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 องคประกอบหลักของเกล็ดปลากะพงแดงและเกล็ดปลานิล คือ โปรตีน และเถา เพื่อใหได
เกล็ดปลาที่มีปริมาณโปรตีนสูงจึงทําการศึกษาวิธีการกําจัดแคลเซียม ซึ่งพบวาการแชเกล็ดปลาในกรด
ไฮโดรคลอริกเขมขน 1.2 N เปนเวลา 6 ช่ัวโมง จะทําใหเกล็ดปลามีปริมาณเถาเหลืออยูนอยกวา 1% ของ
น้ําหนักแหง จากนั้นนําเกล็ดปลาที่กําจัดแคลเซียมมาศึกษาขั้นตอนการสกัดคอลลาเจน ซึ่งประกอบดวย
การสกัด 2 ข้ันตอน คือ การสกัดดวยกรดอะซติิกรวมกับความรอน ตามดวยการสกัดดวยกรดอะซิติก
รวมกับเอนไซมเปปซิน โดยศึกษาผลของอัตราสวนระหวางเกล็ดตอกรด ความเขมขนของเอนไซม 
อุณหภูมิ และเวลาในการสกัดท้ัง 2 ข้ันตอน พบวา ปจจัยเหลานี้มีผลตอขนาดโมเลกุลของเปปไทด และ/
หรือปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจน โดยวิธีการสกัดท่ีทําใหไดปริมาณโปรตีนสูงสุด และไดเปป
ไทดขนาดเล็ก คือ การสกัดดวยกรดรวมกับความรอนที่อุณหภูมิ 90OC เปนเวลา 9 ช่ัวโมง โดยใช
อัตราสวนเกล็ด:กรดเปน 1:5 (w/v) ตามดวยการสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมความเขมขน 2.5% ของ
น้ําหนักเกล็ดปลาแหงภายหลงัการกําจัดแคลเซียม ทําการสกัดท่ีอุณหภูมิ 37OC เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
จากนั้นนําสารสกัดคอลลาเจนไปหมุนเหวี่ยงผานเมมเบรน (ความสามารถในการกรองแยกอนุภาคที่มี
ขนาดเล็กกวาหรือเทากับ 3 kDa) ท่ีความเร็ว 2,400 x g เปนเวลา 30 นาทีตอรอบ จํานวน 3 รอบ เพื่อเพิ่ม
ความเขมขนของสารสกัดกอนทําแหงแบบพนฝอย ซึ่งจะไดคอลลาเจนไฮโดรไลเซตผงทีป่ระกอบดวย
เปปไทดขนาดโมเลกุลต่ํากวา 25 kDa สวนวิธกีารสกัดท่ีทําใหไดคอลลาเจน type I ซึ่งประกอบดวย

หนวยยอย β α1 และ α2 คือ การสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซินความเขมขน 2.5% ของน้ําหนัก
เกล็ดปลาแหงภายหลังการกําจดัแคลเซียม ทําการสกัดท่ีอุณหภูมิหอง (28+2OC) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
จากนั้นทําใหบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนดวยเกลือโซเดยีมคลอไรดท่ีความเขมขนสุดทายเปน 0.9 M ซึ่ง
คอลลาเจน type I จากเกล็ดปลากะพงแดงและเกล็ดปลานิล มีอุณหภูมิการเสยีสภาพอยูท่ี 35.4OC และ 
37.4OC ตามลําดับ ซึ่งจะเห็นวาสภาวะการสกัดคอลลาเจนมีความสําคัญตอลักษณะสมบัติของคอลลาเจน
ท่ีสกัดได ดังนั้นจะตองออกแบบกระบวนการใหสอดคลองกับสมบัติของคอลลาเจนที่ตองการนําไปใช 
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The major composition of red snapper and Nile tilapia scales are protein and ash. In order to 

