งชนิดแคปซูลแข็งและ
แคปซูลนิ่มเพื่อใช้บรรจุยา ใช้เป็นสารเพิ่มความหนืดในต ารับยาต่าง ๆ เป็นต้น โดยเฉพาะทางด้าน
อุตสาหกรรมอาหาร ซึ่งใช้เป็นส่วนประกอบในอาหารชนิดต่างๆ (Melnichenko และ Klepko, 
1992 ; ปาริชาติ ลบแย้ม, 2548) ได้แก ่ 

1. ผลิตภัณฑ์นม - ใช้ในกระบวนการ HTST หรือ UHT นม, นมเปรี้ยว (ใช้ 0.2-0.8%) เนย
น่ิม (soft cheese) เช่น ซาวร์ครีม ครีมชีส คอตเตจชีส ชีสสเปรด (เนยทาขนมปัง) เค้กแช่แข็ง พุด
ด้ิง เต้าหู้นมสด คัสตาร์ด มูส ไอศครีม เนยไขมันต่ า มาการีน (ใช้เจละติน 0.5-3.5%) 

2. ขนมหวาน - เยลลี่ เม็ดเยลลี่ มาร์ชแมลโล อาหารเคลือบน้ าตาล เคลือบผิวขนม เค้กแช่
แข็ง เคลือบทอฟฟี่(ช็อกโกแลตหรือหมากฝรั่ง) กัมมีแบร์ หมากฝรั่ง ขนมเคี้ยวหนึบ แยม ชีสเค้ก 

3. ผลิตภัณฑ์เนื้อ - เนื้อบรรจุกระป๋อง ไส้กรอก เคลือบผิวแฮม อาหารทะเลกระป๋อง 
4. อาหารอ่ืนๆ - ซุป ซอส มายองเนสไขมันต่ า น้ าสลัด น้ าผลไม้ 

 
2.2.4 การเปรียบเทียบเจละตินจากสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมกับเจละตินปลา 

 
องค์ประกอบของกรดอะมิโนที่แตกต่างกันระหว่างเจละตินจากสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมกับ   

เจละตินจากปลา ดังตารางที่ 2.3 และน้ าหนักโมเลกุลเจละตินที่ต่างกันนั้นส่งผลให้สมบัติของ     
เจละตินแต่ละชนิดแตกต่างกัน โดยเฉพาะความแข็งแรงของเจลและความคงตัวต่อความร้อน 
(Gomez-Guillen และคณะ, 2011) เจละตินจากปลาเป็นเจละตินที่มีปริมาณกรดอะมิโนชนิด     
โพรลีนและไฮดรอกซีโพรลีนต่ ากว่าเจละตินจากสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมเช่น สุกร และวัว เป็นต้น ท าให้
อุณหภูมิการเกิดเจลและการหลอมเหลวต่ ากว่า โดยมีอุณหภูมิเท่ากับ 4-5oC และ 12-13oC 
ตามล าดับ (Karim และ Bhat, 2008) ในขณะที่เจละตินจากสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมอย่างเจละตินสุกร 
เกิดเจลและการหลอมเหลวที่ 25 oC และ 31oC และเจละตินวัวมีอุณหภูมิการเกิดเจลและการ
หลอมเหลวท่ี 21 oC และ 31oC ตามล าดับ (Boran และ Regenstein, 2010) 
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ตารางที่ 2.3 ปริมาณกรดอะมิโนในเจละตินปลาและเจละตินจากสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม 

 
           ที่มา : Haug, Draget และ Smidsrod, 2004 

 
เจละตินปลามีสมบัติการเกิดเจลที่ อุณหภูมิต่ าท าให้สามารถน ามาประยุกต์ใช้ ใน

ผลิตภัณฑ์ที่ไม่ต้องการการเกิด syneresis ได้ เจละตินปลามีคุณสมบัติการเกิดฟิล์มที่ยอมให้
น้ าซึมผ่านได้น้อยกว่าเจละตินจากสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมได้แก่ สุกร และวัว ท าให้ลดการสูญเสียน้ า
ได้ เมื่อน าไปประยุกต์ใช้ในอาหารแช่เย็นและแช่แข็ง  เนื่องจากเจละตินปลามีปริมาณกรดอะมิโน
กลุ่มไม่ชอบน้ าเป็นจ านวนมากและมีปริมาณโพรลีนและไฮดรอกซีโพรลีนต่ าท าให้เกิดพันธะ
ไฮโดรเจนระหว่างโมเลกุลได้น้อยกว่าเจละตินชนิดอ่ืน (Karim และ Bhat, 2009) 
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2.2.5 การศึกษาความแตกต่างของเจละตินจากแหล่งต่างๆ 
 

จากรายงานการศึกษาวิธีการแยกความแตกต่างของเจละตินต่างชนิดกันนั้น ปัจจุบันมี
การศึกษาด้วยเทคนิคต่างๆมากมาย ทั้งเทคนิคทางเคมี เช่นการวิเคราะห์ด้วยแคลเซียมฟอสเฟต 
(Hidaka และ Liu, 2003) เป็นต้น ซึ่งเจละตินมีความสามารถในการเกิดปฏิกิริยากับแคลเซียมและ
ฟอสเฟตเกิดเป็นตะกอน calcium phosphate precipitation พบว่าที่ความเข้มข้น 0.5 mg/ml 
และ 2.0 mg/ml จะให้ความแตกต่างของเจละตินจากวัวและสุกร ตามล าดับ แต่เมื่อน าผลิตภัณฑ์
อาหารท่ีมีเจละตินมาทดสอบกลับพบว่าไม่สามารถแยกความแตกต่างของเจละตินได้ ส่วนเทคนิค
ด้าน Chromatography โดยใช้ HPLC ในการจ าแนกชนิดของเจละตินโดยใช้ความแตกต่างของ
รูปแบบกรดอะมิโนในเจละตินมาตรฐานของหมู วัว และปลา ด้วยเทคนิค HPLC พบว่าปริมาณ
ของกรดอะมิโน 6 ชนิด คือ ซีรีน ฮิสทีดีน ไกลซีน อาร์จีนีน อาลานีน และ ฟีนิลอาลานีน สามารถใช้
เป็นข้อมูลเบื้องต้นเพื่อการบ่งชี้ชนิดของเจละติน (ซูไบด๊ะ บุระดาเลง และปิยเนตร จันทรสอน, 
2548) แต่ผลที่ได้มีระดับ fragmentation ต่ า อาจท าให้ผลการวิเคราะห์ไม่จ าเพาะกับแหล่งที่มา
ของเจละติน ส่วน Nemati และคณะ (2004) ได้มีการศึกษาความแตกต่าง โดยใช้ HPLC และ
วิเคราะห์ต่อด้วย PCA (Principal Component  Analysis) จึงสามารถแยกความแตกต่างได้ ซึ่งถือ
ว่าเป็นวิธีที่ยุ่งยากส าหรับจะน ามาวิเคราะห์ต่อในตัวอย่างอาหาร อีกเทคนิคหนึ่งที่สามารถ
วิเคราะห์ความแตกต่างของเจละตินสุกรและวัวคือ FTIR ซึ่งจะมีความแตกต่างที่สเปคตรัมในช่วง 
3290-3280 cm-1 และ 1660-1200 cm-1 และวิเคราะห์ต่อด้วย PCA เช่นเดียวกัน แต่ในการทดลอง
นี้ยังไม่ได้มีการท า second derivative ของ FTIR spectrum  ซึ่งท าให้ไม่สามารถแยก secondary 
structure ของเจละตินที่มาจากสุกรและวัวได้ (Hashim และคณะ , 2010)  

 
ส าหรับเทคนิคด้าน Liquid Chromatography Mass Spectrometer หรือ LC/MS/MS 

เป็นเทคนิคที่เหมาะสมในการวิเคราะห์โปรตีน และมีความไวสูง Zhang และคณะ (2009) ได้น า
เทคนิคนี้มาวิเคราะห์หา marker peptide ของเจละตินจากสุกร และวัว ซึ่งพบว่าความแตกต่างที่
ได้เกิดจากการ hydroxylation ของกรดอะมิโน proline ท าให้เปปไทด์ของทั้งสองชนิดมีการจัดเรียง
ตัวของกรดอะมิโนต่างกัน แต่ต้องศึกษาเพิ่มเติมในเจละตินสุกรและวัวพันธุ์อ่ืนๆที่มีแหล่งก าเนิด
ต่างกัน ซึ่งอาจจะยุ่งยากหากต้องมาวิเคราะห์ในตัวอย่างอาหารต่อไป ส าหรับ Ocana และคณะ, 
(2004) ได้น าเทคนิคด้าน LC/MS/MS มาศึกษา marker ion ของเจละตินสุกรได้ผลดังภาพที่ 2.7 
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ภาพท่ี 2.7   (A) MS Spectrum ของเจละตินจากสุกร (B) MS/MS Spectrum ของเจละตินจาก
สุกร ที่ 1044 m/z  (บน) และ Internal std. leucine enkiphalin 556 m/z (ล่าง) 
ที่มา : Ocana และคณะ, 2004 
 
2.3 การตกตะกอนโปรตีน (Scopes, 1988) 

 
การท่ีโปรตีนสามารถละลายในน้ าได้เนื่องจากโมเลกุลของโปรตีนมีส่วนที่ชอบน้ า สามารถ

เกิดแรงดึงดูดทางไฟฟ้าท าให้โมเลกุลของน้ ามาล้อมรอบโมเลกุลของโปรตีนได้ และบนโมเลกุลของ
โปรตีนมีประจุไฟฟ้าสุทธิสูงกว่าแรงดึงดูดไฟฟ้าสถิตย์ ท าให้โมเลกุลของโปรตีนอยู่ห่างกัน จึงไม่
สามารถรวมตัวเข้ามาอยู่ใกล้กันแล้วตกตะกอนลงมาได้ ดังนั้นปัจจัยใดก็ตามที่สามารถเพิ่ม
ปฎิกิริยาระหว่างโมเลกุลของโปรตีนด้วยกันเอง (protein – protein interaction) หรือการลด
ปฎิกิริยาระหว่างโมเลกุลของโปรตีนกับน้ า (protein – water interaction) ท าให้ความสามารถใน
การละลายน้ าของโปรตีนลดลง โปรตีนตกตะกอนในที่สุด ได้แก่ 

1. การตกตะกอนที่ค่าจุดไอโซอิเลคทริค (Isoelectric precipitation)  
2. การตกตะกอนโปรตีนโดยการเพิ่มความแรงอิออน ด้วยวิธีการตกตะกอนแบบล าดับ

ส่วนด้วยเกลือ (Ionic strength หรือ Salt fraction precipitation) 
3. การตกตะกอนด้วยการใช้สารพอลิเมอร์อินทรีย์ (Precipitation by organic 

polymers) 
4. การตกตะกอนด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ (Organic solvent precipitation) 
 

A 
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ในโมเลกุลของโปรตีนมีส่วนเกี่ยวข้องกับการตกตะกอนอยู่ 2 ส่วน คือส่วนที่ชอบน้ า 
สามารถเกิดแรงดึงดูดกับน้ าได้ดี (Hydrophilic patches) และส่วนที่ไม่ชอบน้ า (Hydrophobic 
patches)  

1. การตกตะกอนโดยเปลี่ยนแปลงค่าพีเอช 
โปรตีนแต่ละชนิดมีค่าความเป็นกรดด่าง ที่ท าให้สมดุลของประจุสุทธิบนโมเลกุลเป็นศูนย์ 

เรียกค่านี้ว่าจุดไอโซอิเลคทริค (Isoelectric Point ; pI) เป็นค่าเฉพาะของโปรตีนแต่ละชนิด  เมื่อใด
ก็ตามที่ท าการปรับค่าพีเอชของสารละลายโปรตีนผสมจนกระทั่งมีค่าเท่ากับ pI ของโปรตีนที่
ต้องการ การแยกโปรตีนชนิดนั้นจะเกิดการรวมตัวกันแล้วตกตะกอนลงมา เนื่องจากโมเลกุลของ
โปรตีนนั้นมีประจุสุทธิเป็นศูนย์ จึงไม่มีแรงผลักดันไฟฟ้าสถิตย์ระหว่างโมเลกุลของโปรตีนเอง 
โปรตีนจึงเข้าใกล้กันมากพอท่ีจะเกิดการรวมตัวกัน (Aggregation) ตกตะกอนลงมาได้ 
 

2. การตกตะกอนโดยอาศัยหลักการเพิ่มค่าความแรงของอิออนโดยใช้เกลือ 
การตกตะกอนโปรตีนโดยใช้เกลือที่มีความเข้มข้นสูง เรียกวิธีการนี้ว่า “Salting Out” เป็น

การเติมเกลือลงไปในสารละลายโปรตีนในปริมาณมากขึ้น  เพื่อเพิ่มความแรงอิออน (ionic 
strength) ของสารละลายให้สูงขึ้น จนกระทั่งอิออนของเกลือไปแย่งจับโมเลกุลของน้ าที่ล้อมรอบ
โมเลกุลโปรตีนออกมาล้อมรอบโมเลกุลของเกลือเอง จึงท าให้โปรตีนเกิดการรวมตัวกันและ
ตกตะกอนลงมา โปรตีนแต่ละชนิดจะตกตะกอนที่ความเข้มข้นของเกลือต่างกัน อาจกล่าวได้ว่า
เป็นการแข่งขันระหว่างโมเลกุลของโปรตีนและโมเลกุลของเกลือในการเกิดแรงกริยาทางไฟฟ้ากับ
โมเลกุลของน้ านั่นเอง เมื่อใดก็ตามที่แรงกระท าระหว่างโมเลกุลของโปรตีนกับน้ ามีค่าเหลือน้อย
กว่าแรงกระท าระหว่างโมเลกุลของโปรตีนกับโปรตีน โปรตีนก็จะจับตัวกันตกตะกอนลงมา 
 

3. การใช้สารพอลิเมอร์อินทรีย ์
พอลิเมอร์ที่นิยมใช้ ได้แก่ โพลีเอธิลีนไกลคอล (PEG) ซึ่งจัดเป็น non-ionic water-

soluble polymer มีขนาดโมเลกุลในช่วง 6,000 และ 20,000 การใช้ PEG อาจมีข้อเสียหาก
ต้องการน าไปแยกต่อด้วย gel filtration chromatography เพราะ PEG จะท าให้โปรตีนที่แยกได้มี
มวลโมเลกุลใหญ่กว่าขนาดจริง 
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4. การตกตะกอนด้วยตัวท าละลายอินทรีย ์
ตัวท าละลายอินทรีย์ที่นิยมใช้ เช่น อะซิโตน เอธานอล เป็นต้น จะไปเปลี่ยนแปลงค่าคงที่

ไดอิเลคตริค (dielectric constant) ของสารละลายที่มีน้ าเป็นตัวท าละลายลดลง เมื่อเพิ่มความ
เข้มข้นของตัวท าละลายอินทรีย์มากขึ้นเรื่อยๆ จนถึงจุดที่แรงกระท าระหว่างโมเลกุลของโปรตีนใน
ส่วนของพลังงานไฟฟ้าสถิตย์บนโมเลกุลโปรตีนมีแรงกระท าที่สูงกว่าแรงกระท าระหว่างโปรตีนกับ
น้ า เกิดแรงยึดเหนี่ยวประเภท eleltrostatic attraction เกิดการเข้ามารวมตัวกันของโมเลกุลโปรตีน
และตกตะกอนลงมาในที่สุด 
 
2.4 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford (Owusu-Apenten, 2002) 
 

การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนมีหลายวิธี ขึ้นกับระดับความถูกต้องและระดับความแม่นย าที่
ต้องการ และปัจจัยแทรกซ้อนที่ลดความแม่นย าของวิธีการที่จะเลือกใช้ ส าหรับวิธี Bradford นั้น 
เป็นวิธีที่สามารถวัดได้ละเอียดในระดับ 1-60 µg โดยใช้สารละลาย Coomassie Brilliant Blue G-
250 in acidic solution ซึ่งปกติจะมี max อยู่ที่ 465 nm แต่เมื่อจับกับโปรตีน จะเปลี่ยน max เป็น 
595 nm ภายใน 2 นาที สีจะเปลี่ยนจากสีแดงเป็นสีฟ้าดังตารางที่ 2.4 และสีจะคงสภาพไว้ได้เพียง 
20 นาที หลังจากนั้นสีจะจางลงอย่างช้าภายใน 20-50 นาท ี 

 
ตารางที่ 2.4 การเกิดไอออไนเซชันของ Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBBG) 

Dye form Anion  Neutral  Cation 
Structure (CBBG)1-  (CBBG)0  (CBBG)1+ 
Net charge -1  0  +1 
Color Blue  Green  Red/leuco 
max (nm) 595  650  470-475 
+ve charge 1  2  3 
-ve charge 2  2  2 
pH 1.8-7  1.6  1.25 

          ที่มา : Owusu-Apenten, 2002 
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2.5 การวิเคราะห์โปรตีนด้วย Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LC/MS/MS)  
  

ลิควิดโครมาโทกราฟีแมสสเปกโทรเมทรี เป็นเครื่องมือที่ใช้ในการวิเคราะห์น้ าหนักโมเลกุล
ต่อประจุของไอออนหรือของสารตัวอย่างในสภาวะที่เป็นไอออไนซ์ โดยวิธีการวิเคราะห์น้ าหนัก
โมเลกุลในสารชีวโมเลกุล เช่น โปรตีน เปปไทด์ เป็นต้น มีความถูกต้องสูงมาก และเทคนิคนี้ยัง
สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในงานได้หลาย ๆ ด้าน เช่น 
1. งานด้านเทคโนโลยีชีวภาพ (biotechnology) ใช้ในการศึกษาวิเคราะห์โปรตีนและโอลิโกนิวคลี
โอไทด์ 
2. งานทางด้านเภสัชกรรม ใช้ในการศึกษาวิเคราะห์ค้นพบยาใหม่ๆ ศึกษาเภสัชจลนศาสตร์และวิถี
เมแทบอลิซึมของยา 
3. งานทางการวินิจฉัยโรค ใช้ในการศึกษาโรคทางพันธุกรรม ศึกษาฮีโมโกลบิน 
4. งานทางด้านสิ่งแวดล้อม การวัดสารพวกไฮโดรคาร์บอน คุณภาพของน้ าและการปนเปื้อนของ
อาหาร 
5. งานทางด้านสภาพภูมิศาสตร์ เช่น ใช้ในการศึกษาส่วนประกอบของน้ ามัน เป็นต้น 

 
โดยเฉพาะงานทางด้านชีวเคมีพบว่าเครื่องแมสสเปกโทรเมทรี มีประโยชน์อย่างมากใน

การศึกษาสารชีวโมเลกุลต่างๆ ในสิ่งมีชีวิต โดยที่สามารถบอกคุณภาพของสารทีใช้ตรวจวิเคราะห์
ว่ามีความบริสุทธิ์มากน้อยเพียงใด วิเคราะห์หาล าดับกรดอะมิโนหรือแม้แต่วิเคราะห์การม้วนพับ 
ของโปรตีนหรือการมีปฏิสัมพันธ์กันระหว่างโปรตีนหรือเปปไทด์ (สมปอง ธรรมศิริรักษ์, 2550) 
 

LC/MS/MS เป็นเทคนิคเพื่อแยกสารผสมออกจากกันตามสมบัติทางเคมีโดยอาศัยสมดุล
ระหว่างเฟสคงที่ (stationary phase) และเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) ด้วยเทคนิคโครมาโท  
กราฟีก่อน แล้วท าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคสเปกโทรเมทรี ซึ่งการน าเทคนิคโครมาโทกราฟีมา
เชื่อมต่อกับเทคนิคแมสสเปกโทรเมทรีจะท าให้สามารถท าการวิเคราะห์ทางปริมาณและคุณภาพ
ไปพร้อมๆกันได้ เนื่องจากจะได้ข้อมูลเกี่ยวกับโครงสร้างของสารโดยอาศัยหลักการท าให้โมเลกุล
แตกตัวเป็นไอออนแล้ววิเคราะห์รูปแบบการแตกตัวของสาร ซึ่งมีลักษณะเฉพาะของสารแต่ละชนิด 
ดังนั้นเทคนิคลิควิคโครมาโทกราฟีแมสสเปกโทรเมทรี จึงเป็นเทคนิคที่มีประโยชน์โดยสามารถท า
ได้ทั้งปริมาณวิเคราะห์และการพิสูจน์โครงสร้างสารไปได้พร้อมๆกัน นอกจากนั้นข้อดีอีกประการ
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หนึ่งของเทคนิคนี้คือสามารถวิเคราะห์สารปริมาณน้อยได้อย่างมีประสิทธิภาพด้วย  (เกศินี 
ประกอบนา และวรกร พิทยานุกุล, 2547) 
  

2.5.1 Liquid Chromatography 
 
โครมาโทกราฟี เป็นเทคนิคการแยกสารผสมออกจากกันโดยอาศัยสมดุลระหว่างเฟสคงที่ 

(stationary phase) และเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) โดยมีคอลัมน์ที่บรรจุของแข็งซึ่งเป็นเฟส
คงที่แล้วให้เฟสเคลื่อนที่ผ่านเข้าไปชะสารตัวอย่างที่ผ่านเข้าไปในคอลัมน์ออกมา ต่อมาได้มีการ
พัฒนาเฟสคงที่ให้มีขนาดอนุภาคภายในคอลัมน์เล็กลงเพื่อให้มีประสิทธิภาพในการแยกดีขึ้น 
สามารถวิเคราะห์สารตัวอย่างที่มีปริมาณน้อยๆ ได้อย่างรวดเร็วและมีประสิทธิภาพ โดยจะมีเครื่อง
สูบฉีดของเหลวความดันสูงพาเฟสเคลื่อนที่ให้ผ่านเข้าไปในเฟสคงที่ เพื่อท าให้สารเกิดการแยก
แล้วตรวจวัดด้วยเครื่องมือที่เหมาะสม จากนั้นรายงานผลเป็นกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง
เวลา (แกนนอน) กับสัญญาณไฟฟ้า (แกนต้ัง) เรียกว่า โครมาโทแกรม 
 
 2.5.2 Mass Spectrometry 
 
 เมื่อท าให้โมเลกุลของสารเกิดการสูญเสียอิเล็กตรอน โมเลกุลนั้นจะกลายเป็นไอออนและมี
ประจุบวก (molecular ion, M+) โมเลกุลที่มีประจุบวกนี้ ถ้ามีพลังงานมากพออาจเกิดการแตกตัว
ออกเป็นส่วนย่อยๆ (fragment ion) ซึ่งส่วนย่อยๆเหล่านี้อาจเป็นอนุภาคที่เป็นกลาง (neutral) เป็น 
cation redicle หรือเป็น cation เช่น  
 

M + e                               M+ + 2e 
A+  + N. 

      M+ 
            A+  + N 
 
  ในท านองเดียวกันถ้าไอออนย่อยยังมีพลังงานมากพอที่จะแตกตัวต่อไป เกิดเป็นไอออน
ย่อยอันใหม่ต่อไปเรื่อยๆจนในที่สุดเหลือพลังงานน้อยลงจนไม่พอจะแตกตัวต่อไปได้อีก เมื่อ
พิจารณาจากแมสสเปกตรัม จะบ่งบอกถึงลักษณะการแตกตัวของโมเลกุลไอออน หรือรวมรูปแบบ
ของการแตกตัวของแต่ละไอออนทั้งหมดเข้าด้วยกันจะได้รูปแบบการแตกตัว (fragmentation 
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pattern) ของโมเลกุล ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของสารประกอบแต่ละชนิด รูปแบบการแตกตัวนี้
นอกจากจะขึ้นอยู่กับสารแต่ละชนิดแล้วยังขึ้นกับพลังงานที่ใช้ โครงสร้างของโมเลกุล เวลาระหว่าง
การเกิดและการตรวจพบไอออนด้วย โดยแมสสเปกโทรมิเตอร์จะเป็นเครื่องมือที่ใช้แยกและวัดมวล
ของไอออนด้วยการใช้อัตราส่วนมวลต่อประจุ (m/z) โดยทั่วไปไอออนมักจะมีประจุ +1 ดังนั้นค่า 
m/z จึงมีค่าเท่ากับมวลไอออนโดยตรง โดยที่ระยะเวลาสั้นๆหลังจากเกิดไอออไนเซชันแล้ว จะเห็น
ไอออนต่างๆเกิดขึ้น ถ้าทราบชนิดและปริมาณของไอออนเหล่านั้นจะสามารถหาความสัมพันธ์ของ
มันได้ โดยแกน x แสดงค่า m/z และให้แกน Y แสดงปริมาณสัมพัทธ์ (relative abundant) ซึ่ง
เรียกว่า แมสสเปกตรัม 
 
 องค์ประกอบของเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร์ที่ใช้เป็นเครื่องตรวจวัด (เกศินี ประกอบนา 
และวรกร พิทยานุกุล, 2547) การตรวจวัดมีขั้นตอนคือ การท าให้สารตัวอย่างเป็นไอ จากนั้นท าให้
เกิดการแตกตัวเป็นไอออนหรือชิ้นส่วนย่อย ๆ (fragment) ไอออนต่าง ๆ ที่เกิดขึ้นจะถูกแยกตาม
ขนาดของมวลต่อประจุ (m/z) แล้วตรวจวัดและบันทึกผล เครื่องมือที่จ าเป็นในการท าให้เกิดสิ่ง
เหล่านี้ประกอบด้วยส่วนใหญ่ ๆ 4 ส่วน คือ 

1. ระบบการใส่ตัวอย่าง (Sample Introduction) 
2. แหล่งผลิตไอออน (Ionization Source) 
3. การแยกไอออนหรือส่วนวิเคราะห์มวล (Mass Analyzer) 
4. ระบบการตรวจไอออน (Ions Detection) 
 

1. ระบบการใส่ตัวอย่าง (Sample Introduction) 
ในที่นี้จะกล่าวถึงเฉพาะระบบแมสสเปกที่ต่อกับเครื่องลิควิดโครมาโทกราฟี ดังนั้นเครื่อง

ลิควิดโครมาโทกราฟี จึงท าหน้าที่เป็น Inlet system น าสารตัวอย่างเข้าสู่ แมสสเปกโทรมิเตอร์ 
 
2. แหล่งก าเนิดไอออน (Ionization Source) 
แหล่งผลิตไอออนเป็นแหล่งที่ท าให้โมเลกุลของสารตัวอย่างเกิดเป็นไอออน และเกิดการ

แตกตัว ซึ่งแหล่งนี้ถือได้ว่าเป็นส่วนส าคัญของเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร์ในการเชื่อมต่อการ
ท างานกับส่วนลิควิดโครมาโทกราฟี เนื่องจากการแยกสารด้วยลิควิดโครมาโทกราฟี เป็น
กระบวนการเกิดขึ้นภายใต้สภาวะบรรยากาศทั่วไป แต่กระบวนการท างานของแมสสเปกโทร
มิเตอร์จะเกิดขึ้นภายใต้สภาวะที่เป็นสุญญากาศเท่านั้น ดังนั้นจึงมีระบบเชื่อมต่อระหว่างระบบ
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ของลิควิดโครมาโทกราฟีและแมสสเปกโทรมิเตอร์ ซึ่งเรียกว่า Interface  ระบบเชื่อมต่อ Interface 
ท าหน้าที่ก าจัดตัวท าละลาย ท าให้สารที่ต้องการทดสอบอยู่ในรูปของประจุ ส าหรับระบบ 
Interfaces ที่รู้จักกันโดยทั่วไป แบ่งเป็น 3 แบบ คือ 

 
1. Atmospheric pressure chemical ionization (APCI) 
2. Atmospheric Pressure Photoionization (APPI) 
3. Electrospray Ionization (ESI) 
 

 
 
ภาพท่ี 2.8 แหล่งก าเนิดไอออน 
ที่มา: Basic of LC/MS, Agilent Technologies, 2001 
 

1. Atmospheric pressure chemical ionization (APCI) 
เป็นการท าให้สารตัวอย่างเกิดเป็นไอออนในขณะที่สารอยู่ในสภาวะแก๊ส โดยเกิดจาก

การชนกันระหว่างโมเลกุลของสารกับรีเอเจนท์ไอออน (reagent ion) โดยรีเอเจนท์ไอออนนี้เกิด
จากการที่ของเหลวในสารตัวอย่างเกิดเป็นไอออนขึ้นโดยการใช้เข็มที่มีศักย์ไฟฟ้าพลังงานสูงซึ่ง
อาจจะให้ศักย์ไฟฟ้าเป็นบวกหรือลบก็ได้ขึ้นกับความเหมาะสมในการตรวจวัด โดยจะมีการใช้
ความร้อนในการระเหยตัวท าละลายออกจากสารตัวอย่างเพื่อช่วยให้สารเกิดเป็นไออนในสภาวะ
แก๊ส จากนั้นไออนของสารตัวอย่างจะถูกส่งผ่านไปยังช่องแคบเล็กๆ (skimmer) ที่มีการใช้แก๊ส
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ไนโตรเจนช่วยพ่นตัวท าละลาย ไอออนขนาดใหญ่และโมเลกุลที่เป็นกลางออกไป เป็นการจ ากัด
ปริมาณแก๊สที่จะเข้าสู่ส่วนต่อไปท าให้ช่วยรักษาความเป็นสุญญากาศของเครื่องได้ 

ลักษณะของการท าให้เกิดเป็นไอออนด้วยเทคนิค APCI (ดังภาพที่ 2.8)จะได้ข้อมูล
เกี่ยวกับมวลโมเลกุลของสารเนื่องจากเป็น soft ionization technique เหมาะกับสารตัวอย่างที่
ค่อนข้างไม่มีขั้ว และสามารถใช้กับเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟีที่มี flow rate สูงถึง 1ml/min ได้ 

 

 
 

ภาพท่ี 2.9 แหล่งก าเนิดไอออนแบบ APCI 
ที่มา: Basic of LC/MS, Agilent Technologies, 2001 
 

2. Atmospheric Pressure Photoionization (APPI) 
การท าให้สารเกิดเป็นไอออนในสภาวะความดันบรรยากาศ จะท าให้โมเลกุลของสาร

ได้รับพลังงานพอเหมาะ จึงไม่ค่อยเกิดการแตกตัวออกเป็นไอออนย่อยๆ วิธีนี้เหมาะกับตัวอย่างที่
ค่อนข้างไม่มีขั้ว 
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3. Electrospray Ionization (ESI) 
การใช้ศักย์ไฟฟ้าจะท าให้สารตัวอย่างที่ถูกส่งผ่านแคพิลารีเกิดเป็นไอออน ในขณะที่

สารระเหยตัวอย่างอยู่ในสภาวะของเหลว จากนั้นจะพ่นสารออกมาเป็นละอองฝอยแล้วให้ความ
ร้อนเพื่อระเหยตัวท าละลายออกไป ท าให้สารกลายเป็นประจุที่มีขนาดเล็กลงเรื่อยๆได้ เนื่องจาก
ความหนาแน่นของประจุจะสูงขึ้นเรื่อยๆ จากการที่ระเหยตัวท าละลายออกแล้วประจุมีขนาดเล็กลง
จนถึงจุดหนึ่งที่แรงผลักระหว่างประจุสูงเกินกว่าแรงตึงผิวของสารละลาย ท าให้ไอออนของสาร
ตัวอย่างเกิดการแตกตัวออกเป็นไอออนเดี่ยวๆจ านวนมาก 

 

 
 
ภาพท่ี 2.10 แหล่งก าเนิดไอออนแบบ ESI 
ที่มา: Basic of LC/MS, Agilent Technologies, 2001 

 

 
 
ภาพท่ี 2.11 Desorption of ions from solution 
ที่มา: Basic of LC/MS, Agilent Technologies, 2001 
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การเพิ่ม sensitivity ในการท าให้สารเกิดเป็นไอออนด้วยเทคนิค ESI ขึ้นอยู่กับหลาย
ปัจจัยด้วยกันคือ 

 
1. Ionization 
- pKa ของสารตัวอย่าง 
- pKa ของสารละลาย 
2. Nebulization 
- แรงตึงผิวของสารละลาย 
- ความหนืดของสารละลาย 
3. Desolvation 
- อุณหภูมิและความเร็วของ drying gas  
- ค่าความร้อนในการท าให้สารเกิดการระเหยกลายเป็นไอ  
4. Desorption of ion 
- พลังงานในการท าให้สารถูกล้อมรอบด้วยตัวท าละลาย  
5. Gas phase reaction 
- ความสามารถในการดึงดูดโปรตอนของสาร (proton affinity) 
- ความสามารถในการแลกเปลี่ยนไอออน ซึ่งขึ้นกับความสามารถในการกลายเป็น

ไอออน (ionization energy) 
 

 ลักษณะของการท าให้สารเกิดเป็นไอออนด้วยเทคนิค ESI 
 จะได้ข้อมูลเกี่ยวกับมวลโมเลกุลของสารเนื่องจากเป็น Soft ionization technique และ
เหมาะกับตัวอย่างที่มีประจุมากกว่า 1 ในสารละลาย เช่น เปปไทด์หรือโปรตีน (ชูติมา ศรีวิบูลย์, 
2546) สารตัวอย่างที่มีขั้วหรือสารไอออนิก และเหมาะกับการวิเคราะห์สารโมเลกุลใหญ่ เช่น สาร
พวกชีวโมเลกุลหรือพอลิเมอร์ เป็นต้น เนื่องจากสามารถเกิดเป็นไอออน [M+nH]n+ ได้ แต่ไม่
สามารถใช้กับเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟีที่มี flow rate สูง ๆ ได้ 
 

3. ส่วนวิเคราะห์มวล (Mass Analyzer) 
ส่วนวิเคราะห์มวลในเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร์นั้น จะติดต้ังอยู่ระหว่างแหล่งที่ท าให้เกิด

ไอออนกับระบบการตรวจไอออน ซึ่งเครื่องวิเคราะห์มวลมีอยู่หลายประเภท เช่น Time-of-Flight 
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Analyzer (TOF), Magnetic Sector Mass Analyzer, Quadrupole Analyzer และ Ion Trap  ใน
ที่นี้จะกล่าวถึงเฉพาะ Ion trap mass analyzer 

 
ion trap mass analyzer  เป็นบริเวณที่มีขั้วไฟฟ้ามาอยู่รวมกันและใส่คลื่นวิทยุท าให้

บริเวณนี้มีการกักขังไอออนที่ผ่านเข้ามาจากแหล่งผลิต  ไอออนจะอยู่บริเวณแนวแกนทั้ง 4 ด้าน ที่
มีการเสริมศักย์ไฟฟ้า  DC ที่ขั้วไฟฟ้า  

 

 
 
ภาพท่ี 2.12  Ion Trap Mass Analyzer 
ที่มา: Basic of LC/MS, Agilent Technologies, 2001 

 
ion-trap mass analyzer อาจเรียกว่าเป็นควอดูโพล (quadrupole) แบบสามมิติเพราะ

การกักขังไอออนนั้นใช้แรงจากสนามไฟฟ้าสามทิศทางด้วยกัน ส่วนของ mass analyzer ประกอบ
ไปด้วยขั้วไฟฟ้า (ring electrode) แยกเป็นขั้วไฟฟ้ารูปครึ่งวงกลม 2 อันปิดทั้งด้านบนและด้านล่าง  
ion-trap mass spectrometer สามารถเก็บ ions ที่ไม่ได้ถูกคัดเลือกและจะปลดปล่อยออกไปเมื่อ
ท าการสแกนสนามไฟฟ้าอย่างเป็นล าดับ  

 
4. ระบบการตรวจไอออน (Ions Detection)  
ระบบการตรวจไอออนจะมีหน้าที่ในการเปลี่ยนไอออนที่ได้จากส่วนวิเคราะห์มวล (Mass 

Analyzer) ให้กลายเป็นสัญญาณไฟฟ้าหรืออ่ืน ๆ แล้วบันทึกออกมาเป็น Mass Spectrum ซึ่งมีทั้ง
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การตรวจวัดที่ขยายสัญญาณและไม่ขยายสัญญาณ โดยระบบการตรวจวัดแบบหนึ่งที่ใช้ก็คือ 
Channeltron Electron Multiplier (CEM) ซึ่งเป็นการตรวจวัดที่มีการขยายสัญญาณของ
อิเล็กตรอน โดยจะใช้อุปกรณ์เป็นท่อที่ท ามาจากแก้วหรือโลหะซึ่งมีลักษณะโค้งงอโดยภายในจะ
เคลือบด้วยสารที่สามารถปลดปล่อยอิเล็กตรอนได้ น ามาต่อเข้ากับศักย์ไฟฟ้าโดยจะมีการเพิ่ม
ศักย์ไฟฟ้าที่เป็นบวกขึ้นเรื่อย ๆ ตามระยะทางที่ห่างจากส่วนวิเคราะห์มวล เมื่อไอออนผ่านมา
กระทบบริเวณส่วนต้นของท่อนี้จะท าให้อิเล็กตรอนถูกกระตุ้นให้หลุดออกมาแล้วถูกดึงดูดให้ชน
ต่อไป เกิดการขยายสัญญาณต่อไปเรื่อย ๆ 
 
 2.5.3 การวิเคราะห์เจละตินด้วยเครื่อง LC/MS/MS 
 

เมื่อท าการย่อยเจละตินด้วยกรดหรือเอนไซม์เกิดเป็นเปปไทด์สายสั้นและกรดอะมิโนซึ่ง
สามารถตรวจวัดได้ด้วยเทคนิค liquid chromatography electrospray ionisation mass 
spectrometry (LC-ESI-MS-MS) ซึ่งเป็นเทคนิคที่เหมาะกับตัวอย่างที่มีประจุมากกว่า 1 ใน
สารละลาย เช่น เปปไทด์หรือโปรตีน (ชูติมา ศรีวิบูลย์, 2546) โดย Ocana และคณะ (2004) ได้
ศึกษา gelatin derived peptide โดยท าการย่อยเจละตินด้วย hydrochloric acid ภายใต้สภาวะที่
เหมาะสม จะได้เปปไทด์สายสั้น และกรดอะมิ โน ซึ่ งจะถูกแยกให้บริสุทธิ์ ด้วย Liquid 
Chromatography เป็นการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างที่เป็นของเหลว ซึ่งจะถูกปั๊มเข้าสู่คอลัมน์ที่
ภายในบรรจุด้วยอนุภาคของแข็งขนาดเล็ก ท าหน้าที่เป็นวัฏภาคคงที่ (stationary phase)  การ
แยกเกิดขึ้นในคอลัมน์ได้เนื่องจากสารแต่ละชนิดเคลื่อนที่ผ่านวัฎภาคคงที่ด้วยความเร็วที่แตกต่าง
กัน จากนั้นสารบริสุทธิ์จะถูกตรวจวัดด้วยเครื่องมือ mass spectrometry โดยจะตรวจวัดไอออนที่
เกิดขึ้นและปรากฏเป็น peak บนสเปกตรัมตามขนาดมวลต่อประจุ พบว่า spectrum ที่ 915 และ 
1044 m/z มีความจ าเพาะกับเจละตินสุกร 
  

  
 
 
 
 
 
 



บทที่ 3 
 

การด าเนินการวิจัย 
 

3.1 วัตถุดิบ อุปกรณ์และสารเคมี  
 3.1.1 วัตถุดิบ 

เจละตินสุกรมาตรฐานจากบริษัท Sigma (Type A ,Sigma) 
เจละตินวัวมาตรฐานจากบริษัท Sigma (Type B ,Sigma)  
เจละตินปลามาตรฐานจากบริษัท Sigma (45%gelatin ,Sigma) 
นมยูเอชที รสจืด ยี่ห้อ โฟร์โมสต์ 
น้ าตาลทราย ย่ีห้อ มิตรผล 
เจละตินแผ่น ยี่ห้อ Gelita 
คอลลาเจนปลา ไม่มียี่ห้อ 
นมถั่วเหลืองผสมคอลลาเจน ย่ีห้อ แลคตาซอย 
เครื่องด่ืมเยลลี่คาราจีแนนผสมคอลลาเจน ย่ีห้อ Jele’ 
เยลลี่เจละติน ย่ีห้อ HARIBO 
เยลลี่เจละติน ยี่ห้อ จอลลี่ โคล่า 
วุ้นเจละติน ยี่ห้อ อิมพีเรียล 
เครื่องด่ืมผสมคอลลาเจน ยี่ห้อ สก็อต คอลลาเจน-อี 
เครื่องด่ืมผสมคอลลาเจน ยี่ห้อ สก็อต คอลลาเจน-คิว10 
เครื่องด่ืมผสมคอลลาเจน ยี่ห้อ สก็อต คอลลาเจน-เอ็ม วิธ ซิงค์ 

 
3.1.2 สารเคมี 

 แอมโมเนียมไบคาบอเนต, NH4HCO3 (Sigma, A6141-500G, Germany) 

 กรดไฮโดรคลอริก, HCl (Merck, 1.00317 2500, Germany ) 

 อะซิโตไนไตร, CH3CN (Merck, 1.14291.4000, Germany) 

 กรดฟอร์มิก, HCOOH (Merck, 1.00264.1000, Germany) 

 น้ าปราศจากไอออน (Deionized water) 

 Coomassie Briliant Blue G250 (Usb, 32812 25 GM, UK) 
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 เอธานอล 95%, C2H5OH (Merck, 1.00983.2500, Germany) 

 กรดฟอสฟอริก 85%, H3PO4 (Merck, 1.00573.1000, Germany) 

 กรดอะซิติก, CH3COOH (BDH, 100015N, England) 

 Bovine Serum Albumin (BSA) (Sigma, P5369-10ML, USA) 

 
3.1.3 วัสดุและอุปกรณใ์นการวิเคราะห์เจละตินด้วย LC/MS/MS 
 เครื่องชั่งน้ าหนัก 4 ต าแหน่ง (SARTORIUS CP 2245, 17304408, Germany)

  Autopipette ขนาด 50 µL, 200 µL, 1000 µL  (GILSON , France) 
 Tip ขนาด 200 µL และ 1,000 µL  
 Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 mL  
 Heat box (Wealtec, HB-2, Taiwan)  
 Vortex Mixture  (Vortex-Genie2, USA)  
 เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วรุ่น TX-201 
 Mass Spectrometer (Bruker HCT, Germany)  
 HPLC (Agilent , 1100  Series, USA) 
 

3.1.4 วัสดุอุปกรณ์ในการสกัดเจละติน 

เครื่องชั่ง 4 ต าแหน่ง (SARTORIUS CP 2245, 17304408, Germany) 

หลอดทดลองฝาเกลียว ขนาด 16 x 125 mm 

Graduate pipette ขนาด 1 mL, 5mL 

Autopipette ขนาด 50 µL, 200 µL, 1000 µL  (GILSON , France) 

กรวยกรอง 

กระดาษกรอง Whatman No.1 

อ่างควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 

เครื่องปั่นเหวี่ยง (MPW-52, 0365, Poland) 

สเปกโตรมิเตอร์ (UV-vis, power wave 340, BIOTEK) 

เครื่องท าความร้อนแบบหลุม (Heat Box) 
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3.2 ขั้นตอนด าเนินการวิจัย 
 

3.2.1  การเตรียมตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์ด้วยเทคนิค LC/MS/MS 
 
3.2.1.1 การหาสภาวะที่เหมาะสม(ความเข้มข้นและเวลา)ในการย่อยเจละตินสุกร

ด้วยกรด HCl เพื่อศึกษาต่อด้วยเทคนิค LC/MS/MS  
ชั่งตัวอย่างเจละตินสุกร 5 mg ใส่ใน microtube เติมกรดไฮโดรคลอริก 3M และ 6M 

ปริมาตร 1000 µL เขย่าด้วยเครื่อง Vortex ให้เจละตินละลายเป็นเนื้อเดียวกัน น าไปให้ความร้อนที่

อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 40 และ50 นาที จากนั้นทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องจนเย็น ปิเปต

สารละลายเจละติน 100 µL ใส่ในหลอดๆละ เติม NH4HCO3 2M 150 ไมโครลิตร  และเติมน้ า

ปราศจากไอออน 250 ไมโครลิตร  ผสมสารละลายให้เข้ากัน น าไป centrifuge ที่ 12000 g  นาน 

30 นาที (Ocana และคณะ, 2004) เจือจางสารละลายเจละตินใน solvent A (0.1 % v/v FA ใน 

98 % H2O) ให้ได้ความเข้มข้น 0.2 µg/µL ที่อัตราส่วน 50: 450 µL วิเคราะห์เจละตินด้วยเทคนิค 

LC-MS/MS (ESI ion trap) ใช้แหล่งก าเนิดไอออนแบบ Electrospray Ionization (ESI) และมีส่วน

วิเคราะห์มวล ion trap ส าหรับสภาวะที่ใช้ในโครมาโทกราฟีใช้คอลัมน์ Biobasic C18 ขนาด 1.0 x 

150 mm (Thermo Finnigan)  เฟสเคลื่อนที่ที่ใช้คือ solvent  A (0.1 % v/v FA ใน 98 % H2O) 

และ solvent B (95 % ACN containing 0.1 % v/v FA) โดยมีอัตราส่วน gradient elution ดัง

ตารางที่ 3.1 อัตราการไหลทั้งหมด (total flow rate) เป็น 0.1 mL/min อุณหภูมิของ column เป็น 

30๐C ปริมาตรของตัวอย่างจะถูกฉีดครั้งละ 5 µL. 
 

ตารางที่ 3.1 อัตราส่วนที่เหมาะสมของสารละลายเฟสเคลื่อนที่ต่อเวลา 

เวลา (นาท)ี  A%  B%  

0 95  5 

65  35  65  

70  20  80  

95  95  5 
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ESI-MS สารที่ถูกชะออกมาจาก column ของ HPLC จะเข้าสู่ MS โดยผ่านทางเข็ม ES 

ionization ที่ให้ศักย์ไฟฟ้า 3500 V แล้วให้ความร้อน 300 ๐C  ที่ 8 mL/min และใช้ Nebulizer gas 

ท่ี 35 psi เพื่อระเหยตัวท าละลายออกไปและท าให้สารกลายเป็นประจุที่มีขนาดเล็กลง ระยะเวลาที่

ให้ไอออนอยู่ใน mass analyzer คือ 200 milliseconds  ไอออนต่าง ๆ ที่เกิดขึ้นจะถูกแยกตาม

ขนาดของมวลต่อประจุ (m/z) ในรูปแบบ positive ion mode โดยการวิเคราะห์ข้อมูลจะอยู่ในช่วง 

250-1,500 m/z   เฉพาะ  mass  915 และ 1044  m/z จะถูกเลือกเพื่อวิเคราะห์ด้วย MS/MS โดย

อัตโนมัติ  ใช้โปรแกรม Hystar ควบคู่ไปกับ Esquire Control ส าหรับควบคุมเครื่อง HPLC และ 

Mass spectrometer ใช้โปรแกรม Data Analysis 3.2 ส าหรับวิเคราะห์ข้อมูล 

3.2.1.2  การพัฒนาวิธีการสกัดเจละตินจากตัวอย่างอาหารด้วย Ethanol และ 
Acetic acid เพื่อตรวจยืนยันด้วยเทคนิค LC/MS/MS 

 
3.2.1.2.1 การตกตะกอนด้วย Ethanol ในกรณีของวุ้นเจละติน 
เตรียมผงวุ้นเจละติน ประกอบด้วยเจละตินสุกรกับน้ าตาล ความเข้มข้นของเจละติน

เท่ากับ 5% 10% 15% และ 20% หลังจากนั้น ชั่งผงวุ้นเจละตินความเข้มข้นละ 2 g  เติมน้ ากลั่น 5 

มิลลิลิตร ให้ความร้อนที่ 50 องศาเซลเซียส จนเจละตินละลาย ต้ังทิ้งไว้ให้เย็นและน าเข้าตู้เย็น

เพื่อให้เกิดเป็นเจล ชั่งวุ้นเจละตินที่แข็งตัวมา 200 มิลลิกรัม เติมน้ ากลั่น 1 มิลลิลิตร (จะได้ความ

เข้มเท่ากับ 0.01, 0.02, 0.03 และ 0.04 g/mL) อุ่นที่ 37 องศาเซลเซียส เมื่อครบ 10 นาที  เติม

เอธานอล 2 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองแล้วบ่มในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ ที่ 37 องศาเซลเซียส 

ต่ออีก 10 นาที แล้วน ามาต้ังให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง (25๐C) น าไปป่ันเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นตกตะกอน

ด้วยความเร็วปานกลาง (Hitachi-Himac, CF7D2) ที่ 3000 rpm นาน 20 นาที สังเกตตะกอนท่ี

เกิดขึ้น ถ้าเห็นตะกอนชัดเจนสามารถเทส่วนใสทิ้งและเก็บตะกอนไปวิเคราะห์ต่อ หากไม่ชัดเจนให้

น าไปเป่าให้แห้งด้วยไนโตรเจนพร้อมให้ความร้อนที่ 60 องศาเซลเซียส น าตะกอนที่ได้มาวัด

ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford Assay (Owusu-Apenten, 2002) และย่อยต่อด้วยกรดไฮโดร

คลอริกหลังจากนั้นวิเคราะห์ด้วยเทคนิค LC/MS/MS 

 

3.2.1.2.2  การตกตะกอนด้วย Acetic acid และ Ethanol ในกรณีของผลิตภัณฑ์นม 
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3.2.1.2.1  การหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของกรดอะซิติกในการตกตะกอนโปรตีนเคซีน
ในนมยูเอชทีรสจืด 

ปิเปตตัวอย่างนมยูเอชทีรสจืดปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วน าไปให้ความร้อนที่ 37๐C นาน 
10 นาท ีเติม acetic acid (Ferris, 1922) (ที่ความเข้มข้น 10%, 20%, 30% และ 40% ตามล าดับ) 
หลอดละ 1 mL. ต้ังทิ้งไว้ 10 นาที น าไป centrifuge ที่ 3,000 rpm อุณหภูมิ 25๐C นาน 20 นาที 
กรองด้วยกระดาษกรอง Whatman No.01 น าส่วนใสไปให้ความร้อนที่ 35-37๐C หลังจากนั้นเติม 
acetic acid อีกครั้งเพื่อตกตะกอนเคซีนทีเหลืออยู่ (ที่ความเข้มข้น 10%, 20%, 30% และ 40% 
ตามล าดับ) หลอดละ 1 mL แล้ว  ต้ังทิ้งไว้ 10 นาที น าไป centrifuge ที่ 3,000 rpm อุณหภูมิ25๐C 
นาน 20 นาที กรองด้วยกระดาษกรอง Whatman No.1 น าส่วนใสให้ความร้อนที่ 35-37๐C 10 
นาที แล้วเติม ethanol ลงไป 2 mL บ่มต่ออีก 10 นาที น าไป centrifuge ที่ 3,000 rpm อุณหภูมิ  
25๐C นาน 20 นาที สังเกตตะกอนที่เกิดขึ้น แล้วน าตะกอนที่ได้มาวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี 
Bradford Assay  
 

3.2.1.2.2 การตกตะกอนเจละตินในผลิตภัณฑ์นม 
เตรียมเจละตินความเข้มข้น 0.1 g/mL ละลายด้วยน้ ากลั่นและให้ความร้อนจนเจละติน

ละลายหมด เตรียมตัวอย่างนม โดยปิเปตนมใส่ในหลอดทดลองดังตารางท่ี 4 (หลอดละ 2 ซ้ า) 
 

ตารางที่ 3.2 สัดส่วนนมต่อสารละลายเจละติน (0.1g/mL) 

ล าดับที่ ปริมาตรนม (mL) ปริมาตรเจละติน (mL) 

1 5.0 0 
2 4.5 0.5 
3 4.0 1.0 
4 3.5 1.5 
5 3.0 1.0 
6 2.5 2.5 

 

ท าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 3.2.1.2.1 สังเกตตะกอนที่เกิดขึ้น ถ้าเห็นตะกอนชัดเจน

สามารถเทส่วนใสทิ้งและเก็บตะกอนไปวิเคราะห์ต่อ หากไม่ชัดเจนให้น าไปเป่าให้แห้งด้วย
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ไนโตรเจนพร้อมให้ความร้อนที่ 60๐C น าตะกอนที่ได้มาวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford Assay 

และย่อยต่อด้วยเทคนิค LC/MS/MS 

 

3.2.2 การศึกษาความแตกต่างของเจละตินจากสุกร วัว และปลา ด้วยเทคนิค    

LC/MS/MS 

3.2.2.1 การหาปริมาณเจละตินสุกรท่ีเหมาะสมและปริมาณต่ าสุดที่สามารถวิเคราะห์ได้ 
ชั่งตัวอย่างเจละตินสุกร 0.1, 0.3, 0.5, 1.0, 3.0, และ 5.0 mg ใส่ใน microtube เติมกรด

ไฮโดรคลอริก 6M ปริมาตร 1000 µLจะได้ความเข้มข้น 0.01%, 0.03%, 0.05% 0.1%,0.3%,0.5% 

และ 1% น้ าหนักต่อปริมาตร,(w/v) เขย่าด้วยเครื่อง Vortex ให้เจละตินละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 

น าไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 95๐C นาน 40 นาที จากนั้นทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องจนเย็น ปิเปต

สารละลายเจละตินหลอดละ 100 µL ใส่ในหลอดใหม่ แล้วเติม NH4HCO3 2M 150 µL และเติม

น้ าปราศจากไอออน 250 µL ผสมสารละลายให้เข้ากัน น าไป centrifuge ที่ 12000 g  นาน 30 

นาที เจือจางสารละลายเจละตินใน solvent A ให้ได้ความเข้มข้นไม่เกิน 0.2 µg/ µL  ที่อัตราส่วน

ดังตารางข้างล่าง โดยฉีดเข้าเครื่องครั้งละ 5 µL ท าการทดลอง 6 ซ้ า 

 

ตารางที่ 3.3 การเจือจางสารละลายเจละตินด้วย Solvent A (ความเข้มข้นไม่เกิน 0.2 µg/ µL) 

 
3.2.2.2 การศึกษา Marker ion ของเจละตินวัวและหาปริมาณที่เหมาะสมและปริมาณ

ต่ าสุดที่สามารถวัดได้ 
ท าเช่นเดียวกับเจละตินสุกร ในข้อ 3.2.1.1 
 
3.2.2.3 การศึกษา Marker ion ของเจละตินปลาและหาปริมาณที่เหมาะสมและปริมาณ

ต่ าสุดที่สามารถวัดได้ 

 ความเข้มข้นของเจละติน (%w/v) 
0.01 0.03 0.05 0.1 0.3 0.5 1.0 

สารละลายเจละติน (ไมโครลิตร) 500 500 500 166.7 100 50 33.3 
Solvent A (ไมโครลิตร) - - - 333.3 400 450 466.7 
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เตรียมเจละตินปลาจากเจละตินมาตรฐาน 45% solid โดยชั่งเจละติน 10, 20, 30, 40, 
และ 50mg จะได้เจละตินเข้มข้น 0.45, 0.90, 1.35, 1.80 และ 2.25% w/v เติมกรดไฮโดรคลอริก  
6M ปริมาตร 1000 µL  เขย่าด้วยเครื่อง Vortex ให้เจละตินละลายเป็นเนื้อเดียวกัน หลังจากนั้นท า
เช่นเดียวกับเจละตินสุกร ในข้อ 3.1 และเจือจางสารละลายดังตารางที่ 6 

 

ตารางที่ 3.4 การเจือจางสารละลายเจละตินปลาด้วย Solvent A (ความเข้มข้นไม่เกิน 0.2 µg/ µL) 

 
1. การศึกษา marker ion เจละตินผสม 

 ชั่งเจละตินสุกร วัว และปลา ในอัตราส่วน 2 : 2 : 4 (1.8g solid) ตามล าดับ เติมน้ า 20  
ml ให้ความร้อนที่ 50 องศาเซลเซียส ผสมจนละลายเป็นเนื้อเดียวกัน เมื่อต้ังทิ้งไว้ให้เย็น เจละติน
จะแข็งตัว และชั่งเจละตินมา 100mg เติมกรดไฮโดรคลอริก 6M ปริมาตร 1000 µL เขย่าด้วย
เครื่อง Vortex ให้เจละตินละลายเป็นเนื้อเดียวกัน ท าการทดลองต่อเช่นเดียวกับข้อ 3.2.1.1 

 
3.2.3  การวิเคราะห์เจละตินในตัวอย่างอาหาร 

 
3.2.3.1 วิเคราะห์จากตัวอย่างอาหารที่จ าลองขึ้น 
เตรียมวุ้นเจละตินวัวและปลา เช่นเดียวกับวุ้นเจละตินสุกร ดังข้อ 3.2.1.2.1 เตรียมนมผสม       

เจละตินวัวและปลา เช่นเดียวกับนมผสมเจละตินสุกร ดังข้อ 3.2.1.2.2 
 
3.2.3.2 วิเคราะห์จากตัวอย่างอาหารทางการค้า 

3.2.3.2.1 การคัดเลือกตัวอย่างอาหารทางการค้า 
เลือกตัวอย่างที่มีส่วนผสมของเจละติน ซึ่งระบุชัดเจนบนฉลากผลิตภัณฑ์ และ

เป็นผลิตภัณฑ์นมและผลิตภัณฑ์ที่มีองค์ประกอบไม่ซับซ้อน 
 
 

 ความเข้มข้นของเจละติน (%w/v) 
0.45 0.90 1.35 1.80 2.25 

สารละลายเจละติน (ไมโครลิตร) 111 55.6 37 27.8 22.2 
Solvent A (ไมโครลิตร) 389 444.4 463 472.2 477.8 
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3.2.3.2.2 ส าหรับผลิตภัณฑ์ที่มีองค์ประกอบไม่ซับซ้อน 
 ถ้าเป็นของแข็งเช่น วุ้นเจละติน เยลลี่เจละติน ให้ชั่งมา 2 กรัม แล้วเติมน้ ากลั่น 5 mL ให้
ความร้อนที่ 50 องศาสเซลเซียส คนจนเป็นสารละลายเดียวกัน  ปิเปตสารละลาย 1 mL ใส่หลอด
ทดลองฝาเกลียว  
 ส่วนผลิตภัณฑ์ที่เป็นของเหลวให้ปิเปตมา 1 mL ใส่หลอดทดลองฝาเกลียว หลังจากนั้น
น าไปต้ังในอ่างควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส 10 นาที เติมเอธานอล 2 mL ต้ังทิ้งไว้ต่ออีก 
10 นาท ีน าไปวิเคราะห์ต่อ ดังข้อ 3.2.1.2.1 

 
3.2.3.2.3 ส าหรับผลิตภัณฑ์ที่มีองค์ประกอบซับซ้อน ได้แก่ ผลิตภัณฑ์นม 

ปิเปตตัวอย่างอาหารมา 5mLใส่หลอดทดลองฝาเกลียว หลังจากนั้นท าการทดลอง
เช่นเดียวกับข้อ 3.1.2.2.2 

 
3.2.4 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิต ิ

การวิจัยนี้วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติโดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป SPSS version 11.5 
ข้อมูลทั่วไปของกลุ่มตัวอย่างแสดงเป็นค่าเฉลี่ย สัดส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เปรียบเทียบความ
แตกต่างของตัวอย่างก่อนและหลังการตกตะกอนเจละตินในตัวอย่างนมผสมเจละตินและวุ้น       
เจละตนิ โดยใช้ pair t-test ก าหนดระดับนัยส าคัญที่ α = 0.05 
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บทที่ 4 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
  

จากรายงานการวิจัยท่ีเคยศึกษาความแตกต่างของเจละตินนั้น ส าหรับเทคนิคด้าน Liquid 
Chromatography Mass Spectrometer หรือ LC/MS/MS เป็นเทคนิคที่เหมาะสมในการวิเคราะห์
โปรตีน และมีความไวสูง Ocana และคณะ (2004) ได้น าเทคนิคนี้มาศึกษาเจละตินสุกร แต่ไม่ได้มี
วัตถุประสงค์ในการแยกความแตกต่าง อีกทั้งงานวิจัยดังกล่าวยังไม่มีการศึกษาในผลิตภัณฑ์
อาหารทางการค้า เนื่องจากในผลิตภัณฑ์ต่างๆ เจละตินถูกรวมอยู่กับองค์ประกอบอ่ืนๆหลายชนิด 
ซึ่งท าให้การวิเคราะห์ชนิดของเจละตินยุ่งยากขึ้น เนื่องจากอาจเกิดการรบกวนจากสารอ่ืนๆได้ 
งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธีการสกัดเจละตินออกจากตัวอย่างอาหาร และศึกษา
ความแตกต่างของเจละตินจากสุกร วัวและปลา โดยการหา marker ion ของเจละตินแต่ละชนิด 
และ marker ion ดังกล่าวเฉพาะเจาะจงกับโปรตีนเจละตินเท่านั้น โดยศึกษาด้วยเทคนิค 
LC/MS/MS ซึ่งตัวอย่างจะผ่านการย่อยด้วยกรดไฮโดรคลอริกที่ความเข้มข้นและระยะเวลาที่
เหมาะสม 
 

4.1 การเตรียมตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์ด้วยเทคนิค LC/MS/MS 
 
4.1.1 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการย่อยเจละตินด้วยกรด HCl 

 
จากการทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมในการย่อยเจละตินสุกรด้วยกรด HCl ท้ังความ

เข้มข้นของกรดที่ 3M และ 6M และระยะเวลาในการย่อยที่ 30 40 และ 50 นาทีนั้น พบว่าที่ 6M 
HCl จะให้สเปคตรัมที่ชัดเจน และเมื่อพิจารณาค่า signal to noise ratio (S/N ratio) ก็พบว่าจะมี
ค่าที่สูงกว่าการใช้ 3M HCl อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น P<0.05 ดังภาพที่ 4.1 
เป็นการเปรียบเทียบโครมาแกรมของเจละตินสุกรที่ย่อยด้วยกรด 3M และ 6M และเมื่อพิจารณา
รายละเอียดดังภาพที่ 4.2A ก็พบว่าหลังท าการ Extracted Chromatogram ที่ 915 และ 1044 
m/z (mass to charge ratio) นั้น จะได้สเปคตรัมที่มีความชัดเจน และเมื่อท าการแตกตัว marker 
ion ทั้งสอง ก็จะได้รายละเอียดดังภาพที่ 4.2B marker ion เป็นไอออนที่ตรวจวัดได้บนเปปไทด์
สายสั้นๆหลังจากถูกย่อยด้วยกรด ซึ่งพบว่าไอออนสองตัวนั้นเป็นเอกลักษณ์เฉพาะของเจละติน
สุกร   
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ภาพท่ี 4.1 การเปรียบเทียบโครมาโทแกรมของเจละตินมาตรฐานจากสุกร ที่ย่อยด้วย 3M และ 6M HCl 
  

     
  

ภาพท่ี 4.2 โครมาโทแกรมและสเปคตรัมของเจละตินสุกรที่ย่อยด้วย 6M HCl 40 นาที  
(A) Extracted Chromatogram (บน) และ MS Spectrum (ล่าง (B) Total Chromatogram (บน) 
และ MS/MS Spectrum (ล่าง) 

 
 

 

3M HCl 
6M HCl 
 

(B) (A) 
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 ส าหรับการหาเวลาที่เหมาะสมในการย่อยก็เช่นเดียวกัน พบว่าที่เวลา 40 นาที ทั้ง 3 ซ้ าการ
ทดลองจะให้ความเข้มของโครมาโทแกรมสูงกว่าที่เวลา 30 และ 50 นาที ดังภาพที่ 4.3 และเมื่อ
พิจารณาสเปคตรัมที่ได้ ดังภาพที่ 4.4A&B พบว่าค่า S/N ratio ของ marker ion ที่สนใจ ก็มีค่าที่สูง
กว่าจาก 2 สภาวะ จึงสรุปได้ว่าความเข้มข้นของกรดไฮโดรคลอริกและเวลาที่เหมาะสมคือ 6M ที่ 40 
นาที  
 
 ปัจจัยที่ส าคัญที่ต้องควบคุมการย่อยด้วยกรดนั้นคือความเข้มข้นและเวลา (Fountoulakis, 
1998) ถ้าย่อยด้วยสภาวะที่ต่ าไป หรือที่สภาวะสูงไปอาจจะไม่ได้ marker ion ที่เป็นเอกลักษณ์เฉพาะ
ของเจละติน เนื่องจากการย่อยด้วยกรดเป็นการย่อยแบบสุ่มไม่จ าเพาะเจาะจง ส าหรับงานวิจัยนี้
พบว่าเมื่อใช้ความเข้มข้นและเวลาที่เหมาะสมก็ท าให้ได้ marker ion ของเจละติน สอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Ocana และคณะ (2004) นั่นคือ พบ marker ion ที่ 915 และ 1044 m/z (mass to 
charge ratio) และเมื่อท าการแตกตัว ion ทั้งสองพบว่า ion ที่ 915 m/z สามารถแตกตัวได้เป็น 342, 
568, 681 และ 897 m/z  ส่วน ion ที่ 1044 m/z สามารถแตกตัวได้เป็น 471, 697, 810, 897 และ 
1026 m/z 
 

 
 

ภาพท่ี 4.3 การเปรียบเทียบโครมาโทแกรมของเจละตินมาตรฐานจากสุกรที่ย่อยด้วย 6M HCl       
เวลา 30 40 และ 50 นาท ี
 

30 นาที  
    40 นาที 
        50 นาที 

30 นาที  
    40 นาที 
        50 นาที 

30 นาที  
    40 นาที 
        50 นาที 

ซ้ าที่ 1 

ซ้ าที่ 2 

ซ้ าที่ 3 
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ภาพท่ี 4.4 โครมาโทแกรมและสเปคตรัมของเจละตินสุกร ที่ย่อยด้วย 6M HCl 40 นาที  
(A) Extracted Chromatogram (บน) และ MS Spectrum (ล่าง) (B) Total Chromatogram (บน) 
และ MS/MS Spectrum (ล่าง) 
 

4.1.2 การพัฒนาวิธีการสกัดเจละตินจากตัวอย่างอาหารด้วย Ethanol และ 
Acetic Acid เพื่อตรวจยืนยันด้วยเทคนิค LC/MS/MS 

 
4.1.2.1 การตกตะกอนเจละตินด้วย Ethanol ในวุ้นเจละติน 

  
จากการศึกษาการตกตะกอนเจละตินในวุ้นเจละติน โดยเตรียมวุ้นเจละตินที่มีความ

เข้มข้นของเจละตินต้ังแต่ 0.01-0.04 g/mL และท าการสกัดเจละตินออกด้วยเอธานอล หลังจาก
นั้นน าตะกอนที่ได้ไปวัดปริมาณโปรตีน ได้ผลดังตารางที่ 4.1 พบว่าโปรตีนเริ่มต้นนั้นมีปริมาณ
เพิ่มขึ้นตามล าดับความเข้มข้นของเจละตินที่ผสมลงไป และเมื่อวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนหลังจาก
การสกัดแล้ว พบว่าปริมาณโปรตีนจะลดลงไปจากเดิมเล็กน้อยไม่ต่างจากก่อนการสกัดอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ P<0.05 

 
เมื่อน าตะกอนที่ได้ไปท าการย่อยต่อด้วย 6M HCl ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 40 นาที และน าสารที่ได้ไปศึกษาด้วยเทคนิค LC/MS/MS จะให้โครมาโทแกรมดังภาพที่ 4.5 
โดยเปรียบเทียบโครมาโทแกรมที่ได้เห็นว่าความเข้มเพิ่มขึ้นตามความเข้มข้นของเจละติน และใน
ภาพที่ 4.6A และ 4.6B แสดงถึงแมสสเปคตรัมของตัวอย่างที่มีความเข้มข้นของเจละติน 

(A) (B) 
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0.01g/mL อาจท าให้ความเข้มของพีกและสเปคตรัมที่ได้ไม่ชัดเจน เนื่องจากเมื่อปริมาณเจละตินมี
น้อยท าให้สัดส่วนของเจละตินต่อกรดมากขึ้น เกิดการย่อยมากเกินระดับที่ต้องการ จึงได้ ion ท่ี
สนใจในปริมาณต่ าไปด้วย ส่วนในภาพท่ี 4.7A และ 4.7B นั้น จะให้สเปคตรัมที่ชัดเจน  

 
      ตารางที่ 4.1 ปริมาณโปรตีนก่อนและหลังการสกัดเจละตินในวุ้นเจละตินด้วยเอธานอล 

ล าดับที่ 
ความเข้มข้น 

เจละติน (g/mL) 
ปริมาณโปรตีน(g/L)ns 
ก่อน หลัง 

1 0.01 0.17±0.02 0.14±0.01 

2 0.02 0.19±0.01 0.18±0.02 

3 0.03 0.22±0.05 0.16±0.01 

4 0.04 0.27±0.02 0.24±0.04 

                  ns ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (p<0.05) 
 

 
 

ภาพท่ี 4.5 การเปรียบเทียบโครมาโทแกรมของเจละตินมาตรฐานจากสุกร ที่สกัดจากวุ้นเจละติน 0.01-
0.04g/mL 

 

เจละตินสามารถตกตะกอนได้ด้วยเอธานอล เนื่องจากเอธานอลเป็นตัวท าละลายอินทรีย์
ชนิดหน่ึง ซึ่งจะไปลดค่ากิจกรรมของน้ าโดยมีผลต่อค่า dielectric constant ของสารละลายที่มีน้ า
เป็นตัวท าละลายลดลง ท าให้ความสามารถในการเป็นตัวท าละลายของน้ าลดลง เมื่อเพิ่มความ
เข้มข้นของตัวท าละลายอินทรีย์มากขึ้นเรื่อยๆ จนถึงจุดที่แรงกระท าระหว่างโมเลกุลของโปรตีนใน
ส่วนของพลังงานไฟฟ้าสถิตย์บนโมเลกุลโปรตีนมีแรงกระท าที่สูงกว่าแรงกระท าระหว่างโปรตีนกับ
น้ า เกิดการเข้ามารวมตัวกันของโมเลกุลท าให้โปรตีนตกตะกอนลงมาได้ (Scopes, 1988) 

0.01g/mL  เจละติน 
0.02g/mL  เจละติน 

0.03g/mL  เจละติน 

0.04g/mL  เจละติน 
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ภาพท่ี 4.6 โครมาโทแกรมและสเปคตรัมของวุ้นเจละตินสุกรความเข้มข้น 0.01g/mL 
 (A) Extracted ion chromatogram ของ 915 m/z และ 1044m/z (บน) และ MS Spectrum 
(ล่าง) (B) Total ion chromatogram (ms/ms) (บน) และ MS/MS Spectrum (ล่าง) 
 

        
 

ภาพท่ี 4.7 โครมาโทแกรมและสเปคตรัมของวุ้นเจละตินสุกรความเข้มข้น 0.04g/mL   
(A) Extracted ion chromatogram ของ 915 m/z และ 1044m/z (บน) และ MS Spectrum (ล่าง) 
(B) Total ion chromatogram (ms/ms) (บน) และ MS/MS Spectrum (ล่าง) 

(A) (B) 

(A) (B) 
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4.1.2.2 การตกตะกอนเจละตินด้วย Acetic Acid ในผลิตภัณฑ์นมยูเอชทีรสจืด 
 

 จากการศึกษาการตกตะกอนเจละตินในผลิตภัณฑ์นมโดยใช้กรดอะซิ ติกในการ
ตกตะกอนเคซีนและน าสารละลายใสตกตะกอนเจละตินด้วยเอธานอลนั้น ส าหรับการหาความ
เข้มข้นของกรดอะซิติกที่เหมาะสม โดยใช้กรดอะซิติกที่มีความเข้มข้น 10% 20% 30% และ 40% 
ตกตะกอนเคซีนในนมสดพาสเจอร์ไรส์ พบว่าที่ความเข้ม 10% สามารถตกตะกอนเคซีนได้มาก
ที่สุด โดยมีปริมาณโปรตีนต่ าที่สุด ได้ผลดังตารางที่ 4.2 จากการวัดปริมาณโปรตีนเริ่มต้นเทียบกับ
โปรตีนหลังจากท าการสกัด จะเห็นว่าปริมาณโปรตีนลดลงอย่างเห็นได้ชัด เนื่องจากปกติแล้วความ
เป็นกรดด่าง(pH)ของน้ านมประมาณ pH 6.6 ซึ่งมีฤทธิ์เป็นกรดเล็กน้อย หากลด pH ต่ าลงด้วย
การเติมกรด เคซีนจะไม่คงตัวและตกตะกอนที่ pH 4.7 เรียกสภาวะของความเป็นกรด-ด่างที่จุดน้ี
ว่า Isoelectric point ของเคซีน ซึ่งเป็นสภาวะที่เคซีนมีประจุไฟฟ้าเท่ากับศูนย์ แรงผลักกันระหว่าง
ประจุที่เหมือนกันจะลดลง ประจุบวกและลบที่มีอยู่เท่าๆกัน ณ.จุดนี้จะดูดกัน ท าให้เคซีนตก
ตะกอนลงมาในที่สุด ส าหรับการใช้กรดอะซิติกที่ 10% จะสอดคล้องกับงานวิจัยของ Ferris 
(1922) ซึ่งได้ใช้ในการตกตะกอนเคซีนเพื่อหาปริมาณเจละตินในไอศครีม และ Vasbinder และ
คณะ (2003) ได้ใช้ในการตกตะกอนเคซีน เพื่อหาปริมาณโปรตีนเวย์ในนม 
 

ตารางที่ 4.2 ปริมาณโปรตีนในนมยูเอชทีรสจืดก่อนและหลังการสกัดด้วยกรดอะซิติกที่ความ
เข้มข้นต่างๆกัน  

ล าดับที่ ปริมาตรนม (mL) 
กรดอะซิติกเข้มข้น 

(%) 
ปริมาณโปรตีน(g/L)1 
ก่อน หลัง 

1 5.0 10 12.86±0.03 0.44±0.07a 

2 5.0 20 12.86±0.03 0.46±0.02b 

3 5.0 30 12.86±0.03 0.52±0.05ab 

4 5.0 40 12.86±0.03 0.70±0.13b 
    1 ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
   a,b… อักษรที่ต่างกันในแต่ละแถว หมายถึง แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 
 หลังจากนั้นน ากรดเข้มข้น 10% ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมนี้ไปตกตะกอนเคซีนในนม
ยูเอชทีรสจืดผสมเจละตินที่ความเข้มข้น 0.01 – 0.05 g/mL หลังจากนั้นจึงตกตะกอนเจละตินต่อ
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ด้วยเอธานอล หากเห็นตะกอนไม่ชัดเจนให้เป่าด้วยไนโตรเจนและให้ความร้อนที่ 60 องศา
เซลเซียส ซึ่งเป็นสภาวะที่ไม่ท าให้เจละตินเสียสภาพไป เนื่องจากโมเลกุลของโปรตีนเจละตินมี
ความคงตัวต่อความร้อน โดยในโมเลกุลมีกรดอะ-มิโนโพรลีนและไฮดรอกซีโพรลีนเป็นจ านวนมาก 
ท าให้เกิดพันธะไฮโดรเจนทั้งภายในโมเลกุลและระหว่างโมเลกุลเป็นจ านวนมากด้วย โครงสร้าง
ของโมเลกุลจึงมีความคงตัวสูงและต้องใช้พลังงานความร้อนเป็นจ านวนมากในการท าลายพันธะ
ไฮโดรเจนดังกล่าว (นิธิยา รัตนาปนนท์, 2545) หลังจากนั้นน าตะกอนที่ได้ไปวัดปริมาณโปรตีน 
ได้ผลดังตารางที่ 4.3 โดยโปรตีนก่อนการตกตะกอนด้วยอะซิติกจะลดลงตามสัดส่วนของปริมาณ
นมซึ่งเป็นโปรตีนหลัก หลังจากตกตะกอนเคซีนออกแล้ว จะเห็นว่าปริมาณโปรตีนจะเพิ่มขึ้นตาม
ความเข้มข้นของเจละตินที่เติมลงไป  

เมื่อท าการย่อยตะกอนเจละตินและศึกษาต่อด้วยเทคนิค LC/MS/MS จะได้โครมาโทแกรม 
ดังภาพที่  4.8 และให้สเปคตรัมดังภาพที่ 4.9A และ 4.9B โดยภาพที่  4.9A นั้น เมื่อท าการ 
Extracted chromatogram ที่ 915 และ 1044 m/z จะไม่พบพีกดังกล่าวปรากฏขึ้น นั่นหมายถึงที่ 
ion ดังกล่าวจ าเพาะเจาะจงกับเจละตินเท่านั้น ดังภาพที่ 4.10A และ 4.10B เป็นผลจากการสกัด
นมผสมเจละติน 0.04 g/ml ซึ่งจะเห็น marker ion ดังกล่าวปรากฏอย่างชัดเจน 

 

ตารางที่ 4.3 ปริมาณโปรตีนในนมยูเอชทีรสจืดผสมเจละติน ก่อนและหลังจากตกตะกอนด้วย
กรดอะซิติกและเอธานอลที่ความเข้มข้นของเจละตินต่างๆกัน 

 

ล าดับที่ 
ความเข้มข้นเจละติน 

(g/mL) 
ปริมาณโปรตีน(g/L) 
ก่อน หลัง 

1 0.00 11.23±0.01 0.44±0.02 

2 0.01 10.11±0.02 0.50±0.01 

3 0.02 10.05±0.01 0.56±0.01 

4 0.03 9.71±0.02 0.56±0.01 

5 0.04 8.87±0.03 0.55±0.03 

6 0.05 7.27±0.01 0.50±0.03 
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ภาพท่ี 4.8 การเปรียบเทียบโครมาโทแกรมของเจละตินมาตรฐานจากสุกร ที่สกัดจากนมยูเอชทีรสจืดผสม
เจละติน 0.00-0.05 g/mL และย่อยด้วย 6M HCl 
 

การตกตะกอนเจละตินด้วยเอธานอลในตัวอย่างอาหารที่ไม่ซับซ้อนได้แก่ วุ้นเจละตินและ
การตกตะกอนเคซีนด้วยกรดอะซิติกในนมยูเอชทีรสจืดพร้อมกับตกตะกอนเจละตินต่อด้วย
เอธานอลนั้น นับว่าเป็นวิธีที่สามารถประยุกต์ใช้กับผลิตภัณฑ์อาหารได้โดยไม่ท าลายสารตัวอย่าง 

 

   
 

 

ภาพท่ี 4.9 โครมาโทแกรมและสเปคตรัมของนมยูเอชทีรสจืด  (A) Extracted ion chromatogram 
ของ 915 m/z และ 1044m/z (บน) และ MS Spectrum (ล่าง) (B) Total ion chromatogram 
(ms/ms) (บน) และ MS/MS Spectrum (ล่าง) 

0.00g/mL   เจละติน 
0.01g/mL   เจละติน 
0.02g/mL   เจละติน 
0.03g/mL   เจละติน 
0.04g/mL   เจละติน 
0.05g/mL   เจละติน 

 

 

(A) (B) 
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ภาพท่ี 4.10 โครมาโทแกรมและสเปคตรัมของนมยูเอชทีรสจืดผสมเจละตินสุกรความเข้มข้น 
0.04g/mL  (A) Extracted ion chromatogram ของ 915 m/z และ 1044m/z (บน) และ MS 
Spectrum (ล่าง) (B) Total ion chromatogram (ms/ms) (บน) และ MS/MS Spectrum (ล่าง) 
 
4.2 การศึกษาความแตกต่างของเจละตินจากสุกร วัว และปลา ด้วยเทคนิค LC/MS/MS 

4.2.1 การหาปริมาณของเจละตินสุกรที่เหมาะสมและปริมาณต่ าสุดที่สามารถตรวจ
วิเคราะห์ได้    

จากการศึกษาหาปริมาณต่ าสุดและปริมาณที่เหมาะสมของเจละตินสุกร เมื่อท าการแปร
ความเข้มข้นที่ระดับต่างๆ 7 ระดับ ได้โครมาโทแกรมดังภาพที่ 4.11 จะเห็นว่าความเข้มของพีก
เพิ่มขึ้นตามปริมาณเจละตินที่เพิ่มขึ้น และพบว่าที่ความเข้มข้น 0.05% ของเจละตินสุกรนั้น จะเป็น
ความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถวัดได้ด้วยเทคนิคนี้ โดยพิจารณาจากค่า S/N ratio ซึ่งจะพิจารณา
จากการแตกตัวแล้วให้ ion ตามที่ได้กล่าวไปแล้วในข้างต้น และที่ความเข้มข้น 0.5% จะเป็น
ปริมาณที่มีความเหมาะสม โดยให้สเปคตรัมที่มีความชัดเจนและให้ค่า S/N ratio ที่สูง ดังภาพท่ี 
4.12A และ 4.12B และ 4.13A และ 4.13B ตามล าดับ 

 

(A) (B) 
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ภาพท่ี 4.11 การเปรียบเทียบโครมาโทแกรมของเจละตินสุกรที่ระดับความเข้มข้นต่างๆกัน 
 

    
 

ภาพท่ี 4.12 โครมาโทแกรมและสเปคตรัมของเจละตินสุกรความเข้มข้น 0.05%  
 (A) Extracted ion chromatogram ของ 915 m/z และ 1044m/z (บน) และ MS Spectrum 
(ล่าง) (B) Total ion chromatogram (ms/ms) (บน) และ MS/MS Spectrum (ล่าง) 
 

0.01%   เจละตินสุกร 
0.03%   เจละตินสุกร 
0.05%   เจละตินสุกร 
0.1%     เจละตินสุกร 
0.3%     เจละตินสุกร 
0.5%     เจละตินสุกร 
1.0%     เจละตินสุกร 

 

 

(B) (A) 
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ภาพท่ี 4.13 โครมาโทแกรมและสเปคตรัมของเจละตินสุกรความเข้มข้น 0.5%  (A) Extracted ion 
chromatogram ของ 915 m/z และ 1044m/z (บน) และ MS Spectrum (ล่าง) (B) Total ion 
chromatogram (ms/ms) (บน) และ MS/MS Spectrum (ล่าง) 
 

4.2.2 การศึกษา Marker ion ของเจละตินวัว ปริมาณที่เหมาะสมและปริมาณต่ าสุด
ที่สามารถตรวจวิเคราะหไ์ด้    

 
 จากการน าเทคนิคดังกล่าวมาศึกษาต่อในเจละตินวัวนั้นพบว่า เมื่อท าการ  Extracted 
chromatogram ที่ 915 และ 1044 m/z จะปรากฎพีกดังกล่าว แต่ไม่ชัดเจนเท่าเจละตินสุกรดัง
ภาพท่ี 4.14 เป็นการเปรียบเทียบที่ระดับความเข้มข้นต่างๆกัน เมื่อพิจารณารายละเอียดดังภาพท่ี 
4.15A และ 4.15B นั้นเห็นว่า จะให้ ion ที่ 915 และ 1044 m/z และเมื่อท าการแตกตัว ion ทั้งสอง
ก็จะได้รายละเอียดเช่นเดียวกัน แต่มีค่าที่ต่ ากว่าในเจละตินสุกร  
 
 จากการศึกษาหาปริมาณต่ าสุดและปริมาณที่เหมาะสมนั้น จะเห็นว่า ที่ความเข้มข้น 
0.3% จะให้ความชัดเจนของสเปคตรัมและให้ marker ion ตามที่ได้กล่าวไปแล้วในข้างต้น โดย
พิจารณาจากค่า S/N ratio  
 

(B) (A) 
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ภาพท่ี 4.14 การเปรียบเทียบโครมาโทแกรมของเจละตินวัวที่ระดับความเข้มข้นต่างๆกัน 
 

    
 

ภาพท่ี 4.15 โครมาโทแกรมและสเปคตรัมของเจละตินวัวความเข้มข้น 0.3%  (A) Extracted ion 
chromatogram ของ 915 m/z และ 1044m/z (บน) และ MS Spectrum (ล่าง) (B) Total ion 
chromatogram (ms/ms) (บน) และ MS/MS Spectrum (ล่าง) 
 

4.2.1 การศึกษา Marker ion ของเจละตินปลา ปริมาณที่เหมาะสมและต่ าสุดที่
สามารถตรวจวัดได้    

0.01%   เจละตินวัว 
0.03%   เจละตินวัว 
0.05%   เจละตินวัว 
0.1%     เจละตินวัว 
0.3%     เจละตินวัว 
0.5%     เจละตินวัว 
1.0%     เจละตินวัว 

 

 

(A) (B) 
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 ส าหรับการศึกษาในเจละตินปลานั้น พบว่า เมื่อท าการ Extracted chromatogram ท่ี 
915 และ 1044 m/z นั้น จะไม่พบพีกและ ion ดังกล่าวขึ้น ดังภาพที่ 4.16 จึงสรุปได้ว่า marker ion 
ดังกล่าวจะพบในเจละตินที่มาจากสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมเท่านั้นโดยเฉพาะสุกรและวัว 

 

 
 

ภาพท่ี 4.16 โครมาโทแกรมและสเปคตรัมของเจละตินปลา Extracted Chromatogram (บน) และ 
MS Spectrum (ล่าง)  

 

4.2.2 การศึกษา Marker ion ของเจละตินผสมระหว่างสุกร วัว และปลา 
 

       
 

ภาพท่ี 4.17 โครมาโทแกรมและสเปคตรัมของเจละตินผสม  (A) Extracted ion chromatogram ของ 
915 m/z และ 1044m/z (บน) และ MS Spectrum (ล่าง) (B) Total ion chromatogram (ms/ms) (บน) 
และ MS/MS Spectrum (ล่าง)  

(A) (B) 
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เมื่อน าเจละตินทั้ง 3 ชนิดผสมกันและวิเคราะห์ต่อด้วยเทคนิคดังกล่าวจะเห็นว่า โครมาโท
แกรมและสเปคตรัมที่ได้จะมีความชัดเจนเหมือนกับเจละตินสุกรเพียงอย่างเดียว ดังภาพที่ 4.17 
 
 จากการเปรียบเทียบโครมาโทแกรมของเจละตินทั้ง 3 ชนิดพบว่า เจละตินปลาจะไม่พบ
พีกดังกล่าว ส่วนเจละตินวัวจะปรากฎพีกแต่ไม่ชัดเจนเท่าเจละตินสุกร ดังภาพที่ 4.18 และเมื่อ
พิจารณาโครมาโทแกรมของเจละตินสุกรและวัวที่ความเข้มข้นเดียวกัน จะเห็นว่าเจละตินวัวมี
ความเข้มที่น้อยกว่าเจละตินสุกรมาก ดังภาพที่ 4.19 และพีกดังกล่าวในเจละตินวัวจะไม่ชัดเจน
เมื่อท าการขยายจะพบว่าเป็นสองพีกซึ่งต่างจากเจละตินสุกรที่พบเพียงพีกเดียว ดังภาพท่ี 4.20 
 
 ความแตกต่างของเจละตินทั้ง 3 ชนิด เกิดจากองค์ประกอบของกรดอะมิโนที่ต่างกัน ดัง
ตารางที่ 2.3 (Haug และคณะ, 2004) การจัดเรียงตัวของกรดอะมิโนบนสายพอลีเปปไทด์ใน       
เจละตินแต่ละชนิดแตกต่างกัน ความแตกต่างที่เห็นได้ชัดเจนนั่นคือปริมาณของกรดอะมิโนโพรลีน
และไฮดรอกซีโพรลีน ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมสูงกว่าในเจละตินปลา (Chiou และคณะ, 2006)  จึง
ท าให้เจละตินสุกรและวัว แตกต่างจากเจละตินปลา โดย marker ion ที่ 915 และ 1044 m/z นั้น 
หมายถึงน้ าหนักโมเลกุลของเปปไทด์สายสั้นที่ได้จากการย่อยด้วยกรดไฮโดรคลอริก ซึ่ งจะ
ประกอบด้วยกรดอะมิโนต่างกัน และ ion ดังกล่าวสามารถพบได้ในทุกการทดลองของเจละตินสุกร
และวัว จึงสรุปได้ว่า ion ทั้งสองเป็น marker ion หรือตัวบ่งชี้ของเจละตินจากสุกรและวัว ดังนั้น
จากงานวิจัยนี้สามารถแยกหรือระบุชนิดเจละตินจากสุกรและวัวออกจากเจละตินปลาได้อย่าง
ชัดเจน 
 
  Avena-Bustillos และคณะ (2006); Solgarrd และคณะ (2008) ได้กล่าวว่าคอลลาเจน
ปลามีปริมาณกรดอะมิโนโพรลีนและไฮดรอกซีโพรลีน ต่ ากว่าคอลลาเจนจากสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม 
เป็นผลท าให้เกิดการเสียสภาพที่อุณหภูมิต่ ากว่า และท าให้อุณหภูมิการเกิดเจลของเจละตินทั้ง
สองชนิดต่างกัน และ Raja Mohd Hafidz และคณะ (2011) กล่าวว่า เจละตินสุกรนั้นจะมีปริมาณ
กรดอะมิโนไทโรซีนและซีรีนสูงกว่าเจละตินวัวซึ่งมีหมู่ไ ฮดรอกซิลอิสระที่สามารถเกิดพันธะ
ไฮโดรเจนได้ ความแตกต่างของปริมาณกรดอะมิโนเหล่านี้จึงเป็นสาเหตุของผลการทดลองที่
แตกต่างกันได้ นอกจากปริมาณกรดอะมิโนแล้วน้ าหนักโมเลกุลของเจละตินก็มีผลต่อการทดลอง
และสมบัติของเจละตินเช่นเดียวกัน (Aewsiri และ คณะ, 2008 ; Gomez-Estaca และคณะ, 
2008) 



56 

 
 

จากการจ าลองวุ้นเจละตินจากเจละตินมาตรฐานสุกร วัว และปลานั้น พบว่าที่ความ
เข้มข้นเดียวกัน การเซตตัวเป็นเจลของเจละตินแต่ละชนิดมีความต่างกันทั้งเวลาและอุณหภูมิ 
โดยเฉพาะเจละตินปลาจะไม่เกิดการเซตตัวเป็นเจลที่ทุกระดับความเข้มข้น ซึ่งมีรายงานการวิจัย
ของ Leuenberger (1991) กล่าวว่า เจละตินปลาจะเกิดเจลที่อุณหภูมิต่ ากว่าเจละตินจากสัตว์
เลี้ยงลูกด้วยนม เนื่องจากมีปริมาณกรดอิมิโนที่ต่ ากว่า 
 

 
 

ภาพท่ี 4.18 การเปรียบเทียบโครมาโทแกรมของเจละตินสุกร วัว และปลา 
 

 
 

ภาพท่ี 4.19 การเปรียบเทียบโครมาโทแกรมของเจละตินสุกรและวัวที่ความเข้มข้น 0.5% 

0.5%   เจละตินวัว 
0.5%   เจละตินสุกร 
 

 

เจลาตินปลา 

เจลาตินวัว 

เจลาตินสุกร 
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ภาพท่ี 4.20 การเปรียบเทียบโครมาโทแกรมของเจละตินสุกรและวัวที่ความเข้มข้น 0.05% และ 
0.3% ตามล าดับ 
 

4.3 การวิเคราะห์เจละตินในตัวอย่างอาหาร 
4.3.1 ตัวอย่างอาหารที่จ าลองขึ้น 

4.3.1.1 วุ้นเจละตินวัว 
 

งานวิจัยนี้ได้ท าการทดลองกับเจละตินวัวและปลา เพื่อเป็นการยืนยันเทคนิคการสกัดทั้ง
ในองค์ประกอบไม่ซับซ้อนได้แก่วุ้นเจละติน และองค์ประกอบซับซ้อนโดยมีองค์ประกอบของ
โปรตีน ไขมัน อยู่ในผลิตภัณฑ์ ได้แก่ผลิตภัณฑ์นม พบว่าสามารถสกัดเจละตินจากทั้งสอง
ผลิตภัณฑ์ได้ หลังจากนั้นน าตะกอนที่ได้ไปย่อยด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 6M เป็นเวลานาน 40 
นาที จะให้ลักษณะของโครมาโทแกรมและสเปคตรัมเหมือนกับเจละตินมาตรฐานที่ไม่ผ่านการ
สกัด ดังภาพที่ 4.21 เป็นการเปรียบเทียบโครมาโทแกรมของวุ้นเจละตินวัวที่ความเข้มข้นต้ังแต่ 5-
20% จะเห็นว่าที่ความเข้มข้น 5% ของเจละตินวัวจะให้สเปคตรัมที่ไม่ชัดเจน ดังภาพที่ 4.22A และ 
4.22Bแต่จะชัดเจนขึ้นเมื่อความเข้มข้นเพิ่มขึ้นดังภาพที่ 4.23A และ 4.23B แต่ในเจละตินปลาก็จะ
ไม่พบ marker ion ดังกล่าว ดังภาพที่ 4.24 

 
 

0.3%     เจละตินวัว 
0.05%  เจละตินสุกร 
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ภาพท่ี 4.21 การเปรียบเทียบโครมาโทแกรมของเจละตินวัว ท่ีสกัดจากวุ้นเจละติน 0.01-0.04g/mL  
   

    
 
ภาพท่ี 4.22 โครมาโทแกรมและสเปคตรัมของวุ้นเจละตินวัวความเข้มข้น 0.01g/mL 
(A) Extracted ion chromatogram ของ 915 m/z และ 1044m/z (บน) และ MS Spectrum (ล่าง) 
(B) Total ion chromatogram (ms/ms) (บน) และ MS/MS Spectrum (ล่าง) 
 
        
 

(A) (B) 
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ภาพท่ี 4.23 โครมาโทแกรมและสเปคตรัมของวุ้นเจละตินวัวความเข้มข้น 0.01g/mL  
(A) Extracted ion chromatogram ของ 915 m/z และ 1044m/z (บน) และ MS Spectrum (ล่าง) 
(B) Total ion chromatogram (ms/ms) (บน) และ MS/MS Spectrum (ล่าง) 
 

4.3.1.2 วุ้นเจละตินปลา 
 

     
 

ภาพท่ี 4.24 โครมาโทแกรมและสเปคตรัมของวุ้นเจละตินปลาความเข้มข้น 0.01g/mL 
(A) Extracted ion chromatogram ของ 915 m/z และ 1044m/z (บน) และ MS Spectrum (ล่าง) 
(B) Total ion chromatogram (ms/ms) (บน) และ MS/MS Spectrum (ล่าง) 

(A) (B) 

(A) (B) 
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4.3.1.3 นมยูเอชทีรสจืดผสมเจละตินวัว 
 

 ในการทดลองในผลิตภัณฑ์นมผสมเจละตินวัวนั้น พบว่านมที่ไม่ผสมเจละตินนั้นไม่พบ 
marker ion ที่ 915 และ 1044 m/z ดังภาพที่ 4.26A และ 4.26B และจะพบ marker ion ได้เมื่อมี
การผสมเจละตินที่ทุกความเข้มข้น ดังภาพที่ 4.26 เป็นการเปรียบเทียบโครมาโทแกรมของนมผสม
เจละตินที่ความเข้มข้นต่างๆกัน เมื่อสังเกตที่ความเข้มข้นของเจละติน 0.05g/mL ดังภาพที่ 4.27A 
และ 4.27B จะเห็น marker ion ที่ชัดเจน 
 

 
 

ภาพท่ี 4.25  การเปรียบเทียบโครมาโทแกรมของเจละตินวัวที่สกัดจากนมผสมเจละตินที่ความ
เข้มข้นต่างๆกัน 
 

    
 

ภาพท่ี 4.26 โครมาโทแกรมและสเปคตรัมของนมยูเอชทีรสจืด  (A) Extracted ion 
chromatogram ของ 915 m/z และ 1044m/z (บน) และ MS Spectrum (ล่าง) (B) Total ion 
chromatogram (ms/ms) (บน) และ MS/MS Spectrum (ล่าง) 

(A) (B) 
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ภาพท่ี 4.27 โครมาโทแกรมและสเปคตรัมของนมยูเอชทีรสจืดผสมเจละตินวัว 0.05 g/mL  (A) 
Extracted ion chromatogram ของ 915 m/z และ 1044m/z (บน) และ MS Spectrum (ล่าง) (B) 
Total ion chromatogram (ms/ms) (บน) และ MS/MS Spectrum (ล่าง) 
 

4.3.1.4 นมยูเอชทีรสจืดผสมเจละตินปลา 
  

ส าหรับนมผสมเจละตินปลานั้นก็จะไม่พบ marker ion ดังกล่าวในทุกการทดลอง ดังภาพ
ที่ 4.28A และ 4.28B และภาพที่ 4.29A และ 4.29B จะเห็นว่ามี ion ที่ 915 m/z ปรากฎที่ 
retention time เท่ากับ 22.1 นาที ซึ่งเป็นคนละเวลากับพีกของเจละตินคือ 24 นาที และเมื่อท า 
ms/ms จะแตกตัวให้ ion ที่ต่างจากเจละติน นั่นหมายถึง ion นั้นเป็นสารอ่ืนที่ไม่ใช่เจละติน และ
สามารถสรุปได้ว่า ion ที่ 915 m/z และแตกตัวได้เป็น 342, 568, 681 และ 897 m/z เป็นตัวบ่งชี้
ส าหรับโปรตีนเจละตินสุกรและวัวเท่าน้ัน 
 

(A) (B) 
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ภาพท่ี 4.28 โครมาโทแกรมและสเปคตรัมของนมยูเอชทีรสจืด (A) Extracted ion chromatogram 
ของ 915 m/z และ 1044m/z (บน) และ MS Spectrum (ล่าง) (B) Total ion chromatogram 
(ms/ms) (บน) และ MS/MS Spectrum (ล่าง) 
  

     
 

ภาพท่ี 4.29 โครมาโทแกรมและสเปคตรัมของนมยูเอชทีรสจืดผสมเจละตินปลา 0.05 g/mL 
(A) Extracted ion chromatogram ของ 915 m/z และ 1044m/z (บน) และ MS Spectrum (ล่าง) 
(B) Total ion chromatogram (ms/ms) (บน) และ MS/MS Spectrum (ล่าง) 

(A) (B) 

(A) (B) 
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4.3.2 ตัวอย่างอาหารทางการค้า 
ตารางที่ 4.4 รายละเอียดตัวอย่างผลิตภัณฑ์อาหารทางการค้า 

ล าดับที่ ชื่อตัวอย่าง ประเภทตัวอย่าง ปริมาณเจละติน/คอลลาเจน* 

1 Sam 01 เจละตินแผ่น 100% 

2 Sam 02 คอลลาเจนปลา 100% 

3 Sam 03 นมถั่วเหลืองผสมคอลลาเจน 0.05% 

4 Sam 04 เครื่องด่ืมเยลลี่คาราจีแนนผสมคอลลาเจน 0.4% 

5 Sam 05 เครื่องด่ืมผสมคอลลาเจน 7.9% 

6 Sam 06 เครื่องด่ืมผสมคอลลาเจน 8.2% 

7 Sam 07 เครื่องด่ืมผสมคอลลาเจน 8.3% 

8 Sam 08 เยลลี่เจละติน 7.5% 

9 Sam 09 เยลลี่เจละติน 9% 

10 Sam 10 วุ้นเจละติน 11% 

*ข้อมูลจากฉลากผลิตภัณฑ์ 
จากการทดลองในตัวอย่างอาหารทางการค้า จ านวน 10 ตัวอย่าง รายละเอียดดังตารางที่ 

4.4 พบว่า มี 2 ตัวอย่างที่ให้ผลลักษณะเดียวกับเจละตินปลา คือตัวอย่าง Sam 02 และ Sam 03 
ส่วนอีก 8 ตัวอย่างจะให้สเปคตรัมลักษณะเดียวกับเจละตินสุกรและ/หรือวัว โดยมีรายละเอียดบาง
ตัวอย่างดังภาพท่ี 4.30A และ 4.30B ถึงภาพท่ี 4.39 

 
 เมื่อพิจารณาการเปรียบเทียบโครมาแกรมของตัวอย่างกับเจละตินสุกรและวัว เช่นใน
ตัวอย่างที่ Sam 01 ดังภาพที่ 4.31 จะให้ลักษณะเหมือนเจละตินสุกรมากกว่าเจละตินวัว 
เนื่องจากให้พีกที่ชัดเจนเพียงพีกเดียว และพบว่า marker ion 915 และ 1044m/z มีความเข้มสูง
เมื่อพิจารณาโครมาโทแกรมของตัวอย่างที่ Sam 10 จะเห็นว่า โครมาโทแกรมมีลักษณะเดียวกับ 
เจละตินวัวมากกว่าเจละตินสุกร โดยมีลักษณะพีกที่ไม่ชัดเจนเป็นลักษณะ 2 พีกซ้อนกัน  ดังภาพท่ี 
4.39 และพบว่า marker ion 915 และ 1044m/z มีความเข้มต่ ากว่า ส าหรับในตัวอย่างที่ Sam 05 
พบเพียง ion ที่ 915 m/z แต่เมื่อท าการแตกตัวแล้วก็ให้รายละเอียดเช่นเดียวกับเจละตินสุกรหรือ
วัว จึงสรุปได้ว่า ion ดังกล่าวเป็นของเจละติน แต่มีปริมาณน้อยท าให้พบแค่ ion ที่ 915 m/z 
เท่านั้น ดังภาพท่ี 4.35A และ 4.35B ส าหรับตัวอย่างที่ 5-7 นั้น พบการปนเปื้อนของเจละตินหรือ
คอลลาเจนจากสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม(สุกรและวัว) เนื่องจากในฉลากผลิตภัณฑ์ระบุว่ามีการใช้
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คอลลาเจนจากปลาทะเล แต่ผลการวิเคราะห์พบ marker ion 915 และ 1044m/z ที่เป็นของสุกร
และ/หรือวัว ดังข้อมูลตามตารางที่ ข.1.20 
 

    
 

ภาพท่ี 4.30 โครมาโทแกรมและสเปคตรัมของตัวอย่าง Sam01  (A) Extracted ion 
chromatogram ของ 915 m/z และ 1044m/z (บน) และ MS Spectrum (ล่าง) (B) Total ion 
chromatogram (ms/ms) (บน) และ MS/MS Spectrum (ล่าง) 
 

 
 

ภาพท่ี 4.31 การเปรียบเทียบโครมาโทแกรมของเจละตินสุกร วัว กับตัวอย่างที่ Sam01 

Sam01 

เจละตินวัว 

เจละตินสุกร 

(B) (A) 
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ภาพท่ี 4.32 โครมาโทแกรมและสเปคตรัมของตัวอย่างที่ Sam02 : Extracted Chromatogram 
(บน) และ MS Spectrum (ล่าง)  
 

 
 

ภาพท่ี 4.33 การเปรียบเทียบโครมาโทแกรมของเจละตินสุกร วัว กับตัวอย่างที่ Sam02 

เจละตินวัว 

เจละตินสุกร 

Sam02 
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ภาพท่ี 4.34 โครมาโทแกรมและสเปคตรัมของตัวอย่างที่ Sam05  (A) Extracted ion 
chromatogram ของ 915 m/z และ 1044m/z (บน) และ MS Spectrum (ล่าง) (B) Total ion 
chromatogram (ms/ms) (บน) และ MS/MS Spectrum (ล่าง) 
 

 
 
ภาพท่ี 4.35 การเปรียบเทียบโครมาโทแกรมของเจละตินสุกร วัว กับตัวอย่างที่ Sam05 
 

เจละตินวัว 

เจละตินสุกร 

Sam05 

(A) (B) 
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ภาพท่ี 4.36 โครมาโทแกรมและสเปคตรัมของตัวอย่างที่ Sam07  (A) Extracted ion 
chromatogram ของ 915 m/z และ 1044m/z (บน) และ MS Spectrum (ล่าง) (B) Total ion 
chromatogram (ms/ms) (บน) และ MS/MS Spectrum (ล่าง) 
 

 
 
ภาพท่ี 4.37 การเปรียบเทียบโครมาโทแกรมของเจละตินสุกร วัว กับตัวอย่างที่ Sam07 
 

เจละตินวัว 

เจละตินสุกร 

Sam07 

(A) (B) 
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ภาพท่ี 4.38 โครมาโทแกรมและสเปคตรัมของตัวอย่างที่ Sam10  (A) Extracted ion 
chromatogram ของ 915 m/z และ 1044m/z (บน) และ MS Spectrum (ล่าง) (B) Total ion 
chromatogram (ms/ms) (บน) และ MS/MS Spectrum (ล่าง) 
 

 
 
ภาพท่ี 4.39 การเปรียบเทียบโครมาโทแกรมของเจละตินสุกร วัว กับตัวอย่างที่ Sam10 

Sam10 

เจละตินวัว 

เจละตินสุกร 

(A) (B) 



บทที่ 5 
 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 

5.1 สรุปผลการทดลอง 
 

 เจละตินถูกใช้เป็นส่วนผสมในผลิตภัณฑ์อาหารหลายชนิด การตรวจสอบย้อนกลับถึงชนิด
ของเจละตินนั้นเป็นไปได้ยาก เมื่อเจละตินรวมตัวกับองค์ประกอบอ่ืนๆในผลิตภัณฑ์ โดยเฉพาะ
การวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือที่มีความไวสูงเช่น LC/MS/MS จึงจ าเป็นต้องสกัดเจละตินออกจาก
ตัวอย่างอาหารก่อนท าการวิเคราะห์ดังกล่าว งานวิจัยนี้สามารถพัฒนาวิธีการสกัดเจละตินจาก
ตัวอย่างอาหารทั้งที่มีองค์ประกอบไม่ซับซ้อน มีเพียงน้ าตาลหรือกลูโคสไซรัปเป็นองค์ประกอบหรือ
มีองค์ประกอบอ่ืนๆที่ใกล้เคียงกัน เช่น วุ้นเจละติน เยลลี่เจละติน เป็นต้น โดยการใช้เทคนิคการ
ตกตะกอนด้วยเอธานอลเป็นการเปลี่ยนแปลงค่า dielectric constant ของโปรตีน เกิดการรวมตัว
กันและตกตะกอนในที่สุด ส าหรับตัวอย่างอาหารที่มีองค์ประกอบที่ซับซ้อนนั่นคือมีโปรตีนอ่ืนร่วม
ด้วยเช่นในผลิตภัณฑ์นม จะใช้กรดอะซิติกในการตกตะกอนเคซีน โดยไปลดค่า pH ให้เข้าใกล้ค่า 
pI ท าให้ประจุมีค่าเท่ากับศูนย์ จึงท าให้โปรตีนเข้าใกล้กันเกิดการรวมตัวกันและตกตะกอน โดย
พบว่ากรดอะซิติกที่ความเข้มข้น 10% จะตกตะกอนเคซีนได้มากที่สุดหลังจากนั้นน าสารละลายที่
ได้ไปตกตะกอนเจละตินด้วยเอธานอล ตะกอนที่ได้จากทั้งสองการทดลองนั้นจะน ามายืนยันด้วย
เทคนิค LC/MS/MS พบว่าให้โครมาโทแกรมและสเปคตรัมที่มีลักษณะเดียวกับเจละตินที่ไม่ผ่าน
การสกัด จึงสามารถสรุปได้ว่าการใช้เอธานอลและกรดอะซิติกนั้นไม่ท าลายเจละตินที่เราสนใจ อีก
ทั้งไม่เป็นอันตรายต่อผู้ปฏิบัติงาน 
 
 จากการศึกษาความแตกต่างของเจละตินจากสุกร วัว และปลา พบว่า เจละตินสุกรและวัว
มี marker ion เป็น 915 และ 1044 m/z และเมื่อท าการแตกตัวหรือท า ms/ms ของ ion ทั้งสอง 
พบว่า ion ท่ี 915 m/z สามารถแตกตัวได้เป็น 342, 568, 681 และ 897 m/z ส่วน ion ที่ 1044 m/z 
สามารถแตกตัวได้เป็น 471, 697, 810, 897 และ 1026 m/z แต่ลักษณะของโครมาโทแกรมที่ได้
ต่างกัน เนื่องจากวิธีดังกล่าวเหมาะสมกับเจละตินสุกรมากกว่าเจละตินวัวเมื่อพิจารณาจากความ
เข้มหรือความชัดเจนของพีก และเมื่อพิจารณาสเปคตรัมที่ได้ก็มีความชัดเจนกว่าเช่นเดียวกัน ซึ่ง
เป็นผลจากองค์ประกอบของกรดอะมิโนที่ต่างกัน ส าหรับเจละตินปลาจะมีความแตกต่างโดย
สิ้นเชิงเมื่อเทียบกับเจละตินสุกรและวัว นั่นคือ ไม่พบ marker ion ดังกล่าว ซึ่งหมายถึงการจัดเรียง
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ตัวของกรดอะมิโนของเจละตินปลามีความแตกต่างจากเจละตินสุกรและวัว ท าให้ไม่พบ ion 
ดังกล่าวเมื่อใช้เทคนิคการวิเคราะห์เดียวกัน จึงสามารถแยกความแตกต่างระหว่างเจละตินจาก
สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมเช่นสุกร และวัว ออกจากเจละตินปลาได้อย่างชัดเจน เมื่อศึกษาปริมาณต่ าสุด
ที่สามารถวัดได้จากการแปรความเข้มข้น 7 ระดับ คือ 0.01%, 0.03%, 0.05%, 0.1%, 0.3%, 
0.5% และ 1.0% พบว่าที่ 0.05% และ 0.5% เป็นปริมาณที่ต่ าสุดและที่เหมาะสมส าหรับเจละติน
สุกร ตามล าดับ และที่ความเข้มข้น 0.3% เป็นปริมาณต่ าสุดและที่เหมาะสมส าหรับเจละตินวัว 
 
 เมื่อน าเทคนิคการสกัดและการศึกษาด้วย LC/MS/MS มาประยุกต์ใช้กับผลิตภัณฑ์อาหาร
ทางการค้าจ านวน 10 ตัวอย่าง ผลที่ได้มีลักษณะเดียวกับเจละตินปลาจ านวน 2 ตัวอย่าง และมี
ลักษณะเดียวกับเจละตินสุกรและ/วัว จ านวน 8 ตัวอย่าง ซึ่ง 3 ใน 8 พบว่ามีการปนเปื้อนเจละติน
สุกรและ/หรือวัว เนื่องจากในฉลากระบุว่าใช้วัตถุดิบในรูปคอลลาเจนจากปลาทะเล งานวิจัยนี้จึง
สามารถแยกความแตกต่างของเจละตินจากสัตว์เลี้ยงด้วยนมได้แก่สุกร และวัว ออกจากเจละติน
ปลาได้อย่างชัดเจน   

 
5.2 ข้อเสนอแนะ 

 
ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมในการแยกชนิดเจละติน โดยเฉพาะเจละตินจากสัตว์เลี้ยงลูกด้วย

นม ได้แก่ สุกร และวัว โดยใช้เทคนิคอ่ืนร่วมด้วย อาจเป็นการใช้โปรแกรมการวิเคราะห์
องค์ประกอบ เช่น principle component analysis (PCA) เป็นต้น หรือโปรแกรมทางสถิติอ่ืนๆ  
และท าการศึกษาในเจละตินจากสัตว์ชนิดอ่ืนๆ เช่น ไก่ แกะ เป็นต้น 
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ก.1 การสกัดเจละตินจากวุ้นเจละตินและนมยูเอชทีรสจืดผสมเจละติน 
 

 ก.1.1 การเตียมวุ้นเจละติน 
 
ตารางที่ ก.1.1 สัดส่วนของส่วนประกอบในวุ้นเจละตินสุกรและวัว  
ความเข้มข้นเจละติน (%) ปริมาณเจละติน (g) ปริมาณน้ าตาล (g) ปริมาตรน้ ากลั่น (ml) 

5 0.1 1.9 5 
10 0.2 1.8 5 
15 0.3 1.7 5 
20 0.4 1.6 5 

 
ตารางที่ ก.1.2 สัดส่วนของส่วนประกอบในวุ้นเจละตินปลา 
ความเข้มข้นเจละติน (%) ปริมาณเจละติน (g) ปริมาณน้ าตาล (g) ปริมาตรน้ ากลั่น (ml) 

5 0.2 1.8 5 
10 0.4 1.6 5 
15 0.6 1.4 5 
20 0.8 1.2 5 

 
 

           
 
ภาพที่ ก.1.1 (A) วุ้นเจละตินสุกรที่ความเข้มข้น 5-20%  (B) วุ้นเจละตินวัวท่ีความเข้มข้น 5-20%  
(C) วุ้นเจละตินปลาที่ความเข้มข้น 5-20%   

A B C 

15%
๔% 

10%
๔% 

5%
๔% 

20%
๔% 

15%
๔% 15%

๔% 

20%
๔% 

5%
๔% 

10%
๔% 

20%
๔% 

5%
๔% 

10%
๔% 
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ก.2 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วย Bradford Assay (Owusu-Apenten, 2002) 
 
 ก.2.1 การเตรียม dye reagent 
 ชั่ง Coomassie Blue G250 10 mg เติม 95% Ethanol 5 ml ค่อยๆเติม Phosphoric 
acid 10ml และเติมน้ ากลั่นให้ได้ปริมาตรสุดท้าย 100 ml หลังจากนั้นกรองด้วยกระดาษกรอง 
Whatman No.1 
 
 ก.2.2 การเตรียม Standard BSA (ความเข้มข้นเริ่มต้น 200 mg/ml)  
 
 ตารางที่ ก.2.1 สัดส่วนของ BSA ต่อ น้ ากลั่น  

  
  
 
 
 
 
 
 

ความเข้มข้น 
เริ่มต้น 

(g/L) 

ปริมาตรท่ีใช้เจือจาง (L) น้ ากลั่น 

(L) 

ปริมาตร
รวม 
(mL) 

ความเข้มข้น
ที่ต้องการ

(g/L) 1 2 3 4 5 

200 5 - - - - 995 1.0 1.0 
1.0 - 800 - - - 200 1.0 0.8 
0.8 - - 750 - - 250 1.0 0.6 
0.6 - - - 666.7 - 333.3 1.0 0.4 
0.4 - - - - 500 500 1.0 0.2 



 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

ภาคผนวก ข. 
 

ข้อมูลการทดลอง 
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ตารางที่ ข.1.1 ค่า Signal to noise ratio ท่ี 915 m/z ของเจละตินที่ย่อยด้วยกรด 3M และ 6M 
 

ความเข้มขน้ (M) Signal to noise ratio1 

3 26.02 ± 1.20a 

6 33.70 ± 0.14b 
    1 ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
   a,b… อักษรที่ต่างกันในแต่ละแถว หมายถึง แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 
ตารางที่ ข.1.2 ค่า Signal to noise ratio ท่ี 915 m/z ของเจละตินที่ย่อยด้วยเวลา 30 40 และ 50 นาท ี

 
เวลา (นาท)ี Signal to noise ratio1 

30 34.20 ± 0.85b 

40 38.35 ± 0.78b 

50 20.06 ± 4.95a 
    1 ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
   a,b… อักษรที่ต่างกันในแต่ละแถว หมายถึง แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 

 
ตารางที่ ข.1.3 ปริมาณโปรตีนก่อนและหลังการสกัดเจละตินในวุ้นเจละตินวัวด้วยเอธานอล 
 

ล าดับที่ 
ความเข้มข้น 
เจละติน (g/ml) 

ปริมาณโปรตีน(g/L)ns 
ก่อน หลัง 

1 0.01 0.19±0.03 0.17±0.01 

2 0.02 0.21±0.01 0.15±0.02 

3 0.03 0.25±0.01 0.18±0.01 

4 0.04 0.29±0.05 0.24±0.04 

                  ns ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  
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ตารางที่ ข.1.4 ปริมาณโปรตีนในวุ้นเจละตินปลาก่อนและหลังตกตะกอนเจละตินด้วยเอธานอล 

ล าดับที่ 
ความเข้มขัน 

เจละติน (g/mL) 
ปริมาณโปรตีน(g/L)ns 
ก่อน หลัง 

1 0.01 0.18±0.03 0.15±0.07 

2 0.02 0.19±0.07 0.16±0.06 

3 0.03 0.31±0.04 0.28±0.01 

4 0.04 0.40±0.05 0.33±0.09 

ns ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (p<0.05) 
 

 
 

ภาพที่ ข.1.1 ตะกอนเจละตินที่สกัดจากวุ้นเจละตินด้วยเอธานอล 
 

 
ภาพที่ ข.1.2 สารละลายที่ได้หลังจากตกตะกอนด้วยกรดอะซิติกเข้มข้น 10,20,30 และ 40% เรียง

จากซ้ายไปขวา 
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ตารางที่ ข.1.5  ปริมาณโปรตีนก่อนและหลังการสกัดเจละตินในนมด้วยกรดอะซิติกและเอธานอล
ที่ความเข้มข้นของเจละตินวัวต่างๆกัน 

 

ล าดับที่ ความเข้มข้น (g/mL) 
ปริมาณโปรตีน(g/L) 
ก่อน หลัง 

1 0.00 14.82±0.05 0.36±0.03 

2 0.01 12.62±0.01 0.63±0.01 

3 0.02 12.56±0.04 0.63±0.02 

4 0.03 12.40±0.01 0.59±0.02 

5 0.04 9.36±0.03 0.74±0.01 

6 0.05 8.46±0.05 0.63±0.04 

 
ตารางที่ ข.1.6  ปริมาณโปรตีนก่อนและหลังการสกัดเจละตินในนมด้วยกรดอะซิติกและ เอธานอล

ที่ความเข้มข้นของเจละตินปลาต่างๆกัน 
 

ล าดับที่ ความเข้มข้น (g/mL) 
ปริมาณโปรตีน(g/L) 
ก่อน หลัง 

1 0.00 14.38±0.10 0.49±0.05 

2 0.01 13.12±0.02 0.52±0.02 

3 0.02 12.10±0.05 0.53±0.09 

4 0.03 10.52±0.03 0.56±0.01 

5 0.04 9.82±0.01 0.52±0.02 

6 0.05 8.46±0.02 0.37±0.03 
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ภาพที่ ข.1.3 นมผสมเจละตินก่อนเติมกรดอะซิติก 
 

 
 

ภาพที่ ข.1.4 ผลหลังจากตกตะกอนด้วยกรดอะซิติกในนมผสมเจละติน 

 
 

ภาพที่ ข.1.5  ตะกอนเจละตินปลาท่ีได้หลังจากการตกตะกอนด้วยเอธานอลและน าไปท าให้แห้ง 
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ภาพที่ ข.1.6  ตะกอนที่เจละตินสุกรได้หลังจากการตกตะกอนด้วยเอธานอลและน าไปท าให้แห้ง 
 

ตารางที่ ข.1.7 ค่า Signal to noise ratio ของเจละตินสุกรและวัว 
 

ความเข้มขน้ 
(%) 

Marker ion  
(m/z) 

Signal to noise ratio 

เจละตินสุกร (P) เจละตินวัว (B) สัดส่วน P/B 

0.01 
915 5.6 5 1.12 

1044 1.1 1.2 0.92 

0.03 
915 5.8 7.8 0.74 

1044 3.8 1.8 2.11 

0.05 
915 7 5.9 1.19 

1044 1.3 1.1 1.18 

0.10 
915 22.7 10.7 2.12 

1044 6 4.9 1.22 

0.30 
915 13.8 17.2 0.80 

1044 2.6 5.5 0.47 

0.50 
915 27.7 5.3 5.23 

1044 5 4.6 1.09 

1.00 
915 15.8 5.6 2.82 

1044 2.8 7.4 0.38 
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ตารางที่ ข.1.8 ค่า Signal to noise ratio ของเจละตินสุกรและววัที่  ms/ms-915m/z 

ความเข้มขน้ 
(%) 

Marker ion 
(m/z) 

Signal to noise ratio 

เจละตินสุกร (P) เจละตินวัว (B) 

0.01 

342 73.4 109.3 

568 76.3 49.6 

681 4.6 - 

897 2.5 - 

0.03 

342 164.1 69.6 

568 308.9 43.7 

681 50.8 13.7 

897 45.1 7.1 

0.05 

342 445.1 303.0 

568 302.6 15.4 

681 33.1 3 

897 13.4 12.3 

0.10 

342 333.6 304.3 
568 180.4 77.1 
681 27.5 65.4 
897 8.9 14 

0.30 

342 889.2 702.3 
568 361.1 583.8 
681 76.2 39.7 
897 33.4 41.7 

0.50 

342 1073 237.2 
568 420.3 77.0 
681 74.7 32.8 
897 30 10.2 

1.00 

342 618.3 134.4 
568 216.8 194.2 
681 45.6 81.4 
897 29.7 4.8 
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ตารางที่ ข.1.9  ค่า Signal to noise ratio ของเจละตินสุกรและววัที ่ms/ms-1044m/z 
 

ความเข้มขน้ 
(%) 

Marker ion (m/z) 
Signal to noise ratio 

เจละตินสุกร (P) เจละตินวัว (B) 

0.01 

471 29.9 45.5 

697 44 31.9 

810 18.3  - 

897  -  - 

1026  -  - 

0.03 

471 70.4 89.9 

697 35.2 34 

810 8.5  - 

897 13.7  - 

1026  -  - 

0.05 

471 190 27.1 

697 55.7 34 

810 11.5  - 

897 8.8  - 

1026 11.3  - 

0.10 

471 201.5 81.5 

697 103.3 60.2 

810 33.4 16.3 

897 2.5 89.4 

1026 3.6  - 

0.30 

471 338.3 127.5 

697 126.3 120.4 

810 38.9 22.6 

897 11.1 10.2 

1026 36.0 20.3 
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ตารางที่ ข.2.0 ผลการวิเคราะห์เจละตินสุกรด้วย LC/MS/MS ที่ความเข้มข้นต่างๆ 
 

ความเข้มข้น 
เจละติน (%) 

Marker ion 
(m/z) 

ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ซ้ าที่ 4 ซ้ าที่ 5 ซ้ าที่ 6 

0.01% 915 5.9 5.6 5.3 4.7 5 4.4 
 1044 1.8 1.1 2 1.4 1.7 1.5 

0.03% 915 6.5 5.8 8.6 7.1 6.9 7.5 
 1044 2.5 3.8 4.8 3.5 4 3.4 

0.05% 915 8.5 7.0 7.3 7 6.8 8.1 
 1044 4.1 4.7 3.3 4.4 4.7 4.2 

0.10% 915 19.7 22.7 35.6 22.7 27.7 16.4 
 1044 6.2 6.0 6.1 6.0 6.5 6.4 

0.30% 915 25.7 13.8 28.1 23.5 34.4 24.1 
 1044 7.6 2.6 6.6 6.2 4.4 4.2 

0.50% 915 23.3 27.7 17.4 19.7 27.7 17.6 
 1044 11.7 5.0 5 5.8 5 3.1 

1.00% 915 25.4 15.8 20.7 26.1 21 27.6 
 1044 8.1 2.8 4.9 2.8 4 7.8 
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ตารางที่ ข.2.1 ผลการวิเคราะห์เจละตินวัวด้วย LC/MS/MS ที่ความเข้มข้นต่างๆ 
 

ความเข้มข้น 
เจละติน (%) 

Marker ion 
(m/z) 

ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ซ้ าที่ 4 ซ้ าที่ 5 ซ้ าที่ 6 

0.01% 915 4.8 8.9 5.8 4 6 5 
 1044 0 0 0 2.6 0 1.2 

0.03% 915 8.7 3.8 13.7 6.7 4.3 7.8 
 1044 7.1 2.8 0 3.8 5.6 1.8 

0.05% 915 5 4 7.7 4 5.2 5.9 
 1044 2.7 1.1 1.3 4.7 4.3 1.1 

0.10% 915 3.9 13.9 12 10.9 5.3 10.7 
 1044 4.6 3.6 4.6 9.5 5.2 4.9 

0.30% 915 15.2 17.9 17.1 17.3 15.2 17.2 
 1044 4.1 1.1 1.8 6.8 4.5 5.5 

0.50% 915 6.9 4.9 6.1 6.5 8.2 5.3 
 1044 5.3 5.1 3.3 1.4 6.8 4.6 

1.00% 915 4.8 8.1 2.7 6.1 6.6 5.6 
 1044 2.6 7.6 2.5 3.4 5.4 7.4 
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ภาพท่ี ข.1.7 โครมาโทแกรมและสเปคตรัมของตัวอย่างที่ Sam03 (A) Extracted Chromatogram 
(บน) และ MS Spectrum (ล่าง) (B) Total Chromatogram (บน) และ MS/MS Spectrum  

 

 
 

ภาพท่ี ข.1.8 การเปรียบเทียบโครมาโทแกรมของเจละตินสุกร วัว กับตัวอย่างที่ Sam03 

เจละตินวัว 

เจละตินสุกร 

Sam03 

(A) (B) 
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ภาพท่ี ข.1.9 โครมาโทแกรมและสเปคตรัมของตัวอย่างที่ Sam04 (A) Extracted Chromatogram 
(บน) และ MS Spectrum (ล่าง) (B) Total Chromatogram (บน) และ MS/MS Spectrum  

 

 
 

ภาพท่ี ข.1.10 การเปรียบเทียบโครมาโทแกรมของเจละตินสุกร วัว กับตัวอย่างที่ Sam04 
 

(A) (B) 

เจละตินวัว 

Sam04 

เจละตินสุกร 
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ภาพท่ี ข.1.11 โครมาโทแกรมและสเปคตรัมของตัวอย่างที่ Sam06 (A) Extracted Chromatogram 
(บน) และ MS Spectrum (ล่าง)  (B) Total Chromatogram (บน) และ MS/MS Spectrum  

 

 
 

ภาพท่ี ข.1.12 การเปรียบเทียบโครมาโทแกรมของเจละตินสุกร วัว กับตัวอย่างที่ Sam06 
 
 

(A) (B) 

เจละตินวัว 

Sam05 

เจละตินสุกร 
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ภาพท่ี ข.1.13 โครมาโทแกรมและสเปคตรัมของตัวอย่างที่ Sam08 (A) Extracted Chromatogram 
(บน) และ MS Spectrum (ล่าง) (B) Total Chromatogram (บน) และ MS/MS Spectrum  

 

 
 

ภาพท่ี ข.1.14 การเปรียบเทียบโครมาโทแกรมของเจละตินสุกร วัว กับตัวอย่างที่ Sam08 
 
 

(A) (B) 

เจละตินวัว 

Sam08 

เจละตินสุกร 
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ภาพท่ี ข.1.15 โครมาโทแกรมและสเปคตรัมของตัวอย่างที่ Sam09 (A) Extracted Chromatogram 
(บน) และ MS Spectrum (ล่าง) (B) Total Chromatogram (บน) และ MS/MS Spectrum 

 

 
 

ภาพท่ี ข.1.16 การเปรียบเทียบโครมาโทแกรมของเจละตินสุกร วัว กับตัวอย่างที่ Sam09 
 

 

(B) (A) 

เจละตินวัว 

เจละตินสุกร 

Sam09 



96 

 

 

ตารางที่ ข.1.22 รายละเอียดตัวอย่างผลิตภัณฑ์อาหารทางการค้า 

ล าดับที่ ชื่อตัวอย่าง ประเภทตัวอย่าง 
ปริมาณเจละติน/
คอลลาเจน 

ได้รับเครื่องหมาย
ฮาลาล 

จังหวัดที่ผลิต ผลการวิเคราะห์เจละติน 

1 Sam 01 เจละตินแผ่น 100% - กทม. (น าเข้า) Mammalian* 

2 Sam 02 คอลลาเจนปลา 100% / กทม. Fish 

3 Sam 03 นมถั่วเหลืองผสมคอลลาเจน 0.05% / ปราจีนบุรี Fish 

4 Sam 04 เครื่องด่ืมเยลลี่คาราจีแนนผสมคอลลาเจน 0.4% - สมุทรสาคร Mammalian 

5 Sam 05 เครื่องด่ืมผสมคอลลาเจน 7.9% / นนทบุรี Mammalian 

6 Sam 06 เครื่องด่ืมผสมคอลลาเจน 8.2% / นนทบุรี Mammalian 

7 Sam 07 เครื่องด่ืมผสมคอลลาเจน 8.3% / นนทบุรี Mammalian 

8 Sam 08 เยลลี่เจละติน 7.5% - กทม. (น าเข้า) Mammalian 

9 Sam 09 เยลลี่เจละติน 9% - กทม. Mammalian 

10 Sam 10 วุ้นเจละติน 11% / กทม. Mammalian 
 
*หมายเหตุ mammalian หมายถึง เจละตินจากสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม ในที่นี้คือ สุกรหรือวัว 
เครื่องหมาย    /  หมายถึง  ได้รับการรับรองฮาลาล       , เครื่องหมาย  -  หมายถึง ไม่ได้รับการรับรองฮาลาล
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 
 

 นางสาวนูรีซัน สามาลูกา เกิดเมื่อวันที่ 13 เมษายน พ.ศ.2526 ที่จังหวัดยะลา ส าเร็จ
การศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตร์บัณฑิตจาก สาขาวิชาเทคโนโลยีการอาหาร ส านักวิชา
เทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยวลัยลักษณ์ เมื่อปีการศึกษา 2548  
 เสนอผลงานทางวิชาการ ภาคบรรยาย เรื่อง การพัฒนาวิธีการสกัดเจละตินจากผลิตภัณฑ์
อาหารเพื่อตรวจยืนยันด้วยเทคนิค Liquid Chromatography Mass Spectrometry ในงานการ
ประชุมวิชาการโภชนาการแห่งชาติ ครั้งที่ 5 วันที่ 5-7 กันยายน พ.ศ.2554 ณ ศูนย์นิทรรศการและ
การประชุมไบเทค กรุงเทพมหานคร 
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