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บทคัดยอ 

ไดพัฒนากรรมวิธีการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากไหมอีร่ีโดยเทคโนโลยีเอนไซม จากการศึกษา
คุณสมบัติของวัตถุดิบที่จะนาํมาผลิตเปนโปรตีนไฮโดรไลเสท ไดแก รังไหมและดักแด พบวา มีองคประกอบ
ทางเคมีที่แตกตางกนั  ดังนัน้จึงมีกรรมวิธใีนการผลิตที่แตกตางกนัดังนี้  กรรมวิธีและสภาวะที่เหมาะสมใน
การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหมอีร่ี คือ  นาํรังไหมที่ไมผานการลอกกาวมาหัน่ใหมีขนาดเลก็จากนัน้
ทําใหละลายโดยการตมในสารละลาย แคลเซียมไนเตรท/เอทานอล/น้าํ   อัตราสวน  0.6: 2 : 8  โมล  
(98.49 g : 92 g : 100.8 g)  โดยใชสัดสวนรังไหมตอสารละลายเทากบั  6 : 100 (น้าํหนักตอปริมาตร)  เมื่อ
รังไหมละลายหมดจะไดเปนสารละลายโปรตีนไหม  จากนัน้จงึนาํมายอยดวยเอนไซมทางการคา  “อัล
คาเลส”  ที่สภาวะปริมาณเอนไซม  1.0 %  (ปริมาตร/น้ําหนกั)  คาความเปนกรด-ดางในการทาํปฏิกิริยา  
7.5  บมที่อุณหภูมิ  60 ° ซ  เวลาในการยอย  60  นาที  ในขณะทีท่ําการกวนตลอดเวลา  โดยที่สภาวะ
ดังกลาวมีระดบัการยอยสลายสูงสุดคือ  83.78  %  ไดปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตได  77.80  %  กรรมวิธีและ
สภาวะที่เหมาะสมในการผลติโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดกัแดไหมอีร่ี  คือ  นําดกัแดสดมาบดใหละเอียด  
เติมน้ําเพื่อปรับใหมีปริมาณโปรตีนเทากับ  4.6 % โดยน้ําหนกั  ปรับคาความเปนกรด-ดางใหเทากับ  7.5  
ยอยดวยเอนไซมทางการคา  “อัลคาเลส”  ปริมาณ  0.5 % ปริมาตร/น้าํหนัก  ที่อุณหภูมิ  50 ° ซ  เปนเวลา  
120  นาท ี  ในขณะทีท่ําการกวนตลอดเวลา  โดยที่สภาวะดงักลาวมรีะดับการยอยสลายสูงสุดคอื  73.27  
%  ไดปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตได  62.82  %  เมื่อนําโปรตีนไฮโดรไลเสททัง้  2  ชนดิไปทําใหเปนผงโดยวิธี
ทําแหงแชเยือกแข็ง  พบวา  ผลิตภัณฑโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ไดมคุีณสมบัติในการละลายที่ดี  และมี
คุณสมบัติที่ใกลเคียงกับผลิตภัณฑทางการคา  
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Project Title : Research and development of protein hydrolysate production from Philosamia    
         ricini by enzyme technology 

Principle investigator : Dr. Pilanee Vaithanomsat   
Organization : Enzyme Technology and Waste Management Research Unit 

               Kasetsart Agricultural and Agro-Industrial Product Improvement Institute 
               Kasetsart University 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
 

Abstract 
 The method for protein hydrolysate production from Eri silk (Philosamia ricini) were 
investigated. Proximate analysis of 2 raw materials, silk cocoon and silk pupa, showed different 
chemical compositions between the 2 materials and therefore resulting in separately different 
protein hydrolysate productions. The approriate process for silk cocoon began with cutting the 
nondegummed cocoon into small pieces and then dissolving into homogeneous solution by 
boiling in the mixture of Ca(NO3)2/ethanol/H2O (0.6:2:8 mole) at the ratio of cocoon to mixture 
6:100 (w/v). After that, the silk solution was enzymatically hydrolysated using 1.0 % Alcalase 
(v/w) for 60 min. at pH 7.5 temperature 60 ° C with stirring. The resulted show the highest 
degree of hydrolysis obtained from the above condition at 83.78 % with nitrogen recovery 77.80 
%. For the production using silk pupa as starting material, the process started by blending fresh 
pupa into fine particles and the water was added to adjust final protein concentration to 4.6 % 
(w/w). The pH was adjusted to 7.5, commercial enzyme Alcalase was added to 0.5 % (v/w) and 
the process was carried out at 50 ° C for 120 min. with stirring. The maximum degree of 
hydrolysis resulted from this condition was 73.27 % with nitrogen recovery 62.82 %. The protein 
hydrolysates from both silk cocoon and pupa were freeze-dried, ground into fine powder and 
analysed. The results indicated that the two hydrolysate products were capable of well 
dissolving in water and were as high quality as the commercial products.    
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Executive Summary 
ชื่อโครงการ : การวิจัยและพัฒนาการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากไหมอีร่ีโดยเทคโนโลยีทางดานเอนไซม 
หัวหนาโครงการ 

ชื่อ : ดร. พิลาณี  ไวถนอมสัตย  
สถานที่ทํางาน : ฝายเทคโนโลยีเอนไซมและการจัดการของเสีย 
   สถาบันคนควาและพัฒนาผลิตผลทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตร 
   มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  50  จตุจักร  กรุงเทพฯ 10900 
โทรศัพท : 0-2942-8599 โทรสาร: 0-2942-8599 
E-mail : p_vaithanomsat@yahoo.com 

ผูรวมโครงการ 
ชื่อ : นายชิดชัย  ปญญาสวรรค  
สถานที่ทํางาน : ฝายเทคโนโลยีเอนไซมและการจัดการของเสีย 
   สถาบันคนควาและพัฒนาผลิตผลทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตร 
   มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  50  จตุจักร  กรุงเทพฯ 10900 
โทรศัพท : 0-2942-8599 โทรสาร: 0-2942-8599 

ความสําคัญและที่มาของงานวิจัย 
อุตสาหกรรมการผลิตเสนไหมเปนอุตสาหกรรมหนึ่งที่รัฐบาลไดใหความสนใจและมีการสงเสริมให

มีการพัฒนาดานตาง ๆ ในหลายพื้นที่  ซึ่งประสบความสําเร็จในระดับที่นาพอใจ  และยังเปนอุตสาหกรรม
ที่ทําใหเกิดของเหลือทิ้งเปนจํานวนคอนขางมาก  ไดแก  ดักแดไหม  เศษไหม  รังไหม  และน้ํากาว  เปนตน  
ซึ่งสวนใหญของเหลือทิ้งนี้ยังมีสารอาหารบางอยาง  เชน  โปรตีนและไขมันเหลืออยูในปริมาณที่
คอนขางมาก  ซึ่งนาจะไดนํามาใชใหเกิดประโยชนสูงสุด  จากขอมูลที่ไดจากการทดลองและการสืบคน
ฐานขอมูลแสดงใหเห็นวาการศึกษาสวนใหญมุงเนนหรือมีความสนใจมากเปนพิเศษเฉพาะดานการ
ปรับปรุงการเลี้ยงไหมและกระบวนการผลิตเสนไหม  แตยังมิไดศึกษาอยางจริงจังถึงการลดปริมาณของ
เหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตเสนไหมโดยการนําไปผลิตเปนผลิตภัณฑมูลคาเพิ่ม 

การนําเสนไหมไปใชในอุตสาหกรรมอื่น ๆ นอกจากการทําเครื่องนุงหมนั้น  ในปจจุบันจะใชเพียง
ไฟโบรอินและเซริซินซึ่งเปนสวนของเสนใยเทานั้น  ยังไมไดมีการศึกษานําของเหลือทิ้งสวนอื่น ๆ จาก
กระบวนการผลิตเสนไหมมาทดลองในการผลิตดังกลาว  ซึ่งเมื่อพิจารณาถึงสัดสวนของโปรตีนที่เปน
องคประกอบในตัวดักแดไหมหรือของเหลืออ่ืน ๆ จากกระบวนการ  ไดแก  น้ํากาว  เปนตน  ถึงแมวาจะมี
อยูในปริมาณที่ไมสูงเทากับปริมาณที่พบในเสนใยไหมก็ตาม  ถามีการศึกษาและพัฒนาเทคโนโลยีที่
เหมาะสมในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากของเหลือเหลานี้ได  ก็อาจเปนทางเลือกในการใชประโยชน
และการเพิ่มมูลคาของเหลือจากกระบวนการผลิตเสนไหมไดอีกทางหนึ่ง  
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ดังนั้นโครงการวิจัยนี้จึงมุงศึกษาเพื่อใหเกิดทางเลือกในการนําผลิตผลและ/หรือของเหลือทิ้งจาก
กระบวนการผลิตเสนไหมไปผลิตเปนผลิตภัณฑมูลคาเพิ่ม  ไดแก  โปรตีนไฮโดรไลเสทจากไหม  เพื่อลด
และ/หรือทดแทนการนําเขาในการประยุกตใชกับผลิตภัณฑเครื่องสําอาง  โดยเทคโนโลยีทางดานเอนไซม
ซึ่งเปนเทคโนโลยีที่ไมรุนแรงและมีความจําเพาะเจาะจง  
วัตถุประสงค 

เพื่อพัฒนาวิธีการที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากไหมอีร่ีที่มีโมเลกุลขนาดเล็กและ
คุณภาพสูง  ดวยเทคโนโลยีทางดานเอนไซมที่มีประสิทธิภาพเชิงการคาและตนทุนต่ํา  
วิธีการดําเนินงานวิจัย 

1. ศึกษาคุณสมบัติทางเคมี  (เถา  โปรตีน  ไขมัน  กรดอะมิโนทั้งหมด)  ของวัตถุดิบ  (รังไหม  และ
ดักแด) ที่จะใชในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสท 

2.  ศึกษาชนิดของเอนไซมและสภาวะที่เหมาะสม  (ปริมาณสับสเตรท, ปริมาณเอนไซม, คาพีเอช  
อุณหภูมิ  และระยะเวลา)  ในการไฮโดรไลซโปรตีนจากไหมอีร่ีในระดับหองปฏิบัติการ  

3.  ศึกษาวิธีการในการทําใหโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ผลิตไดแหงหรือเขมขนขึ้น 
 4.  ศึกษาคุณสมบัติ  (เถา  ความชื้น  โปรตีน  ไขมัน  กรดอะมิโนอิสระ  และกรดอะมิโนทั้งหมด)  
ของโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ผลิตไดเปรียบเทียบกับผลิตภัณฑจากการคา 

5.  คํานวณตนทุนการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทในระดับหองปฏิบัติการและสรุปผลการทดลอง 
ผลที่คาดวาจะไดรับ 

1.  ไดโปรตีนไฮโดรไลเสทเกรดตาง ๆ จากไหมอีร่ีเพื่อลดและ/หรือทดแทนการนําเขา 
2.  ไดโปรตีนไฮโดรไลเสทเกรดตาง ๆ จากไหมอีร่ีเพื่อใชในผลิตภัณฑเครื่องสําอาง 
3.  ไดแนวทางหรือองคความรูใหมในการนําผลผลิต  ตลอดจนของเหลือทิง้จากไหมอีร่ีมาผลิตเปน

ผลิตภัณฑมูลคาเพิ่ม 
4.  ลดปริมาณของเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตเสนไหมอีร่ี 

ระยะเวลา   1   ป 
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ผลการวิจัย 
1.  องคประกอบทางเคมีของวัตถุดิบที่นํามาใชในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสท  ไดแก  รังไหมอีร่ี

ประกอบดวย  โปรตีน  96.32  %  เถา  3.22  %  ความชื้น  4.26  %  และไขมัน  1.55  %  (โดยน้าํหนกัสด)  
ดักแดไหมอีร่ี  ประกอบดวย  ความชื้น  74.66  %  โปรตีน  18.44  %  ไขมัน  4.24  %  และเถา  1.58  %  
(โดยน้ําหนักสด)  กรดอะมิโนที่พบมากที่สุดในรังไหมอีร่ี  คือ  อะลานีน  30.329  %  รองลงมาคือ  กลัยซีน  
22.065  %  ทัยโรซีน  8.363  %  และซีรีน  7.653  %  ในดักแดไหมอีร่ี  กรดอะมิโนที่พบมากที่สุดคือ  กร
ดกลูตามิก  1.408  %  รองลงมาคือ  กรดแอสปารติก  1.001  %  ลูซีน  0.892  %  อะลานีน  0.871  %  
ไลซีน  0.820  %  และอารจีนีน  0.806  %  ซึ่งมีความใกลเคียงกับคุณสมบัติของรังไหมปา  แตแตกตาง
จากรังไหมหมอน 
 2.  กรรมวิธีและสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหมอีร่ี  ไดแก  การนํารัง
ไหมมาละลายในสารละลายแคลเซียมไนเตรท/เอทานอล/น้ํา  อัตราสวน  0.6:1:8  โมล  ที่อุณหภูมิ 100 °ซ  
โดยใชสัดสวนรังไหมตอสารละลายเทากับ  6 : 100  จากนั้นนํามายอยดวยเอนไซมอัลคาเลสปริมาณ  1.0  
%  ปริมาตร/น้ําหนัก  อุณหภูมิ  60 ° ซ  คาความเปนกรด-ดาง  7.5  เปนเวลา  60  นาที         
 3.  กรรมวิธีและสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดักแดไหมอีร่ี  ไดแก  การนํา
ดักแดที่บดแลวมาปรับใหมีปริมาณโปรตีน  4.6  % โดยน้ําหนัก  แลวนํามายอยดวยเอนไซมอัลคาเลส
ปริมาณ  0.5  %  ปริมาตร/น้ําหนัก  อุณหภูมิ  50 ° ซ  คาความเปนกรด-ดาง  7.5  เปนเวลา  120  นาที 
 4.  การลดสีในผลิตภัณฑโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดักแดไหมอีร่ีสามารถทําไดโดยการฟอกสีใน
สารละลายโปรตีนไฮโดรไลเสทกอนการทําแหงดวยผงถานกัมมันตปริมาณ  15  %  โดยน้ําหนัก  เปนเวลา  
15  นาที           
 5. ผลิตภัณฑโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหมอีร่ีมีปริมาณไนโตรเจนทัง้หมด 10.08 % ไขมัน 0.62 % 
เถา  27.49  %  ความชื้น  7.34  %  จาํนวนจุลินทรยีทัง้หมด  จาํนวนยีสตและรานอยกวา  100  โคโลนีตอ
กรัม  ผลิตภัณฑโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดักแดไหมอีร่ีมีปริมาณไนโตรเจนทัง้หมด 11.47 % ไขมัน 1.62 %  
เถา  11.97  %  จํานวนจุลินทรียทั้งหมด  จํานวนยีสตและรานอยกวา  100  โคโลนีตอกรัม  ในการผลิต
โปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังและดักแดไหมอีร่ีไดปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตได  (% nitrogen  recovery)  77.80  
และ  62.82 % ตามลําดับ  เมื่อนาํผลิตภัณฑทัง้สองไปทดสอบการละลายน้ําพบวาสามารถละลายน้าํไดดี 
 6. ตนทนุการผลิตในระดับหองปฏิบัติการ  พบวา  ในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหมอีร่ีให
ไดปริมาณ  100  g  มีตนทุนการผลิตเทากับ  477.28  บาท  สวนการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดักแด
ไหม อีร่ีใหไดปริมาณ  100  g  มีตนทนุการผลิตเทากับ  51.42  บาท      
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(7) 
 สารบัญตาราง 
 
ตารางที่                          
หนา 
    1 ปจจัยและระดบัที่ใชในการทดลองที่  2.3.1          9 

2 แผนผังการทดลองในการทดลองที ่ 2.3.1         10 
3 ปจจัยและระดบัที่ใชในการทดลองที่  2.3.2        11 
4 แผนผังการทดลองในการทดลองที ่ 2.3.2         11 
5 แผนผังการทดลอง  3.2.1          13 
6 แผนผังการทดลองที ่ 3.2.2          13 
7 แผนผังการทดลองที ่ 3.2.3          13 
8 แผนผังการทดลองที ่ 3.3.1          14 
9 แผนผังการทดลองที ่ 3.3.2          15 
10 แผนผังการทดลองที ่ 3.3.3          16 
11 แผนผังการทดลองที ่ 4.2.1          17 
12 ปจจัยและระดบัที่ใชในการทดลองที่  4.2.2        18 
13 แผนผังการทดลองในการทดลองที ่ 4.2.2         19 
14 ปจจัยและระดบัที่ใชในการทดลองที่  4.2.3        20 
15 แผนผังการทดลองในการทดลองที ่ 4.2.3         20 
16 องคประกอบทางเคมีของรังไหมและดักแดไหมอีร่ีเมื่อคิดเปนน้าํหนักสด     22 
17 องคประกอบทางเคมีของรังไหมและดักแดไหมอีร่ีเมื่อคิดเปนน้าํหนักแหง     22 
18 ปริมาณกรดอะมิโนในรังไหมและดักแดไหมอีร่ี        23 
19 ผลของขนาดวตัถุดิบตอปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตได       25 
20 ผลของกรรมวิธีการเตรียมวัตถุดิบตอปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตได      25 
21 ผลของปริมาณสับสเตรท, ปริมารเอนไซม และเวลาตอระดับการยอยสลาย     26 
22 แบบจําลองทางคณิตศาสตรที่ใชอธิบายความสัมพันธระหวางตวัแปรอสิระกับตัวแปรตาม   27 
23 ผลของคาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมติอระดับการยอยสลาย      28 
24 แบบจําลองทางคณิตศาสตรที่ใชอธิบายความสัมพันธระหวางตวัแปรอสิระกับตัวแปรตาม   29 
25 ผลของปริมาณเอนไซมและเวลาตอระดบัการยอยสลาย       31 
26 แบบจําลองทางคณิตศาสตรที่ใชอธิบายความสัมพันธระหวางตวัแปรอสิระกับตัวแปรตาม   31 
27 ผลของคาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมติอระดับการยอยสลาย      32 
28 แบบจําลองทางคณิตศาสตรที่ใชอธิบายความสัมพันธระหวางตวัแปรอสิระกับตัวแปรตาม   33 



(8) 
 สารบัญตาราง (ตอ) 
 
ตารางที่               หนา 

29 ผลของชนิดเอนไซมโปรติเอสทางการคาตอระดับการยอยสลาย      34 
30 ผลของปริมาณสับสเตรท, ปริมาณเอนไซม และเวลาตอระดับการยอยสลายและ  

ปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตได          37 
31 แบบจําลองทางคณิตศาสตรที่ใชอธิบายความสัมพันธระหวางตวัแปรอสิระกับตัวแปรตาม   38 
32 ผลของคาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมติอระดับการยอยสลาย      43 
33 แบบจําลองทางคณิตศาสตรที่ใชอธิบายความสัมพันธระหวางตวัแปรอสิระกับตัวแปรตาม   44 
34 คาสี L* a* b* ของโปรตีนไฮโดรไลเสทดักแดที่ไดจากการฟอกสีดวยโซเดียมเมตาไบซัลไฟต    

ปริมาณตาง ๆ            46 
35 คาสี L* a* b* ของโปรตีนไฮโดรไลเสทดักแดที่ไดจากการฟอกสีดวยผงถานกัมมันต 

ปริมาณและเวลาตาง ๆ           47 
36 คุณภาพทางเคมี  (proximate analysis) และคุณภาพทางจุลินทรียของผลิตภัณฑ    49 
37 ปริมาณกรดอะมิโนอิสระในผลิตภัณฑ         50 
38 ตนทุนวัตถุดิบที่ใชผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหมอีร่ี       51 
39 ตนทุนวัตถุดิบที่ใชผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดักแดไหมอีร่ี      51 
40 ราคาของโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ผลิตไดเปรียบเทียบกบัผลิตภัณฑทางการคา     52 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(9) 
 สารบัญภาพ 
 
ภาพที่                          หนา 

1 กรรมวิธีการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหมวิธีที่  1       6 
2 แผนผังการทดลองหาขนาดของไหมบดที่เหมาะสม        7 
3 แผนผังการทดลองการเตรียมวัตถุดิบกอนการยอยดวยเอนไซมโดยวิธีทางกายภาพและเคมี   8 
4 กรรมวิธีการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหมวิธีที่  2     12 
5 กรรมวิธีการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดักแดไหม     17 
6 กราฟพื้นผิวตอบสนอง (response surface) แสดงความสมัพันธระหวางปริมาณสับสเตรท 

ปริมาณเอนไซม และเวลาในการยอยตอระดับการยอยสลาย       27 
7 กราฟพื้นผิวตอบสนอง (response surface) แสดงความสมัพันธระหวาง pH และอุณหภูมิ        

ตอระดับการยอยสลาย          29 
8 ลักษณะการตกตะกอนของโปรตีนเมื่อใชเอนไซมเฟเวอรไซม (A) และเอนไซมนวิเทรส (B)  

ในการยอย           30 
9 กราฟพื้นผิวตอบสนอง (response surface) แสดงความสมัพันธระหวางปริมาณเอนไซม 

และเวลาตอระดับการยอยสลาย         32 
10 กราฟพื้นผิวตอบสนอง (response surface) แสดงความสมัพันธระหวางปริมาณเอนไซม 

และเวลาตอระดับการยอยสลาย         33 
11 แผนเจล  SDS-PAGE  แสดงขนาดโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานและดกัแดบดกอนยอย  35 
12 แผนเจล  SDS-PAGE  แสดงขนาดโมเลกุลของโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ไดจากการยอยดวย 

เอนไซมชนิดตาง ๆ 1) โปรตีนมาตรฐาน 2) ยอยโดยไมใชเอนไซม 3) ยอยดวยเอนไซม 
อัลคาเลส 4) ยอยดวยเอนไซมนิวเทรส 5) ยอยดวยเอนไซมเฟเวอรไซม    36 

13 กราฟพื้นผิวตอบสนอง (response surface) แสดงความสมัพันธระหวางปริมาณสับสเตรท 
ปริมาณเอนไซม และเวลาในการยอยตอระดับการยอยสลาย      38 

14 กราฟพื้นผิวตอบสนอง (response surface) แสดงความสมัพันธระหวางปริมาณสับสเตรท 
ปริมาณเอนไซม และเวลาในการยอยตอปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตได     40 

15 แผนเจล  SDS-PAGE  แสดงขนาดโมเลกุลของโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ไดจากการยอยสลาย 
สภาวะตาง ๆ           41 

16 แผนเจล  SDS-PAGE  แสดงขนาดโมเลกลุของโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ไดจากการยอยสลาย 
สภาวะตาง ๆ           42 

 
 
 
 



(10) 
  

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพที ่                         
หนา 

17 กราฟพื้นผิวตอบสนองของคาระดับการยอยสลายและปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตไดเมือ่นํา 
มาซอนทับกันบริเวณพืน้ที่สีสมคือสภาวะที่ใหคาระดับการยอยสลายและปริมาณไนโตรเจน 
ที่ผลิตไดสูงสุด                                   43    

18 แผนเจล  SDS-PAGE  แสดงขนาดโมเลกุลของโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ไดจากการยอยสลาย 
สภาวะตาง ๆ             45 

19 ผงโปรตีนไฮโดรไลเสทดักแดที่ไดจากการฟอกสีดวยโซเดียมเมตาไบซลัไฟตปริมาณตาง ๆ       46 
20 ผงโปรตีนไฮโดรไลเสทดกัแดที่ไดจากการฟอกสีดวยผงถานกัมมันตปริมาณและเวลาตาง ๆ   48 
21 ผลิตภัณฑโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดักแดไหมและรังไหม       49 

 



 1           
  

คํานํา 
 

ไหมเปนแมลงจําพวกผีเสื้อในตระกูล  Bombycidae  มีลักษณะพิเศษประจําตระกูล  คือ  ตัว
หนอน (Larvae) จะพนเสนใยเพื่อใชในการทํารังหอหุมตัวเองแลวลอกคราบกลายเปนดักแด (Pupae, silk 
worm) อยูภายในรังนั้น และเสนไหมที่ใชทํารังนี้สามารถนําไปใชประโยชนและมีราคาแพง  เสนไหมเปน
เสนใยโพลีเอไมดที่หนอนไหมสรางขึ้นมา (เปนกรด α-อะมิโน)  การสังเคราะหโปรตีนในเสนไหมทาํในเซลล
ของตอมไหมที่อยูในตัวของหนอนไหม  สารไหมเหลวจะถูกขับออกทางตอมไหมสวนทาย (posterior silk 
gland) และหลังจากนั้นสงไปยังตอมไหมสวนกลาง (middle silk gland)  ระหวางที่อยูในตอมไหม
สวนกลาง สารไหมเหลวจะกลายเปนเจลาติน สวนเซริซินถูกขับออกมาจากสวนอื่นของตอมไหมสวนกลาง 
เพื่อที่จะเคลือบเจลาติน  หลังจากนั้นเจลาตินของไฟโบรอินจะมีความเหนียวขึ้น โดยอาศัยการสายหัวของ
หนอนไหม อาการเคลื่อนไหวนี้เกิดที่ตอมไหมสวนหนา  หลังจากที่ใยไฟโบรอิน 2 เสนรวมกันเปนเสนใยไหม
โดยเคลือบดวยกาวเซริซิน เมื่อผานรูเล็กๆก็กลายเปนเสนไหมที่นํามาใชเปนสิ่งทอ  ความแตกตางของเสน
ไหมมีเพียงเล็กนอย ข้ึนกับชนิดและการเลี้ยงไหม  แตโดยทั่วไปแลว เสนใยจากรังไหม 97% เปนโปรตีน
บริสุทธิ์ ซึ่งแบงเปนไฟโบรอิน (Fibroin) ประมาณ 70% และเซริซิน (Sericin) ประมาณ 30% และมี
สวนประกอบอื่นๆอีกเพียงเล็กนอย เชน ข้ีผ้ึง คารโบไฮเดรต สี สารอนินทรีย ส่ิงสกปรก และเศษดักแด 

ไหมมีวงจรชีวิตที่ประกอบดวย ระยะเปนไข ตัวหนอน ดักแด และผีเสื้อ  วงจรชีวิตของไหมจะวน
ซ้ําเชนนี้ไปเร่ือยๆ ซึ่งถือวาเปนการเปลี่ยนแปลงรูปรางในแตละขั้นตอนของการเจริญเติบโตอยางสมบูรณ
และแตกตางกันอยางเห็นไดชัดเจน  ระยะที่เปนดักแด (Pupae) หลังจากที่หนอนไหมลอกคราบกลายเปน
ดักแดอยูภายในรังแลว ดักแดจะนอนอยูในรังเฉยๆเปนเวลา 6-7 วัน  ดักแดก็จะลอกคราบอีกครั้งหนึ่งแลว
กลายเปนผีเสื้อไหม  กระบวนการสาวไหมจะเริ่มตนจากการฆาดักแด  และทําใหรังไหมแหงตัว     ซึ่งทําได
หลายวิธี ไดแก จากความรอนของอากาศ (ตากแดด การยาง ไฟถาน) จากความเย็น และจากรังสีปรมาณู 
เปนตน  แตที่สะดวกที่สุด นิยมการฆาตัวดักแดและทําแหงดวยอากาศ เชน ตากแดด 2-3 วัน หรือทําเตา
อบจากเชื้อเพลิงทําความรอนตางๆ  จากนั้น รังไหมจะถูกคัดเกรดแลวนําไปตม เพื่อใหเซริซินที่เคลือบรัง
ไหมชั้นนอกออนตัวและเสนไหมหลุดออกจากรังไหมไดงาย  เมื่อเสนไหมถูกสาวออกจนหมดแลวจะเหลือ
ตัวดักแดอยูภายใน  

ตัวดักแดนี้เมื่อนําไปตรวจสอบหาสารอาหาร พบวามีปริมาณโปรตีนประมาณ 55.34%  ไขมัน
ประมาณ 33.82 และไฟเบอรประมาณ 4.96%  ซึ่งสวนมากจะนําไปทําเปนอาหารสัตว  นอกจากนี้ ใน
ปจจุบันยังมีผูผลิตบางรายนําไปคั่วกับเคร่ืองเทศเพื่อนํามารับประทานเปนของขบเคี้ยวอีกดวย  อยางไรก็
ตาม เมื่อพิจารณาถึงคุณคาทางอาหารของตัวดักแดซึ่งมีอยูในปริมาณสูงแลว จึงเหมาะสมที่จะนํามาผลิต
เปนโปรตีนไฮโดรไลเสท  โปรตีนไฮโดรไลเสทที่ไดจากไหมมีคุณภาพสูงและมีคุณสมบัติพิเศษ จึงมีราคา
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แพง  มีการนํามาใชทําเครื่องสําอาง เชน แปง และครีมบํารุงผิว  ขณะนี้ โปรตีนไฮโดรไลเสทจากไหมยังตอง
มีการนําเขาจากตางประเทศเพื่ออุตสาหกรรมเครื่องสําอางและอาหาร 

นอกจากตัวดักแดไหมแลว ยังมีของเหลือจากกระบวนการผลิตเสนไหมอีก ไดแก เศษไหม และน้ํา
กาว ซึ่งในปจจุบัน นอกจากการนําไปใชประโยชนเพื่อเปนปุยแลว ยังไมไดมีการนําไปใชประโยชนอยางอื่น
เลย  กระบวนการลอกกาวเสนไหมดิบ คือ กระบวนการที่สําคัญอยางหนึ่งในการปรุงแตงเสนไหม  โดยการ
นําเสนไหมดิบมาลอกกาวเซริซินที่เคลือบผิวของเสนใย  เซริซินที่เคลือบใยไฟโบรอินนี้ประกอบดวยกรดอะ
มิโนหลายชนิดแตที่เปนองคประกอบหลัก ไดแก เซรีน กรดแอสพารติก กลัยซีน และอารจินีน  การลอกกาว
ชวยใหสามารถฟอกและยอมสีเสนไหมไดดี และยังทําใหมีความเงางามเปนพิเศษดวย  ในปจจบัุน การลอก
กาวเสนไหมใชสบูและเกลือดางที่อุณหภูมิสูง เชน โซเดียมซิลิเกต โซเดียมคารบอเนต โซเดียมไฮโดรเจน
คารบอเนต โซเดียมฟอสเฟต  นอกจากการลอกกาวโดยการใชดางที่อุณหภูมิสูงแลว  มีรายงานวาชาวจีน
ใชตับออนของหมู ซึ่งมีทริปซินที่สามารถละลายกาวเซริซินได  ในปจจุบันอาจใชเอนไซมพวกโปรทีเอสใน
การลอกกาวเซริซินออกจากเสนไหมดิบได  โดยอาศัยเอนไซมธรรมชาติจากพืชหรือจุลชีพ เชน ปาเปนจาก
มะละกอ หรือเอนไซมโปรติเอสจาก Bacillus Actinomyces หรือ Filamentous fungi  น้ํากาวที่ไดจาก
กระบวนการลอกกาวไหมดังกลาว เมื่อนําไปวิเคราะหคุณสมบัติ พบวา ประกอบดวยโปรตีนประมาณ 20-
30% จึงมีความเปนไปไดในการนําไปปรับปรุงและแปรรูปเปนโปรตีนไหมในรูปของโปรตีนไฮโดรไลเสท
เพื่อใหเหมาะสมกับผลิตภัณฑที่จะนําไปประยุกตใช 

โปรตีนไฮโดรไลเสท เปนโปรตีนที่ถูกยอยจนไดโพลีเพพไทด และกรดอะมิโนอิสระ  เร่ิมทําเปน
การคาในป 1990 ที่ประเทศจีนและญี่ปุน  วัตถุดิบที่ใชผลิตสวนใหญ ไดแก กลูเตนขาวสาลี เคซีน แปงปลา 
เจลาติน ยีสต กลูเตนขาวโพด หรือแหลงโปรตีนอื่นๆ  เพื่อใชเปนสารเพิ่มกลิ่นรสในอาหาร  กลิ่นรสที่ได
ข้ึนกับชนิดของวัตถุดิบและองคประกอบของกรดอะมิโนในโปรตีนนั้น  ดังนั้นกระบวนการในการผลิตโปรตีน
ไฮโดรไลเสทจึงมีความสําคัญมาก  ผลิตภัณฑโปรตีนไฮโดรไลเสทสามารถนําไปใชประโยชนไดอยาง
กวางขวาง เชน เปนอาหารสัตว  อาหารมนุษย และอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย  โดยโปรตีนไฮโดรไลเสทจะทํา
ใหผลิตภัณฑมีคุณสมบัติที่ดี ไดแก มีกลิ่นรสดี มีความสามารถในการเกิดฟอง ความสามารถในการละลาย 
ความสามารถในการเกิดอิมัลชัน เปนตน  นอกจากในอุตสาหกรรมอาหารแลว พบวาโปรตีนที่ไดจากไหมมี
ลักษณะเดนในการใหความชุมชื้นแกผิวซึ่งสามารถผสานเปนหนึ่งเดียวกับธรรมชาติของผิว   ดังนั้นจึงไดมี
การดัดแปลงนําโปรตีนจากไหมมาใชในอุตสาหกรรมเครื่องสําอาง โดยนํามาทําเปนผงและครีม เพื่อใชใน
การแตงหนา  นอกจากนั้น ยังสามารถชวยปองกันอันตรายจากแสงอุลตราไวโอเลท และปองกันเสนผมเสีย 
โดยเกิดเปนฟลมเคลือบเสนผม ชวยถนอมรักษาผมใหเงางามและชุมชื้นอีกดวย  นอกจากการนําเสนไหม
มาใชในการทําเครื่องนุงหมและเครื่องสําอางแลว พบวายังสามารถนําเสนไหมมาใชในอุตสาหกรรม
ประเภทอื่นๆไดอีกดวย ตัวอยางเชน การนําสารละลายของเสนไหมมาเปนเครื่องดื่ม ใชในการผลิตเจลลี
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ประเภทโปรตีน ผงไหมใชในอุตสาหกรรมเคลือบเสนใยสังเคราะหเพื่อเพิ่มความสวยงามและดูคลายผาไหม 
ใชเปนแผนฟลมเคลือบหรือหุมเอนไซมเพื่อใหเอนไซมมีความเสถียรมากขึ้น เปนตน 

โดยปกติ สามารถผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทไดโดยวิธีการใหญๆ 2 วิธี ไดแก วิธีการที่ใชสารเคมี 
(กรดหรือดาง) และวิธีการที่ใชเอนไซม  การยอยสลายโปรตีนดวยสารเคมี (กรดหรือดาง) เปนวิธีการที่มี
ตนทุนต่ํา แตมีขอจํากัดมากในการนําไปใชประโยชนในผลิตภัณฑอาหาร และยังเปนวิธีการที่ยากตอการ
ควบคุมการยอยสลาย ทําใหผลิตภัณฑที่ไดมีคุณภาพไมคงที่  การยอยสลายโปรตีนดวยเอนไซม เปนการ
ยอยสลายที่พันธะเพพไทด ทําใหเกิดผลิตภัณฑคือเพพไทดและกรดอะมิโนอิสระ  วิธีการดังกลาวเปน
วิธีการที่มีประสิทธิภาพมากที่สุด จะใหปริมาณเพพไทดสูงสุด  เนื่องจากเอนไซมมีความจําเพาะตอสารตั้ง
ตน  pH   ตัวกระตุน และตัวยับยั้ง อีกทั้งยังเปนสภาวะที่ไมรุนแรง สามารถควบคุมการยอยสลายไดโดย
เลือกใชชนิดเอนไซมและสภาวะการยอยสลายใหเหมาะสมเพื่อใหไดโปรตีนไฮโดรไลเสทที่มีคุณภาพตามที่
ตองการ  

มีรายงานการวิจัยที่ใชเอนไซมในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทมากมาย โดยสวนใหญเปนการ
ผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากวัตถุดิบทางทะเล เชน ปลา และเศษกุง  ตัวอยางงานวิจัยดังกลาว ไดแก 
Shahidi และคณะ (1995) ผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากปลา Capelin  โดยใชเอนไซมโปรทีเอสชนิดตาง ๆ 
ที่มีในทางการคา เปรียบเทียบกับวิธีออโตไลซิสซึ่งใชเอนไซมที่มีอยูในตัวปลาเอง ผลการทดลองแสดงให
เห็นวากระบวนการออโตไลซิสสามารถจัดการไดงายแตตองใชเวลานานหลายวันถึงหลายเดือน เสีย
คาใชจายนอย แตมีขอเสียคือการยอยนาน ๆ จะทําใหไมสามารถควบคุมคุณสมบัติของผลิตภัณฑได สวน
การใชเอนไซมที่จําหนายทางการคามีขอดีกวาออโตไลซิสหลายประการ คือ ปฏิกิริยาเกิดขึ้นเร็วกวาเปน
ชั่วโมงถึงหลายชั่วโมง ควบคุมอัตราการยอยสลายได ปฏิกิริยาไมรุนแรง และผลิตภัณฑที่ไดมีคุณสมบัติ
สม่ําเสมอ  นอกจากปลา Capelin แลว ยังมีการนําปลาชนิดอื่น เชน ปลาแซลมอน มาผลิตเปนโปรตีน
ไฮโดรไลเสทดวย  โดยปลาแซลมอนเพศเมียที่มีไขปลาจะถูกสงไปกรีดทองเอาไขออก  ไขปลาที่ไดจะนําไป
ดองเค็มและทําเปนผลิตภัณฑตางๆ  สวนเนื้อปลาจะถูกนําไปบดใหละเอียด  แยกเอากระดูกหรือกางออก
ทิ้ง สงเขาหมอหมักพรอมกับเอนไซมและควบคุมอุณหภูมิที่พอเหมาะเปนเวลาประมาณ 2-4 ชม. จน
กระบวนการเสร็จส้ิน จะไดโปรตีนไฮโดรไลเสทขนสีน้ําตาล  

สวนงานวิจัยที่ เกี่ยวกับการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากไหมนั้น ยังมิไดมีการเผยแพรสู
สาธารณชนในรูปของงานวิจัยมากนัก แตสวนใหญจะอยูในรูปของกระบวนการที่มีการจดลิขสิทธิ์ซึ่งไมไดมี
การเผยแพร  ซึ่งเห็นไดจากการที่มีการขายโปรตีนไฮโดรไลเสทจากไหมในทางการคาเพื่อใชในอุตสาหกรรม
ตางๆอยางกวางขวาง แตเมื่อคนหากระบวนการผลิตจากฐานขอมูล ก็ไมปรากฏวามีกระบวนการดังกลาว
แตอยางใด  อยางไรก็ตาม ยังพอมีงานวิจัยที่กลาวถึงกระบวนการไฮโดรไลซโปรตีนจากไหมดวยสารเคมี
เพื่อใหไดเปนโปรตีนไฮโดรไลเสทไหมที่สามารถนําไปวิเคราะหหาลําดับกรดอะมิโนซึ่งเปนองคประกอบของ
เสนไหมหรือสวนประกอบอื่นๆของไหม ซึ่งงานวิจัยดังกลาวสามารถใชเปนแนวทางในการผลิตโปรตีน
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ไฮโดรไลเสทจากไหมได ตัวอยางของงานวิจัยดังกลาว เชน Hess และคณะ (2002) ไฮโดรไลซโปรตีนไฟโบ
รอินจากหนอนไหมและแมงมุมดวยกรดเขมขนภายใตสภาวะสูญญากาศเปนเวลาขามคืน จากนั้นนํา
โปรตีนไฮโดรไลเสทที่ไดไปไลโอฟไลซ และตรวจหาลําดับของกรดอะมิโนซึ่งเปนสวนประกอบของเสนไหม
และใยแมงมุม   ศูนยวิจัยหมอนไหมนครราชสีมาไดทําการทดลองผลิตผงไหมจากรังไหมและเศษเสนไหม
เพื่อนําไปเปนสวนผสมในเครื่องสําอาง สบู วัสดุแตงผม และผสมในอาหาร เปนตน  โดยเริ่มจากการนํา
เปลือกรังไหมมาลอกกาวเซริซินออกโดยการใชดาง ลางดวยน้ําใหสะอาดแลวผึ่งลมใหแหง  จากนั้น นํารัง
ไหมที่ลอกกาวแลวไปตมใหสารไหมไฟโบรอินละลายในสารละลายดาง ไดอะไลซในถุง cellulose tube 
ดวยน้ําเปนเวลา 3 วัน นําสารที่ไดใสในเครื่อง Lyophilizer จากนั้นบดดวยเครื่องบดจะไดผงไหมไฟโบรอิน 
มีลักษณะเปนผงสีขาวเหลือง ไมมีรส  นอกจากนี้ สถาบันคนควาและพัฒนาผลิตผลทางการเกษตรและ
อุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร โดยฝายปฏิบัติการเทคโนโลยีเอนไซมและการจัดการของ
เสียประสบผลสําเร็จในการพัฒนากระบวนกรผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากปลาขางเหลืองและเปลือกกุง
โดยเทคโนโลยีทางเอนไซมเพื่อเปนอาหารเสริมในกุงและปุยอินทรีย โดยผลิตภัณฑที่ไดมีคุณสมบัติ
เทียบเทากับผลิตภัณฑจากตางประเทศ  ฝายปฏิบัติการเอนไซมฯจึงมีความพรอมดานบุคลากรและ
เทคโนโลย ีรวมทั้งครุภัณฑสวนใหญในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสท 

โครงการนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาวิจัยและพัฒนากระบวนการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจาก
ผลผลิตและ/หรือของเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตเสนไหมอีร่ีโดยเทคโนโลยีทางดานเอนไซม เพื่อเพิ่ม
มูลคาและทดแทนการนําเขา โดยเนนกระบวนการผลิตเพื่อใหไดโปรตีนไฮโดรไลเสทเกรดที่ดีที่สุด ซึ่ง
นอกจากจะสามารถนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมเครื่องสําอางแลว ยังอาจดัดแปลงใหเปนอาหาร
มนุษย  อาหารสัตว หรืออาหารพืชไดอีกดวย 
 
วัตถุประสงค 

เพื่อพัฒนาวิธกีารที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากไหมอีร่ี ที่มีโมเลกุลขนาดเล็กและ
คุณภาพสูง ดวยเทคโนโลยทีางดานเอนไซมที่มีประสิทธิภาพเชงิการคาและตนทนุต่ํา 
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อุปกรณและวิธีการ 

อุปกรณ 
1.  วัตถุดิบ 

1.1 รังไหมอีร่ี  (Philosamia ricini)  จากภาควชิากีฏวทิยา  คณะเกษตร  กําแพงแสน  
ม.เกษตรศาสตร 

1.2  ดักแดไหมอีร่ี  (Philosamia ricini)  จากภาควิชากฏีวิทยา  คณะเกษตร  กําแพงแสน   
               ม.เกษตรศาสตร 
2.  เอนไซมที่ใชในการวจิัย 

2.1  เอนไซม  Alcalase  2.4 L FG ของบริษัท Novozymes A/S ประเทศเดนมารค   
2.2  เอนไซม  Neutrase  0.8  L  ของบริษทั Novozymes  A/S  ประเทศเดนมารค   
2.3  เอนไซม  Flavourzyme  500 L  ของบริษัท Novozymes  A/S  ประเทศเดนมารค   

3.  อุปกรณและเครื่องมือที่ใชในการวจิัย 
 3.1  เครื่องบด  centrifugal  mill  ของ  Retsch  รุน  ZM-1 
 3.2  ตูอบลมรอน  (hot  air  oven)  ของ  Memmert  รุน  UM  500 
 3.3  ชุดสกัดไขมัน  (soxhlet  extractor)  ของ  Isopad  รุน  RE 6 
 3.4  เครื่องยอย-กลั่นไนโตรเจน  ของ  Gerhardt   
 3.5  อางน้าํควบคุมอุณหภมูิ  (water  bath)  ของ  Memmert  รุน  WB-22 

3.6 เตาไฟฟา  (hot  plate)  ของ  Schott  รุน  SLK-3 
 3.7  เครื่อง  stirring  motor  ของ  CAT  รุน  R 17   
 3.8  เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง  (pH-meter)  ของ  Eutech  รุน  Cyberscan  500 

3.9 เครื่องหมนุเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ  (refrigerated  centrifuge)  ของ  Tomy  รุน  GRX-200 
3.10  เครื่องระเหยแหงแบบแชเยอืกแข็ง  (freeze  dryer)  ของ  Labconco  รุน  77535-01   
3.11  เครื่องมือวิเคราะหขนาดโมเลกุลเจลอิเล็คโทรโฟเรซิส  (protein  electrophoresis)  ของ    

Pharmacia  รุน  EPS 300 
 3.12  ตะแกรงรอนขนาด  40  และ  70  mesh 
 3.13  เครื่องแกวและเคมีภัณฑ 

วิธีการวิจัย 
1.  การวิเคราะหคุณสมบติัของวัตถุดิบ 
 นําวัตถุดิบไดแก  รังไหม  และดักแดไหม  บดใหละเอียด  โดยการนํารังไหมแยกดักแดออก  หั่น
เปนชิ้นขนาดเล็ก  บดดวยเครื่อง  centrifugal  mill  (Retsch; ZM-1)  สวนดักแดไหมบดดวยเครื่องบด
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อาหาร  Vita mix®  จากนั้นนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ  -20 ° C  สุมตัวอยางไปวิเคราะหองคประกอบทาง
เคมีโดยประมาณ  (proximate  analysis)  ไดแก  ความชื้น  เถา  โปรตีน  และไขมัน  ตามวิธีการของ  
AOAC  (2000)  และวิเคราะหปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมด  ตามวิธีของ  AccQ.  Tag  Amino  acid  
analysis  method  (1993) 
2. การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหมอีรี่โดยการใชเอนไซมวิธีที ่ 1 

2.1 ข้ันตอนการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหม 
นํารังไหมอีร่ีมาแยกดักแดออกแลวหัน่ใหมีขนาดเล็ก  แลวนาํมาผานการเตรียมตัวอยาง  

จากนั้นนํามายอยดวยเอนไซม  โดยปรับใหมีปริมาณโปรตีนที่เหมาะสม  ปริมาตรรวม  100  กรัม    และ
ปรับคาความเปนกรด-ดางใหเหมาะสมกบัการทาํงานของเอนไซมดวย  0.5  N  NaOH  หรือ  1  N  HCl  
เติมเอนไซมปริมาณที่เหมาะสม  บมในอางน้ําควบคมุอุณหภูมิโดยใชเครื่อง  Stirring  motor  (CAT; R 17)  
กวนผสมตลอดเวลาในการทําปฏิกิริยา  และควบคุมเวลาในการยอย  ควบคมุระดบั  pH  ใหคงที่ดวย  0.5  
N  NaOH  หยุดปฏิกิริยาการทํางานของเอนไซมโดยนําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา  15  นาท ี แยกสวนที่ไม
ละลายโดยนาํไปหมุนเหวีย่งดวยเครื่อง  refrigerated  centrifuge  (Tomy; GRX-200)  ความเร็ว  10,000 
x g  4  ° C เปนเวลา  15  นาที  (Chang-Kee  et al., 2002)  (ภาพที่  1)           

รังไหมอีร่ี  แยกดักแด หัน่ใหมีขนาดเล็ก 
↓ 

นํามาผานการเตรียมตัวอยาง 
↓ 

แชใน  water  bath  ปรับ  pH  ใหเหมาะสมกับการทํางานของเอนไซม 
↓ 

ปรับปริมาตรทั้งหมดเปน  100  กรัม 
↓ 

เร่ิมปฏิกิริยาโดยการเติมเอนไซม  ควบคมุ  pH  ใหคงที่ดวย  0.5  N  NaOH   
↓ 

หยุดปฏิกิริยาโดยแชในน้าํเดอืด  15  นาท ี
↓ 

แยกสวนที่ไมละลายโดย  centrifuge  ความเร็ว  10,000  x g  4  ° C 15  นาท ี
↓ 

โปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหม 
ภาพที ่ 1  กรรมวิธีการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหมวธิีที ่ 1 
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2.2 การเตรียมวัตถุดิบกอนการยอยดวยเอนไซม 

2.2.1  การศึกษาขนาดของรังไหมบดที่เหมาะสม 
      เตรียมวัตถุดิบโดยการบดรังไหมใหเปนผงขนาดตาง ๆ  ไดแก  1)  ไมผานการบด  

(ควบคุม)  2) บดหยาบ  3)  บดใหมีขนาด  40  mesh  และ  4)  บดใหมีขนาด  70  mesh  นํารังไหมบดที่
ไดมายอยดวยเอนไซมอัลคาเลส  โดยใชสัดสวนปริมาณโปรตีนตอเอนไซมเทากับ  2  ตอ  1  %  (Yamada  
et al., 2001)  บมที่อุณหภูมิ  55 ° C  เปนเวลา  120  นาที  (พิลาณี  และคณะ, 2546)  นําโปรตีนไฮโดรไล
เสทที่ไดไปวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด  วางแผนการทดลองแบบ Completely  Randomized  
Design  (CRD)  วิเคราะหผลทางสถิติโดยวิธี  Analysis  of  variance  (ANOVA)  และเปรียบเทียบความ
แตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี  Duncan’ s Mew  Multiple  Range  Test  (DMRT)        

รังไหมอีร่ี  แยกดักแด  หั่นใหมีขนาดเล็ก 
 

  บดดวยเครื่อง  centrifugal  mill   
 

       2) ไหมบดหยาบ             3) ไหมบด  40  mesh  4) ไหมบด  70  mesh 
 
 

ยอยดวยเอนไซม 
ภาพที ่ 2  แผนผังการทดลองหาขนาดของไหมบดที่เหมาะสม 

 
      2.2.2  ศึกษาการเตรียมวัตถุดิบโดยวิธีทางกายภาพรวมกับวิธีทางเคมี 

      นํารังไหมที่ผานการบดใหมีขนาดที่เหมาะสมจากการคัดเลือกในการทดลองที่  2.2.1  
มาผานการแชดวยกรด-ดางกอนการยอยดวยเอนไซม   วางแผนการทดลองแบบ   Completely  
Randomized  Design  (CRD)  มีส่ิงทดลองทั้งหมด  6  ส่ิงทดลอง  ไดแก 
     1.  แชในน้ํากลั่น  ที่อุณหภูมิหอง   
     2.  แชในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  0.1  N  ที่อุณหภูมิหอง   
     3.  แชในสารละลายกรดไฮโดรคลอริก  0.1  N  ที่อุณหภูมหิอง   
     4.  แชในน้ํากลั่น  ที่อุณหภูมิ  121 ° C  ความดัน  15  psi  ดวย  autoclave   
     5.  แชในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  0.1  N ที่อุณหภูมิ  121 ° C  ความดัน  15  
psi  ดวย  autoclave  

1) ควบคุม 
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     6.  แชในสารละลายกรดไฮโดรคลอริก  0.1  N ที่อุณหภูมิ  121 ° C  ความดัน  15  psi  
ดวย  autoclave  

     นํารังไหมบดแชในน้ํากลั่น/สารละลายกรด/ดาง  ในอัตราสวน  1  ตอ  3  บมเปนเวลา  
60  นาที  จากนั้นนําไปยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส  นําโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ไดไปวิเคราะหปริมาณ
ไนโตรเจนทั้งหมด  วิเคราะหผลทางสถิติโดยวิธี  Analysis  of  variance  (ANOVA)  เปรียบเทียบความ
แตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี  Duncan’ s Mew  Multiple  Range  Test  (DMRT)        

รังไหมบดใหมีขนาดที่เหมาะสม   
 
 
 
 
 

ยอยดวยเอนไซม 
ภาพที ่ 3  แผนผังการทดลองการเตรียมวัตถุดิบกอนการยอยดวยเอนไซมโดยวิธีทางกายภาพและเคมี 

2.3  การหาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยดวยเอนไซม  
        2.3.1  ศึกษาปริมาณสับสเตรท, ปริมาณเอนไซม  และเวลาในการยอยที่เหมาะสม 

นํารังไหมมาผานการเตรียมตัวอยางตามขั้นตอนที่เหมาะสมจากการทดลองที่  2.2 
ศึกษาปริมาณสับสเตรท  ปริมาณเอนไซม  และเวลาในการยอยที่เหมาะสม  วางแผนการทดลองแบบ  
central  composite  design  (CCD)  มีปจจัยที่ศึกษา  3  ปจจัย  ไดแก  ปจจัยที่  1  ปริมาณสับสเตรท  
เทากับโปรตีน  1.3, 2, 3, 4  และ  4.7  % โดยน้ําหนัก  ปจจัยที่  2  ปริมาณเอนไซมอัลคาเลส  เทากับ  0, 
0.8, 2, 3.2  และ  4  % ปริมาตรตอน้ําหนัก  ปจจัยที่  3  เวลาในการยอยเทากับ  70, 90, 120, 150  และ  
170  นาที  (ตารางที่  1)  จะไดจํานวนสิ่งทดลองทั้งหมด  17  ส่ิงทดลอง  (ตารางที่  2)  โดยในแตละสิ่ง
ทดลองกําหนดคาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิในการทําปฏิกิริยาที่  9.5  และ  55 ° C  คํานวณหา
ระดับการยอยสลาย  (degree  of  hydrolysis; DH)  จากปริมาณโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใช  ระดับการยอย
สลาย  หมายถึง  สัดสวนเปนเปอรเซ็นตของพันธะเพพไทดที่ถูกยอยเทียบกับพันธะเพพไทดทั้งหมดเมื่อคิด
ตอน้ําหนักตัวอยาง  จากสูตร  (Adler-Nissen, 1986) 

% DH  =  B  x  Nb x   1   x     1   x   1   x  100 
          ∝        MP      htot 

 โดยที่  B   =  ปริมาตรของ  NaOH  ที่ใช  (มิลลิลิตร) 
           Nb =  ความเขมขนของ  NaOH  (นอรมัล) 
           MP =  ปริมาณโปรตีน  (N x 6.25)  (กรัม) 

แชในน้ํากลั่น แชใน  NaOH  0.1 N แชใน  HCl  0.1 N 

อุณหภูมิหอง     อุณหภูมิ  121 °C อุณหภูมิหอง     อุณหภูมิ  121 °C อุณหภูมิหอง     อุณหภูมิ  121 °C 
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           ∝  =  degree  of  dissociation  of  the  ∝-NH  group     
           htot =  จํานวนพันธะเพพไทดในโปรตีนสับสเตรท  (meqv/g protein) 

วิเคราะหผลทางสถิติโดยวิธี  response  surface  methodology  (RSM)  โดยใช
สมการลําดับที่  2  (quadratic  model)  ดังนี้ 
 
       Yk = bk0 + ∑ bkiXi + ∑ bkiiXi

2 + ∑  ∑  bkijXiXj 
 

       โดยที่  Yk      คือ  ตัวแปรตาม 
             Xi, Xj  คือ  ตัวแปรอิสระ 

                  bk0, bki, bkii  และ  bkij  คือ  คาคงที่สัมประสิทธ 
          เลือกสมการที่มีคาระดับความเชื่อมั่นมากกวารอยละ 95 (p ≤ 0.05)  และคา  R2 ≥ 
0.75 มาสรางกราฟ  contour  plot  เพื่อคัดเลือกปริมาณสับสเตรท, ปริมาณเอนไซม  และเวลาที่เหมาะสม  
ตารางที่  1  ปจจัยและระดับที่ใชในการทดลอง  2.3.1 

ระดับ ปจจัย 
-∝ (-1.682) -1 0 +1 +∝ (+1.682) 

สับสเตรท (% โปรตีน) (x1) 1.3 2 3 4 4.7 
ปริมาณเอนไซม (%) (x2) 0 0.8 2 3.2 4.0 
เวลา (นาที)  (x3) 70 90 120 150 170 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   3 

 i=1 

 3 

i=1 

2 

i=1 i=j+1 

3 
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ตารางที่  2  แผนผังการทดลองในการทดลองที ่ 2.3.1 

 คารหัสของปจจัย  คาจริงของปจจัย 
ส่ิงทดลอง สับสเตรท  

(% โปรตีน 
โดยน้ําหนัก) 

เอนไซม  
(% ปริมาตร/นน.) 

เวลา 
(นาที) 

 สับสเตรท  
(% โปรตีน
โดยน้ําหนัก) 

เอนไซม  
(%ปริมาตร/นน.) 

เวลา 
(นาที) 

1 -1 -1 -1  2 0.8 90 
2 -1 -1 +1  2 0.8 150 
3 -1 +1 -1  2 3.2 90 
4 -1 +1 +1  2 3.2 150 
5 +1 -1 -1  4 0.8 90 
6 +1 -1 +1  4 0.8 150 
7 +1 +1 -1  4 3.2 90 
8 +1 +1 +1  4 3.2 150 
9 -∝ 0 0  1.3 2 120 

10 0 0 0  3 2 120 
11 +∝ 0 0  4.7 2 120 
12 0 -∝ 0  3 0 120 
13 0 0 0  3 2 120 
14 0 +∝ 0  3 4.0 120 
15 0 0 -∝  3 2 70 
16 0 0 0  3 2 120 
17 0 0 +∝  3 2 170 

   
      2.3.2  ศึกษาคาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิที่เหมาะสม 

   นํารังไหมมาผานการเตรียมตัวอยางตามขั้นตอนที่เหมาะสมจากการทดลองที่  2.2  และ
ใชปริมาณสับสเตรท  ปริมาณเอนไซม  และเวลาในการยอยที่เหมาะสมจากการทดลองที่  2.3.1  ศึกษาคา
ความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา  วางแผนการทดลองแบบ  central  
composite  design  (CCD)  มีปจจัยที่ทําการศึกษา  2  ปจจัย ๆ ละ  5  ระดับ  (-∝, -1, 0, 1, ∝)  ไดแก  
ปจจัยที่  1  คาความเปนกรด-ดาง  เทากับ  7.0, 7.5, 8.5, 9.5  และ  10.0  ปจจัยที่  2  อุณหภูมิ  เทากับ  
48, 50, 55, 60  และ  62 ° C  (ตารางที่  3)  จะไดจํานวนสิ่งทดลองทั้งหมด  11  ส่ิงทดลอง  (ตารางที่  4)  
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คํานวณหาระดับการยอยสลายตามวิธีในขอ  2.3.1  วิเคราะหผลทางสถิติโดยวิธี  response  surface  
methodology  (RSM)  โดยใชสมการลําดับที่  2  (quadratic  model)   

 
ตารางที่  3  ปจจัยและระดับที่ใชในการทดลองที ่ 2.3.2  

ระดับ ปจจัย 

-∝ (-1.414) -1 0 +1 +∝ (+1.414) 
pH  (x1) 7.0 7.5 8.5 9.5 10.0 
อุณหภูมิ  (° C)  (x2) 48 50 55 60 62 
ตารางที่  4  แผนผังการทดลองในการทดลองที ่ 2.3.2        
ส่ิงทดลอง คารหัสของปจจัย  คาจริงของปจจัย 
 pH อุณหภูมิ  (° C)  pH อุณหภูมิ  (° C) 

1 -1 -1  7.5 50 
2 +1 -1  9.5 50 
3 0 0  8.5 55 
4 -1 +1  7.5 60 
5 +1 +1  9.5 60 
6 -∝ 0  7.0 55 
7 0 0  8.5 55 
8 +∝ 0  10.0 55 
9 0 -∝  8.5 48 

10 0 0  8.5 55 
11 0 +∝  8.5 62 

 
3. การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหมอีรี่โดยการใชเอนไซมวิธีที ่ 2 

จากรายงานความกาวหนา  6  เดือน  พบวา  การเตรียมวัตถุดิบโดยการบดรังไหมและแชดวยดาง
เมื่อนําไปยอยดวยเอนไซมโปรติเอส  พบวา  ทาํใหเกิดการยอยสลายเปนโปรตีนไฮโดรไลเสทไดนอย  และ
การบดรังไหมทําไดยากเนื่องจากมีขอจํากดัดานเครื่องบดไหมซึ่งมีขนาดเล็ก สามารถบดไหมไดคร้ังละ
ปริมาณนอย  และใชปริมาณเอนไซมมากแตใชปริมาณสับสเตรทนอยเพื่อใหเกิดการยอยสลายเปนโปรตีน
ไฮโดรไลเสทไดมาก  ดังนั้นจงึทําการทดลองศึกษาการเตรียมวัตถดิุบวิธีใหมโดยการนาํรังไหมมาละลาย
ดวยตัวทําลาย  (เกลือ)  และปรับเปลี่ยนกรรมวิธีการผลติ  และสภาวะในการยอย  ดังนี ้  
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 3.1  ข้ันตอนการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหม 
        เตรียมวัตถุดิบ  โดยนํารังไหมอีร่ีมาแยกดักแดออกแลวหั่นใหมีขนาดเล็ก  นาํมาละลายในตวั
ทําละลายโดยใชชนิด  ความเขมขน  และสัดสวนที่เหมาะสม  ที่อุณหภูมิ  100 ° C  บน  hot  plate  จน
ละลายเปนเนือ้เดียวกนั  จะไดเปนสารละลายโปรตนีไหม  (เซริซินและไฟโบรอิน)  จากนั้นนํามายอยดวย
เอนไซม  โดยปรับคาความเปนกรด-ดางใหเหมาะสมกบัการทาํงานของเอนไซมดวย  0.5  N  NaOH  เตมิ
เอนไซมปริมาณที่เหมาะสม  บมในอางน้าํควบคุมอุณหภูมิโดยใชเครื่อง  Stirring  motor  (CAT; R 17)  
กวนผสมตลอดเวลาในการทําปฏิกิริยา  และควบคุมเวลาในการยอย  ควบคุมระดบั  pH  ใหคงที่ดวย  0.5  
N  NaOH  หยุดปฏิกิริยาการทาํงานของเอนไซมโดยนําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา  15  นาที  ปรับ  pH  
เปน  7.0  ดวย  1  N  HCl  กรองแยกสวนที่ไมละลาย  แลวนาํไปทําแหงแบบแชเยือกแข็ง  (ภาพที ่ 4) 

รังไหมอีร่ี   
↓ 

แยกดักแดและหั่นใหมีขนาดเล็ก 
↓ 

ละลายในตัวทาํลายที่อุณหภมูิ  100 ° C  ใน  hot  plate 
↓ 

ปรับคาความเปนกรด-ดางใหเหมาะสมกบัการทาํงานของเอนไซม 
↓ 

เติมเอนไซม  บมในอางน้าํควบคุมอุณหภมูิ 
↓ 

หยุดปฏิกิริยาในน้าํเดือด  15  นาท ี
↓ 

ปรับ  pH  เปน  7.0  กรองแยกเศษดักแดและสวนที่ไมละลาย 
↓ 

ทําแหงแบบแชเยือกแขง็ 
↓ 

โปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหมอีร่ี 
ภาพที ่ 4  กรรมวิธีการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหมวธิีที ่ 2 

   3.2  การเตรียมตัวอยางรังไหมกอนการยอยดวยเอนไซมโดยการละลายดวยเกลือ 
         3.2.1  ศึกษาชนิดของตัวทําละลายที่เหมาะสมในการทาํใหรังไหมละลาย   

       เลือกใชตัวทําละลาย  4  ชนิด  ไดแก  1)  Ca(NO3)2 /ethanol/H2O  (ดัดแปลงจาก  
Chen  et al., 2001),  2)  CaCl2/ethanol/H2O, (Chen  et al., 2001; Yamada  et al., 2001),  3)  
MgCl2/ethanol/H2O  (ดัดแปลงจาก  Otoi and Matsubara, 1980)  และ  4) ZnCl2/ethanol/H2O  
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(ดัดแปลงจาก  Otoi and Matsubara, 1980)  (ตารางที ่ 5)  โดยกําหนดความเขมขนของตัวทําละลายแต
ละชนิดเทากับ  1 : 2 : 8  โมล  (เกลือ : เอทานอล : น้ํา)  และใชสัดสวนรังไหมตอสารละลายเทากบั  2:100  
คัดเลือกตัวทําละลายที่สามารถละลายรังไหมไดและใชเวลาในการละลายนอยที่สุด 
ตารางที่  5  แผนผังการทดลอง  3.2.1  

ส่ิงทดลอง ชนิดเกลือ อัตราสวน  (โมล) 
1 Ca(NO3)2 /ethanol/H2O 1 : 2 : 8 
2 CaCl2/ethanol/H2O 1 : 2 : 8 
3 MgCl2/ethanol/H2O 1 : 2 : 8 
4 ZnCl2/ethanol/H2O 1 : 2 : 8 

      3.2.2  ศึกษาความเขมขนของตัวทําละลายทีเ่หมาะสม  
      เลือกใชตัวทาํละลายที่เหมาะสมจากการทดลองในขอ  3.2.1 แตผันแปรอัตราสวนของ
เกลือเปน  4  ระดับ  ไดแก  0.4, 0.6, 0.8  และ  1  โมล  (ตารางที่  6)  โดยใชสัดสวนรังไหมตอสารละลาย
เทากับ  2 : 1 0 0  คัดเลือกความเขมขนของเกลือที่สามารถละลายรังไหมได 
ตารางที ่  6  แผนผงัการทดลองที ่  3 . 2 . 2 

ส่ิงทดลอง ชนิดเกลือ อัตราสวน  (โมล) 
1 Ca(NO3)2 /ethanol/H2O 0.4 : 2 : 8 
2 Ca(NO3)2 /ethanol/H2O 0.6 : 2 : 8 
3 Ca(NO3)2 /ethanol/H2O 0.8 : 2 : 8 
4 Ca(NO3)2 /ethanol/H2O    1 : 2 : 8 

      3.2.3  ศึกษาสัดสวนของรังไหมตอตัวทําละลายที่เหมาะสม 
     เลือกใชตัวทาํละลายและความเขมขนที่เหมาะสมจากการทดลองในขอ  3.2.1  และ  
3.2.2  แตผันแปรอัตราสวนรังไหมตอตัวทาํละลายเปน  5  ระดับ  ไดแก  2:100, 4:100, 6:100, 8:100  
และ  10:100  (หรือใชปริมาณไหม  2, 4, 6, 8  และ  10  % โดยน้ําหนกั)  (ตารางที่  7)  คัดเลือกปริมาณรัง
ไหมสูงสุดที่สามารถละลายในตัวทาํละลายได   
ตารางที่  7  แผนผังการทดลองที ่ 3.2.3 

ส่ิงทดลอง อัตราสวนรังไหมตอตัวทําละลาย 
1 2 : 100 
2 4 : 100 
3 6 : 100 
4 8 : 100 
5 10 : 100 
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3.3  การหาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยดวยเอนไซม  
        3.3.1  ศึกษาชนิดของเอนไซมที่เหมาะสม 

      เตรียมตัวอยางรังไหมตามสภาวะที่คัดเลือกไดในการทดลองที่  3.2  ทําการคัดเลือก
ชนิดของเอนไซมโปรติเอสทางการคาที่เหมาะสมในการยอยสลายโปรตีนไหม  วางแผนการทดลองแบบ  
completely  randomized  design  เลือกใชเอนไซม  4  ชนิด  ไดแก  1)  ไมใชเอนไซม  (ควบคุม)  2)  
เอนไซมอัลคาเลส  3)  เอนไซมนิวเทรส  และ  4) เอนไซมเฟเวอรไซม  โดยในแตละสิ่งทดลองกําหนด
ปริมาณเอนไซม  0.5  %  ปริมาตร/น้ําหนัก    เวลาในการยอย  90  นาที  คาความเปนกรด-ดางและ
อุณหภูมิในการทําปฏิกิริยาที่  7.0  และ  50  ° C  ยกเวนการใชเอนไซมอัลคาเลสใชคาความเปนกรด-ดาง
และอุณหภูมิ  8.5  และ  55  ° C  (ตารางที่  8)     
ตารางที่  8  แผนผังการทดลองที่  3.3.1 
ส่ิงทดลอง ชนิดเอนไซม ปริมาณ (%ปริมาตร/นน.) เวลา (นาที) pH อุณหภูมิ (° C) 

1 ไมเติมเอนไซม - 90 7.0 50 
2 อัลคาเลส 0.5 90 8.5 55 
3 นิวเทรส 0.5 90 7.0 50 
4 เฟเวอรไซม 0.5 90 7.0 50 

นําสารละลายโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ไดในแตละสิ่งทดลองมาวิเคราะหหาคาระดับการ
ยอยสลายดังนี้  นําสารละลายโปรตีนไฮโดรไลเสทในปริมาตรที่แนนอนเติมสารละลายกรดไตรคลอโรอะซิ
ติก  (trichloroacetic  acid; TCA)  ความเขมขน  20  %  ในปริมาตรที่เทากัน  เขยาใหเขากัน  2  นาที  
นําไปหมุนเหวี่ยงแยกความเร็ว  10,000 x g  นาน  15  นาที  นําสวนของเหลวใสดานบนไปวิเคราะหหา
ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด  (AOAC, 2000)  และคํานวณระดับการยอยสลายจากสูตร 
 ระดับการยอยสลาย (%)  =  ปริมาณไนโตรเจนที่ละลายใน  10 % TCA   x  100 
             ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในวัตถุดิบ 

วิเคราะหผลทางสถิติโดยการวิเคราะหความแปรปรวน  (Analysis  of  Variance; 
ANOVA)  เปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี  Duncan’ s Mew  Multiple  Range  Test  (DMRT)     

      3.3.2  ศึกษาปริมาณเอนไซมและเวลาในการยอยที่เหมาะสม 
                        คัดเลือกชนิดของเอนไซมโปรติเอสทางการคาที่เหมาะสมจากการทดลองที่  3.3.1  ผัน
แปรปริมาณเอนไซมและเวลาในการยอย  วางแผนการทดลองแบบ  3 x 4  factorial  in  completely  
randomized  design  (CRD)  มีปจจัยที่ทําการศึกษา  2  ปจจัย  ไดแก  ปจจัยที่  1  ปริมาณเอนไซม  3  
ระดับ  คือ  0.1, 0.5  และ  1  % ปริมาตร/น้ําหนัก  ปจจัยที่  2  เวลาในการทําปฏิกิริยา  4  ระดับ  คือ  60, 
90, 120  และ  150  นาที  มีจํานวนสิ่งทดลองทั้งหมด  12  ส่ิงทดลอง  (ตารางที่  9)  โดยในแตละสิ่ง
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ทดลองกําหนดคาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิในการทําปฏิกิริยาที่  8.5  และ  55 ° C  นําสารละลาย
โปรตีนไฮโดรไลเสทที่ไดในแตละสิ่งทดลองมาวิเคราะหหาคาระดับการยอยสลายตามวิธีในขอ  3.3.1   

วิเคราะหผลทางสถิติโดยวิธี  response  surface  methodology  (RSM)  โดยใช
สมการลําดับที่  2  (quadratic  model)  ดังนี้ 
 
       Yk = bk0 + ∑ bkiXi + ∑ bkiiXi

2 + ∑  ∑  bkijXiXj 
 

       โดยที่  Yk      คือ  ตัวแปรตาม 
             Xi, Xj  คือ  ตัวแปรอิสระ 

                  bk0, bki, bkii  และ  bkij  คือ  คาคงที่สัมประสิทธ 
    เลือกสมการที่มีคาระดับความเชื่อมั่นมากกวารอยละ 95 (p ≤ 0.05)  และคา  R2 ≥ 

0.75 มาสรางกราฟ  contour  plot  เพื่อคัดเลือกปริมาณเอนไซม  และเวลาที่เหมาะสม   
ตารางที่  9  แผนผังการทดลอง  3.3.2   

ส่ิงทดลอง ปริมาณเอนไซม   
(% ปริมาตร/น้ําหนกั) 

เวลาในการยอย  
(นาท)ี 

1 0.1 60 
2 0.1 90 
3 0.1 120 
4 0.1 150 
5 0.5 60 
6 0.5 90 
7 0.5 120 
8 0.5 150 
9 1.0 60 

10 1.0 90 
11 1.0 120 
12 1.0 150 

      3.3.3  ศึกษาคาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิที่เหมาะสม 
             เลือกใชชนิดของเอนไซมโปรติเอสทางการคา  ปริมาณเอนไซม  และเวลาในการยอยที่

เหมาะสมจากการทดลองที่  3.3.1  และ  3.3.2  ผันแปรคาความเปนกรด-ดาง  และอุณหภูมิในการทํา
ปฏิกิริยา  วางแผนการทดลองแบบ  3 x 3  factorial  in  completely  randomized  design  (CRD)  มี

   2 

 i=1 

 2 

i=1 

1 

i=1 i=j+1 

2 
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ปจจัยที่ทําการศึกษา  2  ปจจัย  ไดแก  ปจจัยที่  1  คาความเปนกรด-ดาง  3  ระดับ  คือ  7.5, 8.5  และ  
9.5  ปจจัยที่  2  อุณหภูมิ  3  ระดับ  คือ  50, 55  และ  55 °C  มีจํานวนสิ่งทดลองทั้งหมด  9  ส่ิงทดลอง  
(ตารางที่  10)  นําสารละลายโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ไดในแตละสิ่งทดลองมาวิเคราะหหาคาระดับการยอย
สลายตามวิธีในขอ  3.3.1  วิเคราะหผลทางสถิติโดยวิธี  response  surface  methodology  (RSM)  โดย
ใชสมการลําดับที่  2  (quadratic  model)  
ตารางที่  10  แผนผังการทดลอง  3.3.3 

ส่ิงทดลอง PH อุณหภูมิ (°C) 
1 7.5 50 
2 7.5 55 
3 7.5 60 
4 8.5 50 
5 8.5 55 
6 8.5 60 
7 9.5 50 
8 9.5 55 
9 9.5 60 

  
4.  การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดกัแดไหมอีรี่โดยการใชเอนไซม 

4.1  ข้ันตอนการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดักแดไหม 
นําดักแดบดทีแ่ชแข็งมาทาํใหละลาย  ผสมน้ําใหไดสัดสวนโปรตนีที่เหมาะสม  น้าํหนักรวม  

100  กรัม  ปรับคาความเปนกรด-ดางใหเหมาะสมกบัการทาํงานของเอนไซมดวย  4  N  NaOH  เติม
เอนไซมปริมาณที่เหมาะสม  บมในอางน้าํควบคุมอุณหภูมิโดยใชเครื่อง  Stirring  motor  (CAT; R 17)  
กวนผสมตลอดเวลาในการทําปฏิกิริยา  และควบคุมเวลาในการยอย  ควบคุมระดบั  pH  ใหคงที่ดวย  0.5  
N  NaOH  หยุดปฏิกิริยาการทํางานของเอนไซมโดยนาํไปตมในอางน้าํเดือดเปนเวลา  15  นาที  แยกสวน
ที่เปนสารละลายออกจากสวนที่ไมละลายโดยนําไปหมุนเหวี่ยงดวยเครื่อง  refrigerated  centrifuge  
(Tomy; GRX-200)  ความเร็ว  10,000 x g  เปนเวลา  15  นาท ี ที่อุณหภูมิ  4 ° C (Chang-Kee  et al., 
2002)  ปรับ  pH  เปน  7.0  ดวย  1  N  HCl  แลวนําไปทําแหงแบบแชเยือกแข็ง  (ภาพที ่ 5) 
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ดักแดบดแชแข็ง  ทําใหละลายที่อุณหภูมิ  4 ° C เปนเวลา  1  คืน 
↓ 

เติมน้ํากลั่น  แชใน  water  bath  ปรับ  pH  ดวย  4  N  NaOH  ปรับปริมาตรทั้งหมดเปน  100  กรัม 
↓ 

เร่ิมปฏิกิริยาโดยการเติมเอนไซม  ควบคมุ  pH  ใหคงที่ดวย  0.5  N  NaOH   
↓ 

หยุดปฏิกิริยาโดยแชในน้าํเดอืด  15  นาท ี
↓ 

แยกสวนที่ไมละลาย  โดยการ  centrifuge  ความเร็ว  10,000  x g  4  ° C 15  นาท ี
↓ 

ปรับ  pH  เปน  7.0  ดวย  1  N  HCl 
↓ 

ทําแหงแบบแชเยือกแข็ง 
↓ 

โปรตีนไฮโดรไลเสทจากดักแดไหม 
ภาพที ่ 4  กรรมวิธีการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดักแดไหม 

4.1  การหาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยดวยเอนไซม 
4.2.1  ศึกษาชนิดของเอนไซมที่เหมาะสม 

     ทําการคัดเลือกชนิดของเอนไซมโปรติเอสทางการคาที่เหมาะสมในการยอยสลาย
ดักแดไหม  วางแผนการทดลองแบบ  completely  randomized  design  เลือกใชเอนไซม  4  ชนิด  ไดแก  
1)  ไมใชเอนไซม  (ควบคุม)  2)  เอนไซมอัลคาเลส  3)  เอนไซมนิเทรส  และ  4)  เอนไซมเฟเวอรไซม  โดย
ในแตละสิ่งทดลองกําหนดปริมาณเอนไซม  0.5  % ปริมาตร/น้ําหนัก  ปริมาณสับสเตรทโปรตีน  6  %  
เวลาในการยอย  90  นาที  คาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิในการทําปฏิกิริยาที่  7.0  และ  50  ° C  
ยกเวนการใชเอนไซมอัลคาเลสใชคาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิ  9.5  และ  60  ° C  (ตารางที่  11)     
ตารางที่  11  แผนผังการทดลองที่  4.2.1 

ส่ิง
ทดลอง 

ชนิดเอนไซม ปริมาณเอนไซม 
(% ปริมาตร/นน.) 

ปริมาณสับสเตรท 
(% โปรตีน) 

เวลา  
(นาที) 

pH อุณหภูมิ  
(°C) 

1 ไมใชเอนไซม - 6 90 7.0 50 
2 อัลคาเลส 0.5 6 90 9.5 60 
3 นิวเทรส 0.5 6 90 7.0 50 
4 เฟเวอรไซม 0.5 6 90 7.0 50 
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   นําสารละลายโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ไดในแตละสิ่งทดลองมาวิเคราะหหาคาระดับการ
ยอยสลาย  ตามวิธีในขอ  3.3.1  และนํามาหาขนาดโมเลกุลของโปรตีนโดยใช  Sodium  Dodecyl  
Sulphate-Polyacrylamide  Gel  Electrophoresis  (SDS-PAGE)  โดยใชความเขมขนของ  Acrylamide  
10  %  วิเคราะหผลทางสถิติโดยการวิเคราะหความแปรปรวน  (Analysis  of  Variance; ANOVA)  
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี  Duncan’ s Mew  Multiple  Range  Test  (DMRT)   
      4.2.2  ศึกษาปริมาณสับสเตรท, ปริมาณเอนไซม  และเวลาในการยอยที่เหมาะสม 

         คัดเลือกชนิดของเอนไซมโปรติเอสทางการคาที่เหมาะสมจากการทดลองที่  4.2.1  ผัน
แปรปริมาณสับสเตรท  ปริมาณเอนไซม  และเวลาในการยอย  วางแผนการทดลองแบบ  central  
composite  design  (CCD)  มีปจจัยที่ทําการศึกษา  3  ปจจัย ๆ ละ  5  ระดับ  (-∝, -1, 0, 1, ∝)  ไดแก  
ปจจัยที่  1  ปริมาณสับสเตรท  โปรตีนเทากับ  4.6, 6, 8, 10  และ  11.4  %  โดยน้ําหนัก  ปจจัยที่  2  
ปริมาณเอนไซม  เทากับ  0, 0.2, 0.5, 0.8  และ  1  %  ปริมาตร/น้ําหนัก  ปจจัยที่  3  เวลาในการยอย  
เทากับ  70, 90, 120, 150  และ  170  นาที  (ตารางที่  12)  มีจํานวนสิ่งทดลองทั้งหมด  17  ส่ิงทดลอง  
(ตารางที่  13)  โดยในแตละสิ่งทดลองกําหนดคาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิในการทําปฏิกิริยาที่  9.5  
และ  60  ° C   

นําสารละลายโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ไดในแตละสิ่งทดลองมาวิเคราะหหาคาระดับการ
ยอยสลายตามวิธีในขอ  3.3.1  ปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตได  (% nitrogen  recovery; NR)  คํานวณจาก 
 ปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตได (%)  =  ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในไฮโดรไลเสท x นน.ไฮโดรไลเสท  x 100 
                ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในวัตถุดิบ x นน.ของวัตถุดิบ  

และหาขนาดโมเลกุลของโปรตีนโดยใช  Sodium  Dodecyl  Sulphate-
Polyacrylamide  Gel  Electrophoresis  (SDS-PAGE)  ใชความเขมขนของ  Acrylamide  10  %  
วิเคราะหผลทางสถิติโดยวิธี  response  surface  methodology  (RSM)  โดยใชสมการลําดับที่  2  
(quadratic  model)   
ตารางที่  12  ปจจัยและระดบัที่ใชในการทดลองที่  4.2.2  

ระดับ ปจจัย 
-∝ (-1.682) -1 0 +1 +∝ (+1.682) 

สับสเตรท (%โปรตีนโดยนน.)(x1) 4.6 6 8 10 11.4 
เอนไซม (%ปริมาตร/นน.) (x2) 0 0.2 0.5 0.8 1.0 
เวลา (นาที)  (x3) 70 90 120 150 170 
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ตารางที่  13  แผนผังการทดลองในการทดลองที ่ 4.2.2 
 คารหัสของปจจัย  คาจริงของปจจัย 

ส่ิงทดลอง สับสเตรท 
(% โปรตีน) 

เอนไซม  
(%ปริมาตร/นน.) 

เวลา 
(นาที) 

 สับสเตรท 
(% โปรตีน) 

เอนไซม  
(%ปริมาตร/นน.) 

เวลา 
(นาที) 

1 -1 -1 -1  6 0.2 90 
2 -1 -1 +1  6 0.2 150 
3 -1 +1 -1  6 0.8 90 
4 -1 +1 +1  6 0.8 150 
5 +1 -1 -1  10 0.2 90 
6 +1 -1 +1  10 0.2 150 
7 +1 +1 -1  10 0.8 90 
8 +1 +1 +1  10 0.8 150 
9 -∝ 0 0  4.6 0.5 120 

10 0 0 0  8 0.5 120 
11 +∝ 0 0  11.4 0.5 120 
12 0 -∝ 0  8 0 120 
13 0 0 0  8 0.5 120 
14 0 +∝ 0  8 1.0 120 
15 0 0 -∝  8 0.5 70 
16 0 0 0  8 0.5 120 
17 0 0 +∝  8 0.5 170 

 
       4.2.3  ศึกษาคาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิที่เหมาะสม 

    เลือกใชชนิดของเอนไซมโปรติเอสทางการคา  ปริมาณสับสเตรท  ปริมาณเอนไซม  
และเวลาในการยอยที่เหมาะสมจากการทดลองที่  4.2.1  และ  4.2.2  ผันแปรคาความเปนกรด-ดาง  และ
อุณหภูมิในการทําปฏิกิริยา  วางแผนการทดลองแบบ  central  composite  design  (CCD)  มีปจจัยที่
ทําการศึกษา  2  ปจจัย ๆ ละ  5  ระดับ  (-∝, -1, 0, 1, ∝)  ไดแก  ปจจัยที่  1  คาความเปนกรด-ดาง  
เทากับ  7.0, 7.5, 8.5, 9.5  และ  10.0  ปจจัยที่  2  อุณหภูมิ  เทากับ  48, 50, 55, 60  และ  62 ° C  
(ตารางที่  14)  จะไดจํานวนสิ่งทดลองทั้งหมด  11  ส่ิงทดลอง  (ตารางที่  15)   

นําสารละลายโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ไดในแตละสิ่งทดลองมาวิเคราะหหาคาระดับการ
ยอยสลายตามวิธีในขอ  3.3.1  ปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตไดตามวิธีในขอ  4.2.2  และหาขนาดโมเลกุลของ
โปรตีนโดยใช  Sodium  Dodecyl  Sulphate-Polyacrylamide  Gel  Electrophoresis  (SDS-PAGE)  ใช
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ความเขมขนของ  Acrylamide  10  %  วิเคราะหผลทางสถิติวิเคราะหผลทางสถิติโดยวิธี  response  
surface  methodology  (RSM)  โดยใชสมการลําดับที่  2  (quadratic  model)  
ตารางที่  14  ปจจัยและระดบัที่ใชในการทดลองที่  4.2.3  

ระดับ ปจจัย 

-∝ (-1.414) -1 0 +1 +∝ (+1.414) 
pH  (x2) 7.0 7.5 8.5 9.5 10.0 
อุณหภูมิ (° C) (x1) 48 50 55 60 62 
ตารางที่  15  แผนผังการทดลองในการทดลองที ่ 4.2.3 
ส่ิงทดลอง คารหัสของปจจัย  คาจริงของปจจัย 
 pH อุณหภูมิ  (° C)  pH อุณหภูมิ  (° C) 

1 -1 -1  7.5 50 
2 +1 -1  9.5 50 
3 0 0  8.5 55 
4 -1 +1  7.5 60 
5 +1 +1  9.5 60 
6 -∝ 0  7.0 55 
7 0 0  8.5 55 
8 +∝ 0  10.0 55 
9 0 -∝  8.5 48 

10 0 0  8.5 55 
11 0 +∝  8.5 62 

4.3  การลดสีในผลิตภัณฑ 
        เนื่องจากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดักแดไหมที่ไดมีลักษณะเปนของเหลวสีดํา  จึงศึกษาวิธกีาร
ลดสีในผลิตภัณฑดังกลาว  โดยศึกษาวิธีการลดสี  2  วิธ ี ไดแก 

       4.3.1  การใชโซเดียมเมตาไบซัลไฟตกอนการยอยสลายใหเปนไฮโดรไลเสทดวยเอนไซม 
     นาํดักแดบดเติมโซเดียมเมตาไบซัลไฟตปริมาณ  0, 0.02, 0.06, 0.1, 0.5  และ 1.0   %  

โดยน้ําหนัก  จากนั้นนํามายอยดวยเอนไซมตามสภาวะที่คัดเลือกไดจากการทดลองที่  4.2  วางแผนการ
ทดลองแบบ  completely  randomized  design  (CRD)  นําโปรตีนไฮโดรไลเสททีไ่ดมาวัดคาสี  L* a* b*  
เปรียบเทียบวธิีที่ใหโปรตีนไฮโดรไลเสทมสีีออนที่สุด 
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       4.3.2  การใชถานกัมมนัต  (activated  carbon)  หลังการยอยสลายใหเปนไฮโดรไลเสทดวย
เอนไซม 

     ผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทดักแดไหมตามสภาวะที่คัดเลือกไดจากการทดลองที่  4.2  แต
กอนนาํไปทาํแหงใหลดสีโดยการเติมถานกัมมันต  (activated  carbon)  ปริมาณ  10  และ  15  %  โดย
น้ําหนกั  กวนผสมเปนเวลา  15, 30  และ  45  นาที  วางแผนการทดลองแบบ  3 x 3  factorial  in  
completely  randomized  design  (CRD)  นําโปรตีนไฮโดรไลเสททีไ่ดมาวัดคาสี  L* a* b*  เปรียบเทียบ
วิธีที่ใหโปรตีนไฮโดรไลเสทมีสีออนที่สุด 
       
5.  การวิเคราะหคุณภาพของผลิตภณัฑโปรตีนไฮโดรไลเสท 
 นําโปรตนีไฮโดรไลเสทที่ผลิตไดจากรังไหมและดักแดไหมไปวิเคราะหองคประกอบทางเคม ี ไดแก  
ความชืน้  เถา  โปรตีน  และไขมัน  ตามวิธกีารของ  AOAC  (2000)  ปริมาณกรดอะมิโนอิสระ  ตามวิธีของ  
AccQ.  Tag  Amino  acid  analysis  method  (1993)  และคุณภาพทางจุลินทรีย  ตามวธิีการของ  
AOAC  (2000)   
 
6.  การคํานวณตนทุนการผลิตผลิตภัณฑโปรตีนไฮโดรไลเสท   

คํานวณตนทนุการผลิตผลติภัณฑโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหมและดักแดไหมอีร่ีที่การผลิตระดบั
หองปฏิบัติการ  จากสูตรของจีรพรรณ และคณะ  (2525)  ดังนี ้

ตนทนุทัง้หมด = ตนทุนวัตถดิุบ + ตนทนุแรงงาน + ตนทนุคาใชจายอื่น ๆ 
โดยที ่      ตนทนุวัตถดิุบ           = 0.52 x ตนทนุทั้งหมด 

ตนทนุแรงงาน           = 0.32 x ตนทนุทัง้หมด 
ตนทนุคาใชจายอื่น ๆ = 0.16 x ตนทนุทัง้หมด 
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ผลและวิจารณผลการวิจัย 
1.  คุณสมบติัของวัตถุดิบ 
 องคประกอบทางเคมีของรังไหมอีร่ี  พบวา  สวนใหญคือ  โปรตีน  มีปริมาณ  96.32 % 
นอกจากนั้นเปน  เถา  3.22  %  ความชื้น  4.26  %  และไขมัน  1.55  %  โดยน้ําหนักสด  สวน
องคประกอบทางเคมีของดักแดไหมอีร่ี  พบวา  สวนใหญคือ  ความชื้น  74.66  %  นอกนั้นเปนโปรตีน 
18.44 % ไขมัน 4.24 %  และเถา  1.58  %  โดยน้ําหนักสด  (ตารางที่  16)   
 ปริมาณกรดอะมิโนในรังไหมอีร่ี  พบวา  กรดอะมิโนที่พบมากที่สุด  คือ  อะลานีน  30.329  %  
รองลงมาคือ  กลัยซีน  22.065  %  ทัยโรซีน  8.363  %  ซีรีน  7.653  %  กรดแอสพาติก  4.912 %  อาร
จีนีน  3.244  %  กรดกลูตามิก  1.411  %  สวนกรดอะมิโนที่ไมพบในรังไหมอีร่ี  ไดแก  ซิสตีน  และ  เมทไท
โอนีน  ในดักแดไหมอีร่ี  กรดอะมิโนที่พบมากที่สุดคือ  กรดกลูตามิก  1.408  %  รองลงมาคือ  กรดแอสปาร
ติก  1.001  %  ลูซีน  0.892  %  อะลานีน  0.871  %  ไลซีน  0.820  %  และอารจีนีน  0.806  %  โดย
น้ําหนักสด  (ตารางที่  18)   
ตารางที่  16  องคประกอบทางเคมีของรังไหมและดักแดไหมอีร่ีเมื่อคิดเปนน้าํหนักสด 

 ปริมาณ  (% โดยน้ําหนกัสด) 
รายการ รังไหมอีร่ี1/ รังไหมหมอน2/ 

Bombyx  mori 
รังไหมปา2/  

Samia cynthia ricini 
ดักแดไหมอีร่ี1/ ดักแดไหมหมอน3/ 

Bombyx  mori 
ดักแดไหมปา3/ 
Attacus ricinii 

ความชืน้ 4.26 10.76 9.81 74.66 65.13 70.14 
เถา 3.22 0.92 1.71 1.58 0.79 1.36 
โปรตีน 96.32 96.72 97.49 18.44 11.99 15.97 
ไขมัน 1.55 - - 4.24 20.10 11.09 
หมายเหต ุ 1/ที่มา: จากการวเิคราะห 
     2/ที่มา: เข็มชัย (2530) 

       3/ที่มา: Mishra  et al. (2003) 
ตารางที่  17  องคประกอบทางเคมีของรังไหมและดักแดไหมอีร่ีเมื่อคิดเปนน้าํหนักแหง 

 ปริมาณ  (% โดยน้ําหนกัแหง) 
รายการ รังไหมอีร่ี1/ รังไหมหมอน2/ 

Bombyx  mori 
รังไหมปา2/  

Samia cynthia ricini 
ดักแดไหมอีร่ี1/ ดักแดไหมหมอน3/ 

Bombyx  mori 
ดักแดไหมปา3/ 
Attacus ricinii 

เถา 3.36 1.03 1.90 6.24 2.27 4.55 
โปรตีน 100.61 108.38 108.09 72.77 34.38 53.48 
ไขมัน 1.62 - - 16.73 57.64 37.14 
หมายเหต ุ 1/ที่มา: จากการวเิคราะห 
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     2/ที่มา: เข็มชัย (2530) 
       3/ที่มา: Mishra  et al. (2003) 

ตารางที่  18  ปริมาณกรดอะมิโนในรังไหมอีร่ี 
 จํานวนกรัมกรดอะมิโนตอ  100  กรัมตัวอยาง 

กรดอะมิโน รังไหมอีร่ี1/ ดักแดไหมอีร่ี1/ รังไหมหมอน  
Bombyx  mori2/ 

รังไหมปา 
Samia cynthia ricini2/ 

กรดแอสพาติก 4.912 1.001 4.607 5.809 
ซีรีน 7.653 0.633 16.142 8.391 
กรดกลูตามิก 1.411 1.408 2.277 1.768 
กลัยซีน 22.065 0.615 32.140 23.963 
ฮิสติดีน 2.625 0.433 0.447 1.556 
อารจีนนี 3.244 0.806 2.071 3.339 
ทรีโอนนี 0.819 0.445 2.351 1.359 
อะลานนี 30.329 0.871 21.887 45.538 
โพรลีน 0.518 0.457 0.157 0.395 
ซีสตีน - 0.055 0.048 - 
ทัยโรซนี 8.363 0.715 9.042 9.834 
วาลนี 0.445 0.674 2.665 0.502 
เมทไทโอนนี - 0.304 - - 
ไลซีน 0.708 0.820 1.302 0.909 
ไอโซลูซีน 0.529 0.555 0.408 0.786 
ลูซีน 0.388 0.892 0.476 0.451 
เฟนนิลอะลานีน 0.407 0.539 0.542 0.237 
หมายเหต ุ 1/ที่มา: จากการวเิคราะห 
     2/ที่มา: เข็มชัย (2530) 
 
 เมื่อพิจารณาคาโปรตีนในรังไหมอีร่ี  (ตารางที่  16  และ  17)  จะเห็นวามีปริมาณใกลเคียงกับคา
โปรตีนของรังไหมหมอนและรังไหมปา  และพบในปริมาณมากกวา  95  %  เมื่อคิดเปนน้ําหนักสด  รังไหม
จึงนาจะเปนแหลงโปรตีนที่ดีได  อยางไรก็ตามตารางที่  18  แสดงใหเห็นวาถึงแมวาปริมาณโปรตีนในรัง
ไหมทั้ง  3  ชนิดจะมีคาใกลเคียงกัน  แตปริมาณของกรดอะมิโนบางชนิดในรังไหมทั้งสามชนิดมีความ
แตกตางกันอยางมากโดยพบวาชนิดและปริมาณของกรดอะมิโนในรังไหมอีร่ีและรังไหมปามีคาใกลเคียง
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กันมากกวาในรังไหมหมอน  ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากรังไหมอีร่ีและรังไหมปามีความใกลเคียงกันทางสายพันธุ
มากกวา  เนื่องจากเปนไหมพันธุปาเหมือนกัน  ชนิดของกรดอะมิโนในรังไหมทั้งสามที่มีความแตกตางดาน
ปริมาณอยางชัดเจนมี  5  ชนิด  ไดแก  กลัยซีน  อะลานีน  วาลีน  (กลุม  non  polar)  ซีรีน  (กลุม  oxy)  
และฮีสติดีน  (กลุม  basic)  ซึ่งปริมาณของกรดอะมิโนที่แตกตางกันดังกลาวอาจมีผลตอกรรมวิธีในการ
ยอยโปรตีนระหวางไหมหมอนและไหมอีร่ี   
 เมื่อพิจารณาองคประกอบทางเคมีของดักแดไหมอีร่ีที่ใชในการทดลองนี้  พบวา  สวนใหญเปน
ความชื้นถึง  74.66  %  แสดงใหเห็นวาสวนประกอบหลักของดักแดไหมเปนของเหลว  องคประกอบทาง
เคมีรองลงมาคือ  โปรตีน  18.44  %  ซึ่งเมื่อคิดเปนน้ําหนักแหงพบวามีปริมาณโปรตีนเปนองคประกอบ
มากที่สุด  แตยังมีปริมาณนอยกวาในรังไหมอีร่ีอยูมาก  อยางไรก็ตามอาจนําโปรตีนในดักแดไหมอีร่ีมาใช
ประโยชนและเพิ่มมูลคาใหมากขึ้นได  เพื่อเปนการเพิ่มรายไดใหแกผูผลิตไหมอีร่ี  เมื่อเปรียบเทียบกับ
องคประกอบทางเคมีของดักแดไหมปา  (Attacus  ricinii)  พบวามีคาที่ใกลเคียงกัน  โดยดักแดไหมอีร่ีที่ใช
ในการทดลองนี้มีคาปริมาณโปรตีนที่สูงกวาเล็กนอย  แตมีปริมาณไขมันที่ตํ่ากวา  เมื่อเปรียบเทียบกับ
ดักแดไหมหมอน  (Bombyx  mori)  พบวามีองคประกอบทางเคมีที่แตกตางไปจากไหมอีร่ี  โดยในดักแด
ไหมหมอนมีปริมาณโปรตีนนอยกวาดักแดไหมอีร่ี  แตมีปริมาณไขมันคอนขางสูงและมากกวาปริมาณ
โปรตีนถึง  2  เทา  แสดงใหเห็นวาในดักแดไหมอีร่ีมีปริมาณโปรตีนคอนขางสูงกวาดักแดไหมหมอน  
สามารถนํามาใชประโยชนเปนแหลงโปรตีนได       
2. การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหมอีรี่โดยการใชเอนไซมวิธีที ่ 1  

2.1 การเตรียมวัตถุดิบกอนการยอยดวยเอนไซม 
2.1.1  ขนาดของรังไหมบดทีเ่หมาะสมในการสกัดโปรตีน 

       จากการศึกษาขนาดของรังไหมบดที่เหมาะสมไดผลการทดลองดังตารางที่  19  พบวา  
การบดไหมใหมีขนาด  40  และ  70  mesh  กอนแลวจึงนําไปยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส  ไดปริมาณ
ไนโตรเจนที่ผลิตไดสูงที่สุด  (15.68  และ  15.64  % ตามลําดับ)  โดยทั้ง  2  ส่ิงทดลองนี้ไมแตกตางกันทาง
สถิติ  สวนไหมที่ไมผานการบดไดปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตไดนอยที่สุด  (8.99  %)  ดังนั้นการบดไหมใหมี
ขนาดเล็กลงจึงชวยทําใหการยอยไหมดวยเอนไซมมีประสิทธิภาพดีข้ึน  เนื่องจากเปนการเพิ่มพื้นที่ผิวของ
รังไหมซึ่งเปนสับสเตรทของเอนไซม  จึงชวยใหเอนไซมสามารถเขาทําปฏิกิริยากับอนุภาคของไหมไดดีขึ้น  
จึงเลือกไหมบดขนาด  40  mesh  มาศึกษาตอในการทดลองที่  2.1.2  
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ตารางที่  19  ผลของขนาดวตัถุดิบตอปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตได  (% nitrogen  recovery) 
ส่ิงทดลอง กรรมวิธ ี nitrogen recovery (%) 

1 ไมผานการบด  (ควบคุม)   8.99 c 
2 ไหมบดหยาบ 12.07 b 
3 ไหมบดขนาด  40  mesh 15.68 a 
4 ไหมบดขนาด  70  mesh 15.64 a 

หมายเหตุ  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งหมายถึงแตกตางกันทางสถิติ  (p < 0.05)  จากการทดสอบ 
    ดวยวิธี  DMRT  

2.1.2  การเตรียมวัตถุดิบโดยวิธทีางกายภาพรวมกับวธิทีางเคมี   
จากการศึกษาวิธีการเตรียมวัตถุดิบกอนการยอยดวยเอนไซม  โดยวิธีทางเคมีรวมกับ

กายภาพ  ไดผลดังตารางที่  20  พบวา  การแชผงไหมดวย  NaOH  0.1  N  ที่อุณหภูมิ  121 ° C  โดยการ  
autoclave  ไดปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตไดสูงที่สุด  (31.84  %)  ซึ่งสามารถสกัดโปรตีนไดเพิ่มขึ้นประมาณ  
1  เทา  เมื่อเปรียบเทียบกับไหมบดที่ไมผานกรรมวิธีใด ๆ  ซึ่งไดปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตไดเทากับ  15.64  
%  ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากดางเขาทําปฏิกิริยากับโปรตีนไหมที่บริเวนพื้นผิวของอนุภาค  ทําใหโครงสรางของ
โปรตีนไหมหลวมขึ้น  เมื่อนําไปไฮโดรไลซตอดวยเอนไซม  เอนไซมจึงสามารถไฮโดรไลซโปรตีนไดอยางมี
ประสิทธิภาพมากขึ้น  ในการทดลองตอไปจึงเลือกใชวิธีการ  autoclave  ในดางเปนการ  pretreatment  
กอนการยอยดวยเอนไซม 
ตารางที่  20  ผลของกรรมวธิีการเตรียมวตัถุดิบตอปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตได  (% nitrogen  recovery)  

ส่ิงทดลอง กรรมวิธี อุณหภูมิ nitrogen  recovery  (%) 
1 แชในน้ํากลั่น หอง 15.74 c 
2 แชใน NaOH 0.1 N หอง 19.13 b 
3 แชใน HCl 0.1 N หอง 16.14 c 
4 แชในน้ํากลั่น 121°C ดวย autoclave 16.96 c 
5 แชใน NaOH 0.1 N 121°C ดวย autoclave 31.84 a 
6 แชใน HCl 0.1 N 121°C ดวย autoclave   17.58 bc 

หมายเหตุ  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งหมายถึงแตกตางกันทางสถิติ  (p < 0.05) จากการทดสอบดวย 
    วิธี  DMRT   
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2.2  สภาวะที่เหมาะสมในการยอยดวยเอนไซม  
2.2.1  ปริมาณสับสเตรท, ปริมาณเอนไซม  และเวลาในการยอยทีเ่หมาะสม 

 ผลการทดลองที ่ 2.2.1  แสดงดังตารางที ่ 21 
ตารางที่  21  ผลของปริมาณสับสเตรท, ปริมาณเอนไซม  และเวลาตอระดับการยอยสลาย 

 ตัวแปรอิสระ  ตัวแปรตาม 
ส่ิงทดลอง สับสเตรท 

(%โปรตีน) 
เอนไซม 

(%ปริมาตร/นน.) 
เวลา 
(นาท)ี 

 ระดับการยอยสลาย 
(%) 

1 2 0.8 90  6.61 
2 2 0.8 150  8.72 
3 2 3.2 90  11.42 
4 2 3.2 150  12.63 
5 4 0.8 90  4.95 
6 4 0.8 150  5.10 
7 4 3.2 90  6.15 
8 4 3.2 150  6.45 
9 1.3 2.0 120  16.67 

10 3 2.0 120  7.99 
11 4.7 2.0 120  11.62 
12 3 0.0 120  4.17 
13 3 2.0 120  7.59 
14 3 4.0 120  11.59 
15 3 2.0 70  6.40 
16 3 2.0 120  8.19 
17 3 2.0 170  8.39 

  
เมื่อนําผลการทดลองมาวิ เคราะหสมการถดถอยเพื่อสรางแบบจําลองทาง

คณิตศาสตรที่ใชอธิบายความสัมพันธระหวางตัวแปรอิสระ  (ปริมาณสับสเตรท, ปริมาณเอนไซม  และ
เวลา)  กับตัวแปรตาม  (ระดับการยอยสลาย)  โดยใชสมการลําดับที่  2  พบวา  แบบจําลองมีระดับความ
เชื่อมั่นมากกวารอยละ  95  (p ≤ 0.05)  และคา  R2 > 0.75  (ตารางที่  22)  แสดงวาสามารถใชอธิบาย
ความสัมพันธระหวางตัวแปรอิสระกับตัวแปรตามได  จึงนําไปสรางกราฟ  response  surface  เพื่อหา
ระดับปริมาณสับสเตรท, ปริมาณเอนไซม  และเวลาที่ใหคาระดับการยอยสลายสูงสุด 
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ตารางที่  22  แบบจําลองทางคณิตศาสตรที่ใชอธิบายความสมัพนัธระหวางตวัแปรอิสระกับตัวแปรตาม 
ตัวแปรตาม แบบจําลองทางคณิตศาสตร R2 Model sig. 
% DH (y) 2.54 – 9.321x1 + 5.264x2 + 0.243x3 + 1.688x1

2 –  
0.377x2

2 – 0.0007673x3
2 – 0.631x1x2 – 0.01143x1x3 – 

0.003599x2x3 

0.895 0.010* 

หมายเหต ุ x1  =  ปริมาณสับสเตรท  (% protein) 
     x2  =  ปริมาณเอนไซม  Alcalase  (%) 
     x3  =  เวลา  (นาที) 

    *  หมายถึงแตกตางอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  95 % (p ≤ 0.05) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่ 5  กราฟพืน้ผิวตอบสนอง  (response  surface)  แสดงความสมัพันธระหวางปริมาณสับสเตรท,  

   ปริมาณเอนไซม และเวลาในการยอยตอระดับการยอยสลาย    
จากภาพที ่  5  และแบบจาํลองทางคณิตศาสตร  พบวา  ปริมาณสบัสเตรท  และ

ปริมาณเอนไซม  มีผลตอระดับการยอยสลายมากกวาเวลาในการทําปฏิกิริยา  เมือ่พิจารณาจากปริมาณ
สับสเตรท  พบวา  เมื่อเพิม่ปริมาณสับสเตรทมากขึน้  (1.3 – 4.7 % โปรตีน)  ระดับการยอยสลายมี
แนวโนมลดลง  ทั้งนี้เนื่องจากปริมาณสับสเตรทที่เพิ่มข้ึนมีคาสูงเกินกวาคากิจกรรมการทํางานของเอนไซม
ในชวงความเขมขนที่ใชในการทดลอง  การเพิม่ปริมาณสับสเตรทในปฏิกิริยาจะทําใหเอนไซมในปฏิกิริยา
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เขาจับกับสับสเตรทไดไมสะดวก  จงึทาํใหประสิทธิภาพการทาํงานของเอนไซมไมเต็มที่เทาที่ควร  เมื่อ
พิจารณาดานปริมาณเอนไซม  พบวา  การใชปริมาณเอนไซม  เพิ่มข้ึน  (0 – 4  %)  มีผลทาํใหระดับการ
ยอยสลายเพิม่ข้ึน  เนื่องจากมีปริมาณเอนไซมเพิม่มากขึ้นภายในปฏกิิริยา  จึงสามารถเขาจับกบัสับสเตรท
และทําใหเกิดผลิตภัณฑจากการยอยไดมากขึ้น  เมื่อพจิารณาดานเวลาที่ใชในการยอยสลาย  พบวา  เมื่อ
ใชเวลาเพิ่มข้ึน  (70 – 170  นาที)  ระดับการยอยสลายเพิม่ข้ึนเพียงเล็กนอย  เนือ่งจากที่ชวงเวลาดังกลาว
ความเร็วการเกิดปฏิกิริยาเริม่คงที่  ทาํใหการยอยสลายเริ่มคงที ่    จากผลการทดลองที่ได  พบวา  ที่
ปริมาณสับสเตรท  1.3  %  โปรตีนใหคาระดับการยอยสลายสงูสุด  จงึใชเปนเกณฑในการเลือกระดับ
ปริมาณเอนไซมและเวลา  ทีใ่หคาระดับการยอยสลายสงูสุด  โดยพิจารณาจากจุดที่มใีนการทดลอง  พบวา  
ที่ปริมาณเอนไซม  2  %  และที่เวลา  120  นาที  (ส่ิงทดลองที ่ 9)  ใหคาระดับการยอยสลายสงูสุด  ดังนัน้
การเลือกสัดสวนระหวางสับสเตรทกับเอนไซมจึงมีความสําคัญอยางมากในการทาํงานของเอนไซม  

2.2.2  คาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิที่เหมาะสม  
 ผลการทดลองที ่2.2.2  แสดงดังตารางที ่ 23   

ตารางที่  23  ผลของคาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมติอระดับการยอยสลาย 
ส่ิงทดลอง ตัวแปรอิสระ  ตัวแปรตาม 

 ความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ  (° C)  ระดับการยอยสลาย  (%) 
1 7.5 50  4.51 
2 9.5 50  21.65 
3 8.5 55  12.33 
4 7.5 60  7.52 
5 9.5 60  22.55 
6 7.0 55  0.60 
7 8.5 55  14.43 
8 10.0 55  27.96 
9 8.5 48  12.03 

10 8.5 55  12.33 
11 8.5 62  11.73 

เมื่อนําผลการทดลองมาวิ เคราะหสมการถดถอยเพื่อสรางแบบจําลองทาง
คณิตศาสตรที่ใชอธิบายความสัมพันธระหวางตัวแปรอิสระ  (คาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิ)  กับตัว
แปรตาม  (ระดับการยอยสลาย)  โดยใชสมการลําดับที่  2  พบวา  แบบจําลองมีระดับความเชื่อมั่น
มากกวารอยละ  95  (p ≤ 0.05)  และคา  R2 > 0.75  (ตารางที่  24)  แสดงวาสามารถใชอธิบาย
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ความสัมพันธระหวางตัวแปรอิสระกับตัวแปรตามได  จึงนําไปสรางกราฟ  response  surface  เพื่อ
คัดเลือกความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิที่ใหคาระดับการยอยสลายสูงสุด 
ตารางที่  24  แบบจําลองทางคณิตศาสตรที่ใชอธิบายความสมัพนัธระหวางตวัแปรอิสระกับตัวแปรตาม 
ตัวแปรตาม แบบจําลองทางคณิตศาสตร R2 Model sig. 
% DH (y) -97.788 + 1.517x1 + 2.377x2 + 0.759x1

2 - 0.01266x2
2 -  

0.106x1x2  
0.984 0.000* 

หมายเหต ุ x1  =  pH  
     x2  =  อุณหภูมิ (°C) 
     *  หมายถึงแตกตางอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  95 % (p ≤ 0.05) 

ภาพที ่ 6  กราฟพืน้ผิวตอบสนอง  (response surface)  แสดงความสมัพันธระหวาง  pH  และอุณหภูมิ   
   ตอระดับการยอยสลาย 

จากภาพที ่  6  พบวา  คาความเปนกรด-ดางมีผลตอระดับการยอยสลายมากกวา
อุณหภูมิ  โดยเมื่อคาความเปนกรด-ดางเพิ่มข้ึน  (7 – 10)  ระดับการยอยสลายมีแนวโนมเพิ่มข้ึน  คาความ
เปนกรด-ดาง  มีผลตอการแตกตัวของไอออนของหมูโพรโทรพกิที่อยูในบริเวณเรงของเอนไซม  ทําใหเกิด
การเรงปฏิกิริยา  การแตกตัวของไอออนของผลผลิตเอนไซมจะมีประสิทธิภาพการเรงปฏิกิริยาที่แตกตางกนั  
ณ  ระดับความเปนกรด-ดางที่แตกตางกนั  แตจะมีชวงความเปนกรด-ดางหนึ่งที่เอนไซมจะมกีจิกรรมการ
ทํางานสูงสุด  เอนไซมอัลคาเลสมีคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการทาํงานอยูในชวง  8.0 – 9.5  ทํา
ใหเกิดการยอยสลายสงูในชวงคาความเปนกรด-ดางดงักลาว  เมื่อพิจารณาอุณหภมูิพบวา  เมื่อใชอุณหภูมิ
เพิ่มข้ึน  (48 – 62 ° C) คาระดับการยอยสลายมกีารเปลี่ยนแปลงนอยมาก  เนื่องจากเอนไซมอัลคาเลสมี
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานอยูที่  55 – 60 ° C  อุณหภูมิที่ใชในการทดลองอยูในชวงอณุหภูมิที่
เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม  ทาํใหเกิดปฏิกิริยายอยสลายที่ไมแตกตางกนั  เมื่อพิจารณาจากกราฟ  
contour  plot  พบวา  สภาวะที่ใหคาระดบัการยอยสลายสูงสุดคอืที่  pH  9.5  และที่อุณหภูม ิ   60 ° C  
(ส่ิงทดลองที่  4) 
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B A 

3. การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหมอีรี่โดยการใชเอนไซมวิธีที่  2 
3.1 การเตรียมตัวอยางรังไหมกอนการยอยดวยเอนไซมโดยการละลายดวยเกลือ 

3.1.1  ชนิดของตัวทําละลายที่เหมาะสมในการทําใหรังไหมละลาย   
       ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา  Ca(NO3)2  เพียงชนิดเดียวที่สามารถละลายรังไหมอีร่ี

ได  โดยเมื่อรังไหมละลายไดหมดแลว  สารละลายโปรตีนไหมที่ไดมีลักษณะขนเหนียวจึงตองเติมน้ําเพื่อให
สะดวกตอการยอยดวยเอนไซมในขั้นตอไป  อยางไรก็ตามควรทิ้งใหสารละลายรงัไหมเย็นลงกอนจึงคอย
เติมน้ํา  ถาเติมน้ําในขณะที่สารละลายยงัรอนอยูโปรตนีจะเกิดการตกตะกอน  นอกจากนี้ในขณะเติมน้ํา
และกวนใหสารละลายเจือจางลงตองใชความเรว็ไมมาก  ถาใชความเร็วในการกวนมากจะทาํใหโปรตีนเกิด
การตกตะกอนไดเชนกนั   

3.1.2  อัตราสวนของเกลือทีเ่หมาะสม 
      จากการทดลองพบวา  อัตราสวนของ Ca(NO3)2  ตํ่าสุดที่สามารถละลายรังไหมอีร่ีได

คือ  0.6  โมล  ดังนัน้จงึเลือกใชอัตราสวน  Ca(NO3)2  0.6  โมลในการละลายรังไหมอีร่ี 
3.1.3  สัดสวนของรังไหมตอสารละลายที่เหมาะสม 
       จากการทดลองพบวา สัดสวนของรังไหมสูงสุดที่สามารถละลายไดใน Ca(NO3)2  คือ  

6  %  สวนการใชสัดสวนรังไหม  8  และ  10  %  ไมสามารถละลายได 
3.2 สภาวะที่เหมาะสมในการยอยดวยเอนไซม 

3.2.1  ชนิดของเอนไซมโปรติเอสทางการคาที่เหมาะสมในการยอยโปรตีนไหม 
 จากการศึกษาชนิดของเอนไซมโปรติเอสเพื่อคัดเลือกชนิดเอนไซมที่มปีระสิทธิภาพใน

การยอยสลายสูงสุด  พบวา  การยอยโดยไมใชเอนไซม  การยอยดวยเอนไซมนวิเทรส  และการยอยดวย
เอนไซมเฟเวอรไซม  เมื่อเร่ิมปฏิกิริยาไปไดประมาณ  20  นาที  โปรตีนจะเกิดการตกตะกอน  ทําใหไม
สามารถยอยตอไปได  (ภาพที่  7)  สวนการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสสามารถยอยโปรตีนไหมได  ดังนัน้จึง
เลือกใชเอนไซมอัลคาเลสในการยอยโปรตนีไหมเนื่องจากมีประสิทธิภาพสงูสุดในการยอยสลายและไมทํา
ใหโปรตีนตกตะกอน 

 
 
ภาพที7่ ลักษณะการตกตะกอนของโปรตนีเมื่อใชเอนไซมเฟเวอรไซม(A)และเอนไซมนิวเทรส(B)ในการยอย 
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3.2.2  ปริมาณเอนไซมและเวลาในการยอยที่เหมาะสม 
 ผลการทดลองที ่ 3.2.2  แสดงดังตารางที ่ 25 

ตารางที่  25  ผลของปริมาณเอนไซมและเวลาตอระดับการยอยสลาย   
ส่ิงทดลอง ตัวแปรอิสระ  ตัวแปรตาม 

 ปริมาณเอนไซม (%) เวลา  (นาที)  ระดับการยอยสลาย  (%) 
1 0.1 60  48.23 
2 0.1 90  45.12 
3 0.1 120  48.09 
4 0.1 150  50.41 
5 0.5 60  54.41 
6 0.5 90  51.28 
7 0.5 120  51.23 
8 0.5 150  53.11 
9 1.0 60  57.96 
10 1.0 90  62.51 
11 1.0 120  56.26 
12 1.0 150  56.80 

 
เมื่อนําผลการทดลองมาวิเคราะหสมการถดถอยเพื่อสรางแบบจําลองทางคณิตศาสตร

ที่ใชอธิบายความสัมพันธระหวางตัวแปรอิสระ  (ปริมาณเอนไซม  และเวลา)  กับตัวแปรตาม  (ระดับการ
ยอยสลาย)  โดยใชสมการลําดับที่  2  พบวา  แบบจําลองมีระดับความเชื่อมั่นมากกวารอยละ  95  (p ≤ 
0.05)  และคา  R2 > 0.75  (ตารางที่  26)  แสดงวาสามารถใชอธิบายความสัมพันธระหวางตัวแปรอิสระ
และตัวแปรตามได  จึงนําไปสรางกราฟ  response  surface  เพื่อหาสภาวะที่ใหคาระดับการยอยสลาย
สูงสุด 
ตารางที่  26  แบบจําลองทางคณิตศาสตรที่ใชอธิบายความสมัพนัธระหวางตวัแปรอิสระและตัวแปรตาม 
ตัวแปรตาม แบบจําลองทางคณิตศาสตร R2 Model sig. 
% DH (y) 48.354 + 18.628x1 – 0.07328x2 + 0.892x1

2 + 0.0005106x2
2 

– 0.07385x1x2  
0.784 0.000* 

หมายเหต ุ x1  =  ปริมาณเอนไซม  (% ปริมาตร/น้ําหนัก) 
     X2  =  เวลา  (นาท)ี 
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    *  หมายถึงแตกตางอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  95 

0.05)               
ภาพที ่ 8  กราฟพืน้ผิวตอบสนอง  (response  surface)  แสดงความสมัพันธระหวางปริมาณเอนไซมและ 

   เวลาตอระดับการยอยสลาย    
จากภาพที ่ 8  และแบบจําลองทางคณิตศาสตร  พบวา  ปริมาณเอนไซมมีผลตอระดับ

การยอยสลายอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ  (p ≤ 0.05)  โดยเมื่อเพิม่ปริมาณเอนไซม  (0.1 – 1.0 %)  มีผล
ทําใหระดับการยอยสลายเพิม่ข้ึน  เนื่องจากมีปริมาณเอนไซมเพิม่มากขึ้นภายในปฏิกิริยา  จงึสามารถเขา
จับกับสับสเตรทและทําใหเกิดผลิตภัณฑจากการยอยไดมากขึ้น  เมือ่พิจารณาเวลาในการยอยพบวา  ไมมี
ผลตอระดับการยอยสลายทัง้นี้เนื่องจากทีช่วงเวลาดงักลาว  (60 – 150  นาที)  ความเรว็การเกดิปฏิกิริยา
เร่ิมคงทีท่ําใหการยอยสลายเริ่มคงที ่  ดังนัน้จึงเลือกใชเวลาในการยอยที ่  60  นาที  เพือ่เปนการ
ประหยัดเวลา  สวนปริมาณเอนไซมที่เหมาะสมคือใชเอนไซมปริมาณ 1 % เนื่องจากใหคาระดับการยอย
สลายสูงสุด   

3.2.3  ความเปนกรด-ดางและอุณหภมูิในการยอยที่เหมาะสม 
 ผลการทดลองที ่ 3.2.3  แสดงดังตารางที ่ 27    

ตารางที่  27  ผลของคาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมติอระดับการยอยสลาย   
ส่ิงทดลอง ตัวแปรอิสระ  ตัวแปรตาม 

 ความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ (° C)  ระดับการยอยสลาย  (%) 
1 7.5 50  75.08 
2 8.5 50  63.27 
3 9.5 50  61.09 
4 7.5 55  60.78 
5 8.5 55  56.96 
6 9.5 55  59.68 
7 7.5 60  83.78 
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8 8.5 60  73.46 
9 9.5 60  73.06 

เมื่อนําผลการทดลองมาวิเคราะหสมการถดถอยเพื่อสรางแบบจําลองทางคณิตศาสตร
ที่ใชอธิบายความสัมพันธระหวางตัวแปรอิสระ  (คาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิ)  กับตัวแปรตาม  
(ระดับการยอยสลาย)  โดยใชสมการลําดับที่  2  พบวา  แบบจําลองมีระดับความเชื่อมั่นมากกวารอยละ  
95  (p ≤ 0.05)  และคา  R2 > 0.75  (ตารางที่  28)  แสดงวาสามารถใชอธิบายความสัมพันธระหวางตัว
แปรอิสระและตัวแปรตามได  จึงนําไปสรางกราฟ  response  surface  เพื่อหาสภาวะที่ใหคาระดับการ
ยอยสลายสูงสุด 
ตารางที่  28  แบบจําลองทางคณิตศาสตรที่ใชอธิบายความสมัพนัธระหวางตวัแปรอิสระและตัวแปรตาม 
ตัวแปรตาม แบบจําลองทางคณิตศาสตร R2 Model sig. 
% DH (y) 1937.47 – 87.256x1 – 55.288x2 + 4.351x1

2 + 0.499x2
2 + 

0.163x1x2  
0.923 0.000* 

หมายเหต ุ x1  =  คา pH 
     X2  =  อุณหภูมิ (° C) 

    *  หมายถึงแตกตางอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  95 % (p ≤ 0.05) 

                
        
ภาพที ่ 9  กราฟพืน้ผิวตอบสนอง  (response  surface)  แสดงความสมัพันธระหวางคาความเปนกรดดาง 

   และอุณหภมูิตอระดับการยอยสลาย    
จากภาพที ่  9  และแบบจําลองทางคณิตศาสตร  พบวา  คาความเปนกรด-ดางและ

อุณหภูมิมีผลตอระดับการยอยสลายอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติ  (p ≤ 0.05)  โดยใชคาความเปนกรด-ดาง
ในการทําปฏิกริิยาเพิม่ข้ึน  (7.5 – 9.5)  ระดับการยอยสลายมีแนวโนมลดลง  ทัง้นีเ้นื่องจากเมื่อปรับใหคา 
ความเปนกรด-ดางสูงทําใหโปรตีนไหมอีร่ีบางสวนเกิดการตกตะกอน ทําใหไดโปรตีนที่ละลายไดลดลง  มี
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ผลทําใหระดับการยอยสลายลดลง  คาความเปนกรด-ดางมีผลตอการแตกตัวของไอออนของหมูโพรโทรพกิ
ที่อยูในบริเวณเรงของเอนไซม  ทําใหเกิดการเรงปฏิกิริยา  การแตกตัวของไอออนของผลผลิตเอนไซมจะมี
ประสิทธิภาพการเรงปฏิกิริยาที่แตกตางกัน  ณ  ระดบัความเปนกรด-ดางที่แตกตางกนั  แตจะมีชวงความ
เปนกรด-ดางหนึง่ทีเ่อนไซมจะมีกิจกรรมการทํางานสูงสดุ  การเปลี่ยนแปลงของคาความเปนกรด-ดางมีผล
ตอการแตกตัวของหมูแขนงขางของกรดอะมิโนที่อยูบริเวณแอคทีฟของเอนไซมทีจ่ําเปนตอการเรงปฏิกิริยา
ของเอนไซม  เมื่อพิจารณาจากกราฟพื้นผิวตอบสนองพบวา  คาความเปนกรด-ดางและอุณหภมูิในการทํา
ปฏิกิริยาที่ใหคาระดับการยอยสลายสงูสดุคือ  ที ่ 7.5  และอุณหภูมิ  60 ° C  
 
4.  สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดกัแดไหมอีรี่โดยการใชเอนไซม 

4.1  สภาวะในการยอยดวยเอนไซม 
4.1.1  ชนิดของเอนไซมโปรติเอสทางการคาที่เหมาะสม 

 จากการศึกษาชนิดของเอนไซมโปรติเอสเพื่อคัดเลือกชนิดเอนไซมที่มปีระสิทธิภาพใน
การยอยสลายสูงสุด พบวา เอนไซมอัลคาเลสใหระดับการยอยสลายสูงสุด  รองลงมาคือเอนไซมนิวเทรส  
และเฟเวอรไซม  สวนการไมใชเอนไซมมีระดับการยอยสลายนอยที่สุด  (ตารางที ่ 29)   
ตารางที่  29  ผลของชนิดเอนไซมโปรติเอสทางการคาตอระดับการยอยสลาย 

Tr. ชนิดเอนไซม ปริมาณเอนไซม 
(%ปริมาตร/นน.) 

ปริมาณสับสเตรท 
(% โปรตีน) 

เวลา  
(นาที) 

pH อุณหภูมิ  
(°C) 

ระดับการยอย
สลาย (%) 

1 ไมใชเอนไซม 0 6 90 7.0 50 13.93 d 
2 อัลคาเลส 0.5 6 90 9.5 55 52.39 a 
3 นิวเทรส 0.5 6 90 7.0 50 39.29 b 
4 เฟเวอรไซม 0.5 6 90 7.0 50 23.96 c 

หมายเหต ุ ตัวอักษรที่แตกตางกนัในแนวตัง้หมายถึงแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถติิที่ระดับความเชื่อมั่น 
    รอยละ  95  (p ≤ 0.05)   

จากการศึกษาขนาดโมเลกุลของโปรตีนดังภาพที ่ 10  และ  11  พบวา  ดักแดบดกอน
การยอยสลายประกอบดวยแถบโปรตีนทีม่ีขนาดโมเลกลุใหญกวา  190, 190, 125, 82, 40, 31, 16 และ 7  
กิโลดาลตัน  และมีความเขมของแถบโปรตีนมาก  โดยแถบโปรตีนขนาด  82  และ  40  กิโลดาลตนัมีความ
เขมมากที่สุด  เมื่อพจิารณาขนาดโมเลกุลของโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ไดจากการยอยสลาย  พบวา  การยอย
โดยไมใชเอนไซมมีแถบโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลเหมือนกับดักแดบดกอนการยอย  โดยประกอบดวยแถบ
โมเลกุลโปรตนีขนาดใหญกวา  190, 190, 82, 40, 31  และ 7  กิโลดาลตัน  แสดงใหเหน็วาการยอยโดยไม
เติมเอนไซมเกดิการยอยสลายเพียงเล็กนอย  ในขณะทีก่ารยอยดวยเอนไซมชนิดตาง ๆ จะไดแถบโปรตีนที่
มีขนาดโมเลกลุที่เล็กกวาและมีความเขมของแถบโปรตีนไมมากในชวงมวลโมเลกุลทีอ่ยูบนเจล โดยการ
ยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสมขีนาดโมเลกุลของโปรตีนประมาณ 31 กิโลดาลตัน  และเปนแถบสเมยีรในชวง
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   Std.                      ดักแดบดกอนยอย 

โมเลกุลโปรตนีขนาด  7-16  กิโลดาลตนั  โดยไมพบแถบโปรตีนขนาดโมเลกุลมากกวา  31  กิโลดาลตัน  
แสดงใหเหน็วาโมเลกุลที่มีขนาดใหญเกิดการยอยสลายไปเปนโมเลกลุที่มีขนาดเลก็ลง การยอยดวย
เอนไซมนวิเทรสและเฟเวอรไซมมีแถบโมเลกุลโปรตีนที่คลายคลึงกัน แตแตกตางไปจากการยอยดวย
เอนไซมอัลคาเลสอยางเหน็ไดชัด  กลาวคือ  การยอยดวยเอนไซมนิวเทรสและเอนไซมเฟเวอรไซมยังพบ
ขนาดโมเลกุลของโปรตีนในชวงมากกวา  31  กิโลดาลตัน  และมคีวามเขมของแถบโปรตีนขนาดโมเลกุล  
31  กิโลดาลตันมากกวาการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส  เมื่อเปรียบเทียบระหวางการยอยดวยเอนไซม    
นิวเทรสและเอนไซมเฟเวอรไซม  พบวา  การยอยดวยเอนไซมเฟเวอรไซมมีความเขมของแถบโปรตีนขนาด
โมเลกุล  82  กิโลดาลตนัมากกวาการยอยดวยเอนไซมนิวเทรสเลก็นอย  และยังคงมีแถบโปรตีนขนาด
โมเลกุลในชวงมากกวา  92  กิโลดาลตนั  จากผลการทดลองจะเหน็ไดวาการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสมี
ประสิทธิภาพสูงสุดทัง้จากคาระดับการยอยสลาย (52.39 %) และขนาดโมเลกุลของโปรตีน  ดังนัน้จงึ
เลือกใชเอนไซมอัลคาเลสในการใชยอยสลายโปรตีนดักแดในการทดลองตอไป     

 

                   
 

 
ภาพที ่ 10  แผนเจล  SDS-PAGE  แสดงขนาดโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานและดักแดบดกอนยอย  
 
 
 
 
 
 
 

190 kDa 
125 kDa 
  82 kDa 
  40 kDa 

  31 kDa 

  16 kDa 

   7 kDa 
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190 kDa 

 
 
 

                     
 
ภาพที ่ 11  แผนเจล  SDS-PAGE  แสดงขนาดโมเลกุลของโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ไดจากการยอยดวย 

เอนไซมชนิดตาง ๆ  1)  โปรตีนมาตรฐาน  2)  ยอยโดยไมใชเอนไซม  3)  ยอยดวยเอนไซม 
อัลคาเลส  4)  ยอยดวยเอนไซมนิวเทรส  5)  ยอยดวยเอนไซมเฟเวอรไซม 

 
       4.1.2  ปริมาณสับสเตรท, ปริมาณเอนไซม  และเวลาในการยอยที่เหมาะสม 

ผลการทดลองที่  4.1.2  แสดงดังตารางที่  30   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  40 kDa 

125 kDa 
  82 kDa 

   7 kDa 

  16 kDa 

  31 kDa 

   1           2           3             4           5          
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ตารางที่  30  ผลของปริมาณสับสเตรท, ปริมาณเอนไซม  และเวลาตอระดับการยอยสลายและปริมาณ 

       ไนโตรเจนที่ผลิตได 
 ตัวแปรอิสระ  ตัวแปรตาม 
ส่ิงทดลอง สับสเตรท 

(%โปรตีน) 
เอนไซม 
(% v/w) 

เวลา 
(นาที) 

 ระดับการยอยสลาย 
(%) 

ปริมาณไนโตรเจน       
ที่ผลิตได  (%) 

1 6 0.2 90  35.33 33.75 
2 6 0.2 150  54.79 24.13 
3 6 0.8 90  66.42 67.28 
4 6 0.8 150  71.07 62.69 
5 10 0.2 90  29.17 20.25 
6 10 0.2 150  35.38 11.15 
7 10 0.8 90  54.80 40.19 
8 10 0.8 150  55.93 52.85 
9 4.6 0.5 120  60.65 76.98 

10 8.0 0.5 120  59.29 46.86 
11 11.4 0.5 120  47.71 41.64 
12 8 0 120  21.08 20.86 
13 8 0.5 120  61.50 45.15 
14 8 1.0 120  62.51 47.84 
15 8 0.5 70  47.32 34.80 
16 8 0.5 120  63.59 47.21 
17 8 0.5 170  63.40 46.21 

เมื่อนําผลการทดลองมาวิเคราะหสมการถดถอยเพื่อสรางแบบจําลองทางคณิตศาสตร
ที่ใชอธิบายความสัมพันธระหวางตัวแปรอิสระ  (ปริมาณสับสเตรท, ปริมาณเอนไซม  และเวลา)  กับตัวแปร
ตาม  (ระดับการยอยสลายและปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตได)  โดยใชสมการลําดับที่  2  พบวา  แบบจําลอง
ทั้งสองสมการมีระดับความเชื่อมั่นมากกวารอยละ  95  (p ≤ 0.05)  และคา  R2 > 0.75  (ตารางที่  31)  
แสดงวาสามารถใชอธิบายความสัมพันธระหวางตัวแปรอิสระและตัวแปรตามได  จึงนําไปสรางกราฟ  
response  surface  เพื่อหาสภาวะที่ใหคาระดับการยอยสลายและปริมาณโปรตีนที่ผลิตไดสูงสุด 
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ตารางที่  31  แบบจําลองทางคณิตศาสตรที่ใชอธิบายความสมัพนัธระหวางตวัแปรอิสระและตัวแปรตาม 
ตัวแปรตาม แบบจําลองทางคณิตศาสตร R2 Model sig. 
% DH (y1) -95.021 + 11.101x1 + 151.998x2 + 1.104x3 - 0.593x1

2 – 
76.881x2

2 – 0.002262x3
2 – 0.248x1x2 - 0.03494x1x3 - 

0.276x2x3 

0.984 0.000* 

% NR (y2) 91.164 – 21.106x1 + 78.671x2 + 0.435x3 + 0.829x1
2 – 

61.692x2
2 – 0.003734x3

2 – 2.177x1x2 + 0.03702x1x3 + 
0.372x2x3 

0.903 0.008* 

หมายเหต ุ x1  =  ปริมาณสับสเตรท  (% โปรตีนโดยน้าํหนัก) 
     x2  =  ปริมาณเอนไซม  (% ปริมาตร/น้ําหนัก) 
     x3  =  เวลา  (นาท)ี 

    *  หมายถึงแตกตางอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  95 % (p ≤ 0.05) 
 

 
ภาพที ่ 12  กราฟพื้นผวิตอบสนอง  (response  surface)  แสดงความสมัพันธระหวางปริมาณสับสเตรท,  

    ปริมาณเอนไซม และเวลาในการยอยตอระดับการยอยสลาย 
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จากภาพที ่  12  และแบบจําลองทางคณิตศาสตร  พบวา  ปริมาณสับสเตรท ปริมาณ
เอนไซม  และเวลาในการยอยมีผลตอระดับการยอยสลายอยางมนีัยสําคัญทางสถติิ  (p ≤ 0.05)  โดยเวลา
ในการยอยมีผลตอระดับการยอยสลายเพียงเล็กนอยเมื่อเปรียบเทียบกบัปริมาณสับสเตรทและปริมาณ
เอนไซม  ซึ่งมีผลตอระดับการยอยสลายมากกวา  ระดับการยอยสลายคือเปอรเซ็นตพนัธะเปปไทดที่ถูก
ยอยสลายโดยเอนไซมเทียบกับพนัธะเปปไทดเร่ิมตนในวตัถุดิบ เปนการแสดงถงึจาํนวนพนัธะที่ถกูทําลาย
โดยเอนไซมระหวางการทาํปฏิกิริยา  ถาคาระดับการยอยสลายสงูแสดงวาโปรตีนถูกยอยสลายจนไดเปป
ไทดสายสัน้ ๆ และกรดอะมิโนอิสระจํานวนมาก  โดยผลของปริมาณสับสเตรทตอระดับการยอยสลาย  
พบวา  เมื่อใชปริมาณสับสเตรทมากขึน้  (4.6 – 11.4 % โปรตีน)  ระดับการยอยสลายมีแนวโนมลดลง  
ทั้งนี้เนื่องจากปริมาณสับสเตรทที่เพิม่ข้ึนมีคาสูงเกินกวาคากิจกรรมการทํางานของเอนไซมในชวงความ
เขมขนของเอนไซมที่ใชในการทดลอง  การเพิม่ปริมาณสับสเตรทในปฏิกิริยาจะทําใหเอนไซมในปฏิกิริยา
เขาจับกับสับสเตรทไดไมสะดวก  จงึทาํใหประสิทธิภาพการทาํงานของเอนไซมไมเต็มที่เทาที่ควร  เมื่อ
พิจารณาผลของปริมาณเอนไซมตอระดับการยอยสลาย  พบวา  เมือ่ใชปริมาณเอนไซมเพิม่ข้ึน  (0 – 1  %)  
มีผลทําใหระดบัการยอยสลายเพิม่ข้ึน  เนือ่งจากมีปริมาณเอนไซมเพิม่มากขึ้นภายในปฏิกิริยา  จงึสามารถ
เขาจบักับสับสเตรทและทําใหเกิดผลิตภัณฑจากการยอยไดมากขึ้น  เมื่อพิจารณาผลของเวลาในการยอย  
(70 – 170  นาที)  พบวา  มผีลตอระดับการยอยสลายเพียงเล็กนอย  เนื่องจากที่ชวงเวลาดังกลาวความเร็ว
การเกิดปฏิกิริยาเริ่มคงทีท่ําใหการยอยสลายเริ่มคงที ่  จากผลการทดลองที่ได  พบวา  การใชปริมาณ
สับสเตรท  4.6  และ  8  %  โปรตนีโดยน้ําหนัก  ปริมาณเอนไซม  0.5 %  เวลา  120  นาที  และการใช
ปริมาณสับสเตรท  6  %  โปรตีนโดยน้าํหนกั  ปริมาณเอนไซม  0.8  %  เวลา  90  และ  150  นาที  เปน
สภาวะใหคาระดับการยอยสลายสูงสุด  (60.65, 59.29, 61.50, 63.59, 66.42  และ  71.07  %  
ตามลําดับ)   
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ภาพที ่ 13  กราฟพื้นผวิตอบสนอง  (response  surface)  แสดงความสมัพันธระหวางปริมาณสับสเตรท,  

    ปริมาณเอนไซม  และเวลาในการยอยตอปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตได 
จากภาพที ่  13  และแบบจาํลองทางคณิตศาสตร  พบวา  ปริมาณสับสเตรท ปริมาณ

เอนไซม  มีผลตอปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตไดอยางมีนยัสําคัญทางสถติิ  (p ≤ 0.05)  สวนเวลาในการยอย
ไมมีผลตอปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตไดอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติ  (p > 0.05)   โดยผลของปริมาณสับสเตร
ทตอปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตได  พบวา  เมื่อใชปริมาณสับสเตรทมากขึ้น  (4.6 – 11.4 % โปรตีน)  ปริมาณ
ไนโตรเจนที่ผลิตไดมีแนวโนมลดลง  เมื่อพิจารณาผลของปริมาณเอนไซมตอปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตได  
พบวา  เมื่อใชปริมาณเอนไซมเพิ่มข้ึน  (0 – 1  %)  ปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตไดเพิ่มข้ึน  ซึง่จากผลจาก
ทดลองพบวา  ที่ปริมาณสับสเตรท  4.6 % โปรตีน  ปริมาณเอนไซม  0.5  %  และเวลาในการยอย  120  
นาที  เปนสภาวะที่ไดปริมาณไนโตรเจนทีผ่ลิตไดสูงสุดคือ  76.98  % 

เมื่อพิจารณาขนาดโมเลกุลของโปรตีนไฮไลเสทที่สภาวะตาง ๆ  ดังภาพที ่  14  พบวา  
โปรตีนไฮโดรไลเสทมีขนาดโมเลกุล  40  กโิลดาลตัน  โดยที่ระดับปริมาณสับสเตรท  6  %  โปรตีน  เมื่อใช
ปริมาณเอนไซมเพิ่มข้ึนจาก  0.2 เปน  0.8  %  ปริมาตร/น้ําหนกั  ความเขมของแถบโปรตีนลดลง  แสดงถึง
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ระดับการยอยสลายทีเ่พิ่มข้ึนและมีผลทําใหโปรตีนที่มีขนาดใหญมีขนาดเล็กลง  และอาจมีขนาดโมเลกุล
เล็กกวา  7  กิโลดาลตัน  เนื่องจากไมสามารถเหน็ไดในชวงบนเจลดังภาพ  และเมื่อใชเวลาในการยอย
เพิ่มข้ึนจาก  90  เปน  150  นาท ี  มขีนาดโมเลกุลและความเขมของแถบโปรตีนที่ไมตางกนั  ที่ระดับ
ปริมาณสับสเตรท  10  %  โปรตีนมีขนาดโมเลกุลทีเ่หมือนกับการใชปริมาณสับสเตรท  6  %  โปรตีน  แต
จะมีความเขมของแถบโปรตนีที่มากกวาการใชปริมาณสับสเตรท  6  %  โปรตีน   

 

                                 
    

 
ภาพที ่ 14   SDS-PAGE  แสดงขนาดโมเลกุลของโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ไดจากการยอยสลาย 

       สภาวะตาง ๆ   
หมายเหต ุ 1)  สับสเตรท 6 % โปรตีน  เอนไซม  0.2 %  ปริมาตร/น้ําหนัก  เวลา  90 นาท ี

    2)  สับสเตรท 6 % โปรตีน  เอนไซม  0.2 %  ปริมาตร/น้าํหนัก  เวลา  150 นาท ี
    3)  สับสเตรท 6 % โปรตีน  เอนไซม  0.8 %  ปริมาตร/น้าํหนัก  เวลา  90 นาท ี
    4)  สับสเตรท 6 % โปรตีน  เอนไซม  0.8 %  ปริมาตร/น้าํหนัก  เวลา  150 นาท ี
    5)  สับสเตรท 10 % โปรตีน  เอนไซม  0.2 %  ปริมาตร/น้ําหนกั  เวลา  90 นาท ี
    6)  สับสเตรท 10 % โปรตีน  เอนไซม  0.2 %  ปริมาตร/น้ําหนกั  เวลา  150 นาท ี
    7)  สับสเตรท 10 % โปรตีน  เอนไซม  0.8 %  ปริมาตร/น้ําหนกั  เวลา  90 นาท ี
    8)  สับสเตรท 10 % โปรตีน  เอนไซม  0.8 %  ปริมาตร/น้ําหนกั  เวลา  150 นาท ี
 

จากภาพที่  15  พบวาเมื่อใชปริมาณสับสเตรทเพิ่มข้ึนจาก  4.6  เปน  8  และ  11.4  %  
โปรตีน  โดยใชปริมาณเอนไซมและเวลาเทากนัคือ  0.5 % ปริมาตร/น้ําหนกั  และ  120  นาท ี  พบวา  มี
ความเขมของแถบโปรตีนเพิม่ข้ึน  เมื่อใชปริมาณเอนไซมเพิ่มข้ึนจาก  0  เปน  0.5  และ  1.0  % ปริมาตร/
น้ําหนกั  โดยใชปริมาณสับสเตรทและเวลาเทากันคือ  8 % โปรตีนและ  120  นาท ี พบวา  มีขนาดโมเลกุล
และความเขมของแถบโปรตีนลดลง  ทัง้นี้เนื่องจากการใชเอนไซมมีผลทําใหโปรตีนขนาดใหญถูกยอยสลาย

     1            2          3           4          5          6           7         8       

  82 kDa 

  31 kDa 

   7 kDa 

  16 kDa 



 42           
  

จนเกิดเพปไทดและกรดอะมิโนอิสระข้ึน  ซึง่กรดอะมิโนขนาดเล็กที่เกิดขึ้นจากการยอยอาจจะไมสามารถ
ตรวจสอบไดในการทดสอบขนาดโมเลกุลดวย  SDS-PAGE  เมื่อใชเวลาในการยอยเพิ่มข้ึนจาก  70  เปน  
120  และ  170  นาท ี พบวา  การใชเวลาในการยอย  70  นาท ี มีความเขมของแถบโปรตีนมากกวา  สวน
ที่เวลา  120  และ  170  นาทีมีความเขมของแถบโปรตีนที่ไมตางกนั  แสดงใหเห็นวาเวลาในการยอยมีผล
ตอระดับการยอยสลายเลก็นอย     

 

                                      
 
 
ภาพที ่ 15  แผนเจล  SDS-PAGE  แสดงขนาดโมเลกุลของโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ไดจากการยอยสลาย 

      สภาวะตาง ๆ   
หมายเหต ุ 1)  สับสเตรท 4.6 % โปรตีน  เอนไซม 0.5 % ปริมาตร/น้ําหนัก  เวลา  120 นาท ี

    2)  สับสเตรท 11.4 % โปรตีน  เอนไซม 0.5 % ปริมาตร/น้ําหนัก  เวลา  120 นาท ี
    3)  สับสเตรท 8 % โปรตีน  เอนไซม 0 % ปริมาตร/น้ําหนัก  เวลา  120 นาท ี
    4)  สับสเตรท 8 % โปรตีน  เอนไซม 1.0 % ปริมาตร/น้ําหนกั  เวลา  120 นาท ี
    5)  สับสเตรท 8 % โปรตีน  เอนไซม 0.5 % ปริมาตร/น้ําหนกั  เวลา  70 นาท ี
    6)  สับสเตรท 8 % โปรตีน  เอนไซม 0.5 % ปริมาตร/น้ําหนกั  เวลา  170 นาท ี
    7)  สับสเตรท 8 % โปรตีน  เอนไซม 0.5 % ปริมาตร/น้ําหนกั  เวลา  120 นาท ี
 

จากผลการทดลองเมื่อพจิารณาคาระดับการยอยสลาย  ปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตได  
และขนาดของโมเลกุลของโปรตนีไฮโดรไลเสท  พบวา  เมื่อพิจารณาจากกราฟพื้นผิวตอบสนองของคา
ระดับการยอยสลายและปรมิาณไนโตรเจนที่ผลิตไดทีน่าํมาซอนทับกนั  (ภาพที่  16)  ประกอบกับการ
พิจารณาขนาดโมเลกุลจากแผนเจล  SDS-PAGE  พบวา  สภาวะที่ใหคาระดับการยอยสลายและปริมาณ

         1            2          3         4          5           6          7         

  82 kDa 

  31 kDa 

   7 kDa 

  16 kDa 
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ไนโตรเจนที่ผลิตไดสูงสุดคือ  การใชปริมาณสับสเตรท  4.6  %  โปรตีน  ปริมาณเอนไซม  0.5  %  ปริมาตร/
น้ําหนกั  และเวลาในการยอย  120  นาท ี   
 
                                   

          
ภาพที ่ 16  กราฟพื้นผวิตอบสนองของคาระดับการยอยสลายและปรมิาณไนโตรเจนที่ผลิตไดเมื่อนําซอน 

     ทับกนับริเวณพื้นที่สีสมคือสภาวะที่ใหคาระดับการยอยสลายและปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตได  
    สูงสุด 
      4.1.3  คาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิที่เหมาะสม 

ผลการทดลองที่  4.1.3  แสดงดังตารางที่  32 
ตารางที่  32  ผลของความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิตอระดับการยอยสลาย       
 ตัวแปรอิสระ  ตัวแปรตาม 
ส่ิงทดลอง pH อุณหภูมิ (° C)  ระดับการยอยสลาย 

(%) 
ปริมาณไนโตรเจนที่

ผลิตได  (%) 
1 7.5 50  73.27 62.26 
2 9.5 50  67.29 64.45 
3 8.5 55  72.73 72.38 
4 7.5 60  76.02 51.20 
5 9.5 60  70.88 81.95 
6 7.0 55  73.31 59.68 
7 8.5 55  75.05 78.44 
8 10.0 55  70.71 81.84 
9 8.5 48  64.29 89.28 

10 8.5 55  77.54 68.00 
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11 8.5 62  79.13 54.06 
  

เมื่อนําผลการทดลองมาวิเคราะหสมการถดถอยเพื่อสรางแบบจําลองทางคณิตศาสตร
ที่ใชอธิบายความสัมพันธระหวางตัวแปรอิสระ  (ความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิ)  กับตัวแปรตาม  (ระดับ
การยอยสลายและปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตได)  โดยใชสมการลําดับที่  2  พบวา  แบบจําลองมีระดับความ
เชื่อมั่นนอยกวารอยละ  95  (p > 0.05)  (ตารางที่  33)  ไมสามารถใชอธิบายความสัมพันธระหวางตัวแปร
อิสระและตัวแปรตามได  แสดงวาคาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิที่ใชในการทดลองนี้ไมมีผลตอระดับ
การยอยสลายและปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตได  อาจเนื่องมาจากที่คาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิที่ใช
ในการทดลองอยูในชวงที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม  ทําใหเกิดปฏิกิริยายอยสลายและปริมาณ
ไนโตรเจนที่ผลิตไดไมแตกตางกัน   
ตารางที่  33  แบบจําลองทางคณิตศาสตรที่ใชอธิบายความสมัพนัธระหวางตวัแปรอิสระและตัวแปรตาม 
ตัวแปรตาม แบบจําลองทางคณิตศาสตร R2 Model sig. 
% DH (y1) -242.958 + 19.752x1 + 8.102x2 – 1.402x1

2 – 0.07067x2
2 – 

0.042x1x2  
0.753 0.123ns 

% NR (y2) 108.235 – 41.029x1 + 4.614x2 – 1.749x1
2 – 0.159x2

2 – 
1.428x1x2 

0.737 0.141ns 

หมายเหต ุ x1  =  pH 
     x2  =  อุณหภูมิ  (° C) 

    ns หมายถงึไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมัน่ 95 %(p ≤ 0.05) 
เมื่อพิจารณาขนาดโมเลกุลของโปรตีนไฮไลเสทที่ไดจากการยอยสลายในคาความเปน

กรด-ดางและอุณหภูมิตาง ๆ ดังภาพที ่ 17  พบวา  มีรูปแบบของแถบโมเลกุลโปรตีนที่เหมือนกนั  ตางกนัที่
ความเขมของแถบโปรตีน  โดยโปรตีนไฮโดรไลเสทจากการยอยสลายที่อุณหภูม ิ  50 ° C  pH  7.5  และ  
9.5  มีแถบโปรตนีที่เขมกวา  สวนโปรตีนไฮโดรไลเสจากการยอยสลายที่อุณหภูม ิ  60 ° C  pH  9.5  มี
ความเขมของแถบโปรตีนนอย  จากผลการทดลองที่ไดแสดงใหเหน็วาที่คาความเปนกรด-ดางและอุณภูมิ
ตาง ๆ ไมมีผลตอระดับการยอยสลาย  ปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตได  และขนาดโมเลกุล  ดังนัน้จงึเลือกใชคา
ความเปนกรด-ดางที ่  7.5  และอุณหภูม ิ  50 ° C เนือ่งจากเปนระดับที่มีการปรับสภาวะการทาํงานของ
เอนไซมที่ตํ่าสดุที่มีในการทดลอง  เพื่อเปนการประหยัดพลังงานความรอนและลดปริมาณสารที่ใชในการ
ปรับคาความเปนกรด-ดางของปฏิกิริยา     
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ภาพที ่ 17  แผนเจล  SDS-PAGE  แสดงขนาดโมเลกุลของโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ไดจากการยอยสลาย 

      สภาวะตาง ๆ   
หมายเหต ุ 1)  pH 7.5  อุณหภูมิ  50 ° C   

    2)  pH 9.5  อุณหภูมิ  50 ° C 
    3)  pH 7.5  อุณหภูมิ  60 ° C 
    4)  pH 9.5  อุณหภูมิ  60 ° C 
    5)  pH 7.0  อุณหภูมิ  55 ° C 

6)  pH 10.0  อุณหภูมิ  55 ° C 
7)  pH 8.5  อุณหภูมิ  48 ° C 

    8)  pH 8.5  อุณหภูมิ  62 ° C 
    9)  pH 8.5  อุณหภูมิ  55 ° C 

 4.3  การลดสีในผลิตภัณฑโปรตีนไฮโดรไลเสท 
4.3.1  การใชโซเดียมเมตาไบซัลไฟตกอนการยอยสลายใหเปนไฮโดรไลเสท 

 จากการศึกษาการลดสีของผลิตภัณฑโปรตีนไฮโดรไลเสทโดยการเติมโซเดียมเมตาไบ
ซัลไฟตลงไปในเนื้อดักแดบดกอนการนําไปยอย  เพื่อลดสีในผลิตภัณฑสุดทาย  และวัดคาสี  โดยคา  L*  
เปนคาความสวาง  เร่ิมจากสีขาวมีคา  L*  100  ไปเปนสีดําที่มีคาเปน  0  คาสี  a*  เปนคาของสแีดงถาคา
เปนบวก  แตถาคาส ี  a*  เปนลบจะเปนสีเขียว  สวนคาสี b*  จะเปนคาของสีเหลอืงถาคาเปนบวก  แตถา
คา  b*  เปนลบจะเปนคาสนี้ําเงิน  ผลการทดลองดังตารางที ่ 31  และภาพที่  18  พบวา  การเตมิโซเดียม
เมตาไบซัลไฟตทําใหผงโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดักแดมสีีที่เขมกวาการไมไดเติมทุกปริมาณ  การไมเติมได

   1         2        3         4          5           6         7        8        9     

  31 kDa 

   7 kDa 
  16 kDa 
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ผลิตภัณฑเปนสีน้าํตาล  สวนการเติมทีทุ่กระดับใหสีที่ไมแตกตางกนัโดยเปนสีน้าํตาลแดง  สอดคลองกับ
คาสี  L*  ซึ่งการเติมโซเดียมเมตาไบซัลไฟตทุกปริมาณมีคาทีน่อยกวาการไมไดเติมสาร  สวนคา  a*  ซึ่ง
เปนคาสีแดงพบวาการไมเติมมีคา  a* นอยกวาการเติมทุกปริมาณ  และการไมเติมสารมีคาส ี  b*  ซึ่งเปน
คาความเปนสเีหลือง  มากกวาการเติมทกุปริมาณ  ดังนัน้สรุปไดวาการเติมสารโซเดียมเมตาไบซัลไฟตไม
ชวยในการลดสีของผลิตภัณฑ  แต กลับทาํใหมีสีทีเ่ขมข้ึน 
ตารางที่  34  คาสี  L* a* b*  ของโปรตีนไฮโดรไลเสทดักแดที่ไดจากการฟอกสีดวยโซเดียมเมตาไบซัลไฟต 

       ปริมาณตาง ๆ 
ส่ิงทดลอง ปริมาณ(%โดยน้ําหนัก) คาสี 

  L* a* b* 
1          0 (ควบคุม) 64.45 a 20.97 a 16.83 a 
2 0.02 51.60 b 30.25 b  9.03 c 
3 0.06 51.62 b  30.38 b   9.17 bc 
4 0.10 51.67 b 30.26 b 9.09 c 
5 0.50 51.50 b 30.60 b 9.37 b 
6 1.00 51.56 b 30.38 b 9.31 b 

หมายเหต ุ ตัวอักษรที่แตกตางกนัในแนวตัง้หมายถึงแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถติิที่ระดับความเชื่อมั่น 
    รอยละ  95  (p ≤ 0.05)   

 

 
 
ภาพที ่ 18  ผงโปรตีนไฮโดรไลเสทดักแดทีไ่ดจากการฟอกสีดวยโซเดยีมเมตาไปซัลไฟตปริมาณตาง ๆ 
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4.3.2  การลดสีโดยใชถานกมัมันต  (activated  carbon)  หลังการยอย 
 จากการศึกษาการลดคาสีโดยใชถานกัมมันตดูดซับในสารละลายโปรตีนไฮโดรไลเสท

กอนนาํไปทาํแหง  ในปริมาณ  10  และ  15  %  โดยน้าํหนัก  เปนเวลา  15, 30  และ  40  นาท ี  ผลการ
ทดลองดังตารางที่  35  และภาพที่  19  พบวา  การฟอกสีโดยใชถานกัมมนัตปริมาณ  15  %  เปนเวลา
ตาง ๆ  สามารถทําใหผลิตภัณฑมีสีขาวขึน้  โดยที่เวลาตาง ๆ มีคาสทีี่ไมแตกตางกนั  สวนการฟอกสีโดยใช
ถานกัมมนัตปริมาณ  10  %  ผลิตภัณฑมีสีน้าํตาลออนไมแตกตางกนัทีเ่วลาตาง ๆ ดังนัน้ปริมาณผง
ถานกัมมนัตทีส่ามารถฟอกสีใหเปนสีขาวไดคือปริมาณ  15  %  เวลา  15  นาท ี  จากการศึกษาการลดสี
โดยการใชถานกัมมนัตพบวาใหปริมาณผลผลิตนอยกวาการไมฟอกส ี  ดังนั้นขึน้อยูกับวัตถุประสงคในการ
นําไปใชประโยชน  หากตองการนําผลิตภณัฑไปใชในผลิตภัณฑเครื่องสําอางจาํเปนตองทําการฟอกส ี  แต
ถานาํไปใชผลิตภัณฑอ่ืนก็ไมตองฟอกสกีไ็ด 
ตารางที่  34  คาสี  L* a* b*  ของโปรตีนไฮโดรไลเสทดักแดที่ไดจากการฟอกสีดวยผงถานกมัมันต        

       ปริมาณและเวลาตาง ๆ 
ส่ิงทดลอง ปริมาณ (%โดยนน.) เวลา (นาท)ี คาสี 
   L* a* b* 

1 10 15 51.82 c 30.27 a   8.90 cd 
2 10 30 51.81 c 30.26 a  8.86 d 
3 10 45 51.81 c 30.14 a    8.90 cd 
4 15 15 59.15 b 27.62 b    9.10 bc 
5 15 30 59.13 b 27.68 b  9.12 b 
6 15 45 59.16 b 27.65 b       9.05 bcd 
7 ไมเติม (ควบคุม) 64.45 a 20.97 c 16.83 a 

 หมายเหตุ  ตัวอักษรที่แตกตางกนัในแนวตั้งหมายถงึแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อ 
    มัน่รอยละ  95  (p ≤ 0.05)   
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ภาพที ่ 19  ผงโปรตีนไฮโดรไลเสทดักแดทีไ่ดจากการฟอกสีดวยผงถานกัมมนัตปริมาณและเวลาตาง ๆ 
 
5.  คุณภาพของผลิตภณัฑ 
 เมื่อทําการผลติโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังและดักแดไหมอีร่ีตามกรรมวิธีและสภาวะที่เหมาะสม  
แลวนําไปทําแหงโดยวิธีระเหยแหงแบบแชเยือกแข็ง  (freeze  dry)  และบดใหละเอยีด  พบวา  ผลิตภัณฑ
มีลักษณะดังภาพที ่ 20  โปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหมอีร่ีมีความชื้น  7.34 % ไนโตรเจนทั้งหมด 10.08 %  
ไขมัน  0.62  %  เถา  27.49  %  มจีํานวนจุลินทรียทั้งหมด  จาํนวนยีสตและรานอยกวา  100     โคโลนีตอ
กรัม  โปรตนีไฮโดรไลเสทจากดักแดไหมอีร่ีมีความชืน้  4.63 % ไนโตรเจนทัง้หมด 11.47 % ไขมัน 1.70 %  
เถา  11.97  %  มีจํานวนจุลินทรียทั้งหมด  จาํนวนยีสตและรานอยกวา  100  โคโลนีตอกรัม  โปรตีน
ไฮโดรไลเสทจากรังไหมอีร่ีมปีริมาณเถามากกวา เนื่องจากตองใชเกลือในการทําใหรังไหมละลายกอนการ
ยอยดวยเอนไซม  จงึทาํใหมีปริมาณเถามากกวาและทําใหมีสัดสวนของปริมาณไนโตรเจนนอยกวาโปรตีน
ไฮโดรไลเสทจากดักแดไหมอีร่ี ในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหมและดักแดไดปริมาณไนโตรเจน
ผลิตได  (% nitrogen  recovery)  77.80  และ  62.82  %  ตามลําดับ  เมื่อนาํผลิตภัณฑทั้งสองไปทดสอบ
การละลายน้าํพบวาสามารถละลายน้ําไดดี จากการเปรยีบเทียบกับผลิตภัณฑทางการคา  ”Promois®”  
ซึ่งเปนผลิตภัณฑนาํเขาจากประเทศญี่ปุน  พบวา  ผลิตภัณฑโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ผลิตไดมีปริมาณ
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ไนโตรเจนใกลเคียงกับผลิตภัณฑทางการคาทั้ง  2  ชนิด  แตมีปริมาณเถามากกวาเนื่องจากไมไดทําการ
กําจัดเกลือออกกอนการทาํแหง  จงึทําใหผลิตภัณฑที่ผลิตไดมีปริมาณเถามากกวาและมีปริมาณไนโตรเจน
นอยกวาเลก็นอยเมื่อเปรียบเทียบกับผลิตภณัฑทางการคา  

         
ภาพที ่ 20  ผลิตภัณฑโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดักแดไหมและรังไหม 
 
ตารางที่  35  คุณภาพทางเคมี  (proximate  analysis)  และคุณภาพทางจุลินทรียของผลิตภัณฑ 

 
รายการ 

โปรตีนไฮโดรไลเสทที่ผลิตได  ผลิตภัณฑทางการคา 
”Promois®” 

 รังไหม ดักแด  SILK-1000P1/ SERICIN-P2/ 
คุณภาพทางเคมี      
     ความชื้น  (%) 7.34 4.63  10.0 12.0 
     ไนโตรเจนทั้งหมด  (%) 10.08 11.47  13.0 13.0 
     ไขมนั  (%) 0.62 1.62  - - 
     เถา  (%) 27.49 11.97  3.0 - 
คุณภาพทางจลิุนทรีย      
     จุลินทรียทัง้หมด  (CFU/g) < 100 < 100  - - 
     ยีสตและรา  (CFU/g) < 100 < 100  - - 
หมายเหต ุ 1/ ไดจากการยอยสลายไฟโบรอนิ 
      2/ ไดจากการยอยสลายเซริซิน 

จากการวิเคราะหชนิดและปริมาณกรดอะมิโนอิสระในผลิตภัณฑพบวา  โปรตีนไฮโดรไลเสทจาก
ดักแดมีปริมาณกรดอะมิโนอิสระรวมมากกวารังไหม  โดยโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหมมีโพรลนีมากที่สุด  
(1.71  %)  รองลงมาคืออารจินีน  ทรีโอนนี  และซีสตีน  (0.85, 0.78  และ  0.73  %  ตามลําดบั)  สวน
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โปรตีนไฮโดรไลเสทจากดักแดมีทัยโรซนีมากที่สุด  (1.77  %)  รองลงมาคือฮิสติดีน  เฟนิลอะลานีน  ลูซนี  
และอารจินนี  (1.57, 1.39, 1.33  และ  1.32  %  ตามลาํดับ) 
 
ตารางที่  36  ปริมาณกรดอะมิโนอิสระในผลิตภัณฑ 

กรดอะมิโน จํานวนกรัมกรดอะมิโนตอ  100  กรัมตัวอยาง 
 โปรตีนไฮโดรไลเสทรังไหม โปรตีนไฮโดรไลเสทดักแดไหม 

กรดแอสพาติก 0.02 0.76 
ซีรีน 0.11 1.27 
กรดกลูตามิก 0.08 1.20 
กลัยซีน 0.12 0.39 
ฮิสติดีน 0.58 1.57 
อารจีนนี 0.85 1.32 
ทรีโอนนี 0.78 0.86 
อะลานนี 1.02 1.01 
โพรลีน 1.71 0.40 
ซีสตีน 0.73 0.16 
ทัยโรซนี 0.13 1.77 
วาลนี 0.05 0.98 
เมทไทโอนนี 0.05 0.57 
ไลซีน 0.07 1.04 
ไอโซลูซีน 0.06 0.69 
ลูซีน 0.02 1.33 
เฟนนิลอะลานีน 0.03 1.39 

รวม 6.41 16.70 
 
6.  การคํานวณตนทุนการผลิต 
 6.1  ตนทุนการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหมอีร่ี 

ในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหมอีร่ีใหไดปริมาณ  100  g  จะใชสวนผสมประกอบ
ไปดวยรังไหม  83.93  g,  แคลเซียมไนเตรท  593.0  กรัม  เอทานอล  385.02  กรัม  เอนไซมอัลคาเลส  
14.0  ml,  โซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน  0.5  N  302.85  ml  และน้ํากลัน่  421.89  ml   

6.1.1  ตนทนุรวมของวัตถุดิบทั้งหมด 
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 การคํานวณตนทนุรวมของวตัถุดิบทั้งหมดที่ใชในการผลติโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรัง
ไหม  100  กรัม  แสดงดงัตารางที ่ 37 
 
ตารางที่  37  ตนทนุวัตถุดิบที่ใชผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหมอีร่ี 

วัตถุดิบ ราคา   ปริมาณที่ใช   ตนทนุวัตถุดิบ (บาท) 
แคลเซียมไนเตรท 0.76 บาท/กรัม 593.0 กรัม 450.68 
เอทานอล 0.0475 บาท/กรัม 385.02 กรัม 18.33 
เอนไซมอัลคาเลส 0.06 บาท/มล. 14.0 มล. 0.84 
โซเดียมไฮดรอกไซด 0.5 N 0.0106 บาท/มล. 302.85 มล. 3.21 
น้ํากลัน่ 0.01 บาท/มล. 421.89 มล. 4.22 

ตนทุนวัตถุดิบรวม   477.28/100 กรัม 
หมายเหต ุ ในการคํานวณตนทนุวัตถุดิบไมไดนําคารังไหมอีร่ีมาคิดเนือ่งจากไดรับความอนุเคราะหมาจาก 

     ภาควิชากฎีวิทยา   
6.1.2  การคํานวณตนทนุทัง้หมด 

ตนทนุทัง้หมด = ตนทุนวัตถดิุบ + ตนทนุแรงงาน + ตนทนุคาใชจายอื่น ๆ 
         =  477.28 + [0.32 x (477.28/0.52)] + [0.16 x (477.28/0.52)] 

                      =  917.85  บาท/100  กรัม 
6.2  ตนทุนการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดักแดไหมอีร่ี 

ในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดักแดไหมอีร่ีใหไดปริมาณ 100 g จะใชสวนผสมประกอบ
ไปดวยดักแดสด  796.53  g,  เอนไซมอัลคาเลส  11.28  ml  โซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน  4  นอรมัล  
16.24  ml  โซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน  0.5  นอรมัล  196.48  ml  และน้ํากลั่น  1,656.22  ml   

6.2.1  ตนทนุรวมของวัตถุดิบทั้งหมด 
 การคํานวณตนทนุรวมของวตัถุดิบทั้งหมดที่ใชในการผลติโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรัง

ไหม  100  กรัม  แสดงดงัตารางที ่ 38 
ตารางที่  38  ตนทนุวัตถุดิบที่ใชผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดักแดไหมอีร่ี 

วัตถุดิบ ราคา   ปริมาณที่ใช   ตนทนุวัตถุดิบ (บาท) 
ดักแดสด 0.04 บาท/กรัม 796.53 กรัม 31.86 
เอนไซมอัลคาเลส 0.06 บาท/มล. 11.28 มล. 0.677 
โซเดียมไฮดรอกไซด 4 N 0.0148 บาท/มล. 16.24 มล. 0.240 
โซเดียมไฮดรอกไซด 0.5 N 0.0106 บาท/มล. 196.48 มล. 2.08 
น้ํากลัน่ 0.01 บาท/มล. 1656.22 มล. 16.56 
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ตนทุนวัตถุดิบรวม   51.42/100 กรัม 
 
 
6.2.2  การคํานวณตนทนุทัง้หมด 

ตนทนุทัง้หมด  =  ตนทนุวัตถุดิบ + ตนทุนแรงงาน + ตนทุนคาใชจายอืน่ ๆ 
          =  51.42 + [0.32 x (51.42/0.52)] + [0.16 x (51.42/0.52)] 

                      =  98.88  บาท/100  กรัม 
ตารางที่  39  ราคาของโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ผลิตไดเปรียบเทียบกับผลิตภัณฑทางการคา 
 ราคา  (บาท/กโิลกรัม) 
ผลิตภัณฑที่ผลิตได  
     โปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหมอีร่ี 9,178.51/ 
     โปรตีนไฮโดรไลเสทจากดักแดไหมอีร่ี 988.81/ 
ผลิตภัณฑทางการคา ”Promois®” SERICIN-P 35,0002/ 
หมายเหต1ุ/คิดจากตนทนุทัง้หมดในการผลิตระดับหองปฏิบัติการและสารเคมีเกรดวิเคราะห(โดยประมาณ) 
   2/ราคา ณ วนัที ่ 14  ม.ค.  2548 

เมื่อเปรียบเทยีบตนทนุของผลิตภัณฑที่ผลิตไดกับราคาของผลิตภัณฑทางการคาซึง่นาํเขามาจาก
ประเทศญี่ปุน  พบวา  โปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหมอีร่ีมีราคาต่ํากวาผลิตภัณฑทางการคาประมาณ  4  
เทา  สวนโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดักแดไหมอีร่ีมีราคาต่าํกวาผลิตภัณฑทางการคาประมาณ  35  เทา   
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 



 53           
  

 
 
 

สรุปผลการวิจัย 
 
 1.  องคประกอบทางเคมีของรังไหมอีร่ีประกอบดวย  โปรตีน  96.32  %  เถา  3.22  %  ความชื้น  
4.26  %  และไขมัน  1.55  %  (โดยน้ําหนักสด)  องคประกอบทางเคมีของดักแดไหมอีร่ี  ประกอบดวย  
ความชื้น  74.66  %  โปรตีน  18.44  %  ไขมัน  4.24  %  และเถา  1.58  %  (โดยน้ําหนักสด)  สวนกรดอะ
มิโนที่พบมากที่สุดในรังไหมอีร่ี  คือ  อะลานีน  30.329  %  รองลงมาคือ  กลัยซีน  22.065  %  ทัยโรซีน  
8.363  %  และซีรีน  7.653  %  ในดักแดไหมอีร่ี  กรดอะมิโนที่พบมากที่สุดคือ  กรดกลูตามิก  1.408  %  
รองลงมาคือ  กรดแอสปารติก  1.001  %  ลูซีน  0.892  %  อะลานีน  0.871  %  ไลซีน  0.820  %  และ
อารจีนีน  0.806  %  ซึ่งมีความใกลเคียงกับคุณสมบัติของรังไหมปา  แตแตกตางจากรังไหมหมอน 
 2.  กรรมวิธีและสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหมอีร่ี  ไดแก  การนํารัง
ไหมมาละลายในสารละลาย  Ca(NO3)2ethanol/น้ํา  อัตราสวน  0.6/1/8  โมล  ที่อุณหภูมิ  100 ° C  โดย
ใชสัดสวนรังไหมตอสารละลายเทากับ  6 : 100  จากนั้นนํามายอยดวยเอนไซมอัลคาเลสปริมาณ  1.0  %  
ปริมาตร/น้ําหนัก  อุณหภูมิ  60 ° C  คาความเปนกรด-ดาง  7.5  เปนเวลา  60  นาที         
 3.  กรรมวิธีและสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดักแดไหมอีร่ี  ไดแก  การนํา
ดักแดที่บดแลวมาปรับใหมีปริมาณโปรตีน  4.6  %  แลวนํามายอยดวยเอนไซมอัลคาเลสปริมาณ  0.5  %  
ปริมาตร/น้ําหนัก  อุณหภูมิ  50 ° C  คาความเปนกรด-ดาง  7.5  เปนเวลา  120  นาที 
 4.  การลดสีในผลิตภัณฑโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดักแดไหมอีร่ีสามารถทําไดโดยการฟอกสีใน
สารละลายโปรตีนไฮโดรไลเสทกอนการทําแหงดวยผงถานกัมมันตปริมาณ  15  %  โดยน้ําหนัก  เปนเวลา  
15  นาที           
 5. ผลิตภัณฑโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหมอีร่ีมีปริมาณไนโตรเจนทัง้หมด 10.08 % ไขมัน 0.62 % 
เถา  27.49  %  ความชื้น  7.34  %  จํานวนจุลินทรยีทัง้หมด  จาํนวนยีสตและรานอยกวา  100  โคโลนีตอ
กรัม  ผลิตภณัฑโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดักแดไหมอีร่ีมีปริมาณไนโตรเจนทัง้หมด 11.47 % ไขมัน 1.62 %  
เถา  11.97  %  จาํนวนจุลินทรียทั้งหมด  จํานวนยีสตและรานอยกวา  100  โคโลนีตอกรัม  ในการผลิต
โปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังและดักแดไหมอีร่ีไดปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตได  (% nitrogen  recovery)  77.80  
และ  62.82 % ตามลําดับ  เมื่อนาํผลิตภัณฑทัง้สองไปทดสอบการละลายน้ําพบวาสามารถละลายน้าํไดดี 
 6. ตนทนุการผลิตในระดับหองปฏิบัติการ  พบวา  ในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรังไหมอีร่ีให
ไดปริมาณ  100  g  มีตนทุนการผลิตเทากับ  917.85  บาท  สวนการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดักแด
ไหมอีร่ีใหไดปริมาณ  100  g  มีตนทุนการผลิตเทากับ  98.88  บาท      
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ภาคผนวก 

บทความสําหรับการเผยแพร 
 กําลังอยูในขั้นตอนการขอจดสิทธิบัตรเพื่อรักษาทรัพยสินทางปญญา 
กิจกรรมที่เกีย่วของกับการนําโครงการไปใชประโยชน 
 ดําเนนิงานวิจยัตอยอดจากโครงการนี้โดยการนาํโปรตีนไฮโดรไลเสททีผ่ลิตไดไปใชประโยชนเปน
ผลิตภัณฑอาหารเสริม  (อยูระหวางขั้นตอนการเขียนขอเสนอโครงการ) 
ตารางเปรียบเทียบกจิกรรมที่วางแผนและผลที่ไดรบั 

แผนงาน ผลที่ไดรับ 
1. วิเคราะหสมบัติของวัตถุดิบ (เสนไหม และดักแดไหม) ที่
นาจะใชในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสท ไดแก 
-ปริมาณเถา โดยวิธีมาตรฐานของ AOAC 1990 
-ปริมาณโปรตีน โดยวิธีมาตรฐานของ AOAC 1990 
-ปริมาณไขมัน โดยวิธีมาตรฐานของ AOAC 1990 
-ปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมดโดยเครื่อง HPLC 

1. ไดสมบัติทางเคมี (ปริมาณโปรตีน  ไขมัน  เถา และ
กรดอะมิโนอิสระ) ของวัตถดุิบที่จะใชในการผลิตโปรตีน
ไฮโดรไลเสท 

2. หาปจจัยตางๆ ที่มีผลตอการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสท
จากไหมอีร่ี 
-กรรมวิธีการเตรียมตัวอยางกอนการยอย 
-ชนิดและปริมาณเอนไซม 
-ปริมาณสับสเตรท 
-อุณหภูมิ 
-คา pH  
-ระยะเวลาในการยอย  

2. ไดสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจาก
ไหมอีร่ี ไดแก กรรมวิธีการเตรียมตัวอยางกอนการยอย  
ชนิด ปริมาณเอนไซม ปริมาณสับสเตรท อุณหภูมิ คา pH 
และเวลาในการยอยที่เหมาะสม 

3. นําโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ผลิตไดไปทําใหแหงหรือเขมขน
ขึ้นโดยวิธีการ freeze-drying  

3. ไดผลิตภัณฑโปรตีนไฮโดรไลเสทจากไหมอีร่ีชนิดผง 

4. วิเคราะหปริมาณโปรตีน ไขมัน เถา ปริมาณกรดอะมิโน
อิสระ และน้ําหนักโมเลกุล ของโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ผลิตได
ในขอที่ 3 

4. ไดสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ผลิตไดและจากทาง
การคา 

5. เปรียบเทียบปริมาณโปรตีน ไขมัน เถา ปริมาณกรดอะมิ
โนอิสระ และน้ําหนักโมเลกุล ของโปรตีนไฮโดรไลเสทไหม
ทางการคา กับผลิตภัณฑที่ไดในขอ 3 

5. ไดสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสททางการคา 

6. คํานวณตนทุนในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทในระดับ
หองปฏิบัติการ 

6. ไดตนทุนในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทในระดับ
หองปฏิบัติการโดยประมาณ 

7. เขียนรายงานผลการทดลอง เพื่อสรุปเปนแนวทางในการ 7. ไดสรุปและรายงานผลการทดลองฉบับสมบูรณ 1 ป 
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ทําวิจัยตอไปในอนาคต 
 