obtain high protein fish scale, decalcification process of fish scales was studied. The results showed that 
ash content of decalcified fish scales were less than 1% dry basis when decalcified by using 1.2 N HCl 
for 6 hours. In this study, decalcified fish scales were subjected to collagen extraction by 2 consecutive 
steps which were acid and heat process followed by acid combined with pepsin. Acetic acid was used 
in this study. The effects of ratio of scales:acid, pepsin concentration, temperature and time of both 
extraction steps were studied. These factors showed significant effects on molecular weight of peptide 
subunits and/or protein content of collagen extracted solution. The collagen extracted solution that has 
the highest protein content and composed of low molecular weight peptide subunits was obtained from 
acid and heat treatment at 90OC for 9 hours and ratio of scales:acid  was 1:5 (w/v) followed by acid 
combined with pepsin treatment at 37OC for 72 hours using pepsin concentration at 2.5% (dry weight 
of decalcified fish scales). The collagen extracted solution was transferred into membrane filtration 
cartridge (MWCO = 3 kDa) and centrifuged at  2,400 x g for 30 mins. The collecting retentate was 
subjected to membrane filtration 3 times before spray drying to get collagen hydrolysate powder (CHP). 
CHP from red snapper and Nile tilapia scales composed of peptides with molecular weight lower than 

25 kDa. If require type I collagen with β, α1 and α2 subunits, then fish scales should be extracted with 
acid combined with pepsin at room temperature (28+2OC) for 72 hours where pepsin was added at 
2.5% (dry weight of decalcified fish scales). Collagen was  salted out from extracted solution by adding 
NaCl to give a final concentration of 0.9 M. The denaturation temperature of type I collagen from red 
snapper and Nile tilapia scales was 35.4OC and 37.4OC respectively. Therefore, the conditions of 
collagen extraction should be monitored in order to obtain collagen with specified characteristic. 
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ระหวางเกล็ดตอกรดอะซิตกิเปน 1:3 1:5 1:7 และ 1:9 (w/v) ตามดวยการสกัด
ดวยกรดรวมกบัเอนไซมเปปซินที่ความเขมขน 0% 2.5% 5% และ 10% (w/w) 
ที่อุณหภูมิหอง (28 + 2OC) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 69 

14 ปริมาณโปรตีน (ตอ 100 กรัม เกล็ดปลาแหงที่ผานการกาํจัดแคลเซียม) ในสาร
สกัดคอลลาเจนที่ผานและไมผานขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับความรอน
ที่อุณหภูมิ 90OC เปนเวลา 9 ช่ัวโมง จากนัน้สกัดตอดวยกรดรวมกับเอนไซม  
เปปซินที่อุณหภูมิตางๆ เปนเวลา 24 48 และ 72 ช่ัวโมง 73 

15 ปริมาณของแข็งทั้งหมด (% Total solid) และคา pH ของสารสกัดคอลลาเจน
จากเกล็ดปลากะพงแดงกอนและหลังการเพิ่มความเขมขนโดยการหมุนเหวี่ยง
ผานเมมเบรน ที่ความเร็ว 2,400 x g เปนเวลาและจํานวนรอบตางๆ 77 

16 ปริมาณโปรตีน (ตอ 100 กรัม เกล็ดปลาแหงที่ผานการกาํจัดแคลเซียม) ในสาร
สกัดคอลลาเจนกอนการทําแหงแบบพนฝอย และปริมาณผลได (% yield) 
ภายหลังการทาํแหงแบบพนฝอย 80 

17 ปริมาณโปรตีน (ตอ 100 กรัม เกล็ดปลาแหงที่ผานการกาํจัดแคลเซียม) ในสาร
สกัดคอลลาเจนกอนการตกตะกอนแยกคอลลาเจน type I และปริมาณผลได 
(% yield) ภายหลังการทําแหงแบบระเหิด 85 

 
 
 
 
 



 

(4) 

สารบัญตาราง (ตอ) 

 

ตารางผนวกที่ หนา 
  

ก1 คาทางสถิติของการเปรียบเทยีบปริมาณองคประกอบทางเคมี (% น้ําหนัก
แหง) ของเกล็ดปลาที่ผานการกําจัดแคลเซยีมที่ความเขมขนของกรดไฮโดร
คลอริกและเวลาในการแชตางๆกัน 100 

ก2 คาทางสถิติของการเปรียบเทยีบความหนา (มิลลิเมตร) ของเกล็ดปลาที่ผาน
การกําจัดแคลเซียมที่ความเขมขนของกรดไฮโดรคลอริกและเวลาในการ
แชตางๆกัน 101 

ก3 คาทางสถิติของการเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจนที่ผาน
ขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับความรอนที่อุณหภูมิและเวลาตางๆกัน 101 

ก4 คาทางสถิติของการเปรียบเทยีบปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจนที่
สกัดโดยใชอัตราสวนระหวางเกล็ดตอกรดและความเขมขนของเอนไซม 
เปปซินตางๆ 102 

ก5 คาทางสถิติของการเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจนผาน
ขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซินเพียงขั้นตอนเดียวที่
อุณหภูมิและเวลาตางๆกัน 102 

ก6 คาทางสถิติของการเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจนผาน
ขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับความรอนที่อุณหภูมิ 90OC เปนเวลา 9 
ช่ัวโมงตามดวยการสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซินที่อุณหภูมิและเวลา
ตางๆกัน 103 

ก7 คาทางสถิติของการเปรียบเทยีบปริมาณของแข็งทั้งหมดในสารสกัดคอลลา
เจนที่ผานการเพิ่มความเขมขนดวยวิธีตางๆ 103 

ค1 สูตรสําหรับการเตรียม SDS-PAGE Separating and Stacking Gel 110 
 
 



 

(5) 

สารบัญภาพ 

 
ภาพที ่ หนา 
  

1 เกล็ดปลาชนิดตางๆ ซ่ึงแบงตามลักษณะโครงสราง 6 
2 ตัวอยางเกล็ดปลาของปลาบางชนิด 6 
3 Tensile stress–strain curve ของเกล็ดปลา P. major (n = 10) เสนกราฟบริเวณที่

วงกลมแสดงถงึคุณสมบัติความเปนพลาสติกของเกล็ดปลากอนการฉีกขาดอยาง
ถาวร 8 

4 ภาพจากกลอง SEM ของเกล็ดปลาที่แตกหกั แสดงใหเหน็ถึงโครงสรางคอลลาเจน 
และโครงสรางที่ถูกดึงออกเปนเสนใยคอลลาเจน 9 

5 โครงสรางของคอลลาเจน 12 
6 โครงสรางซอนทับของเสนใยคอลลาเจนที่มีผลตอรูปแบบของแถบ (banding 

pattern) ของเสนใยคอลลาเจนที่ผานการเตรียมตัวอยาง เมื่อสองดูดวยกลอง
จุลทรรศนอิเลคตรอนชนิดสองผาน 13 

7 ลักษณะการเรยีงตัวของเสนใยคอลลาเจนในเอ็น พังผืด และหนัง 14 
8 ความสัมพันธระหวางปริมาณกรดอิมิโนทัง้หมด (โพรลีน + ไฮดรอกซีโพรลีน) 

ของคอลลาเจนตางๆจากตวัอยางตางๆ และ molecular melting temperatures (Tm) 
ของคอลลาเจนเหลานี ้ 15 

9 ขั้นตอนการแยกคอลลาเจน type I, III, IV และ V ของเนื้อเยื่อเกีย่วพันจากเนื้อสัตว 20 
10 องคประกอบทางเคมีของกระดูกปลากอน (ทางซาย) และหลัง (ทางขวา) ผานการ

เตรียมตัวอยางกอนการสกัดคอลลาเจน  24 
11 Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis ของคอลลาเจน 

type I จากหนงัหมูและเกล็ดปลาบน 3.5% gels ที่มี 3.5 M urea โดยที่ (a) หนังหม,ู 
(b) เกล็ดปลา sardine, (c) เกล็ดปลา red sea bream และ (d) เกล็ดปลา Japanese sea 
bass 26 

12 กราฟความสัมพันธระหวางอณุหภูมิการเสียสภาพกับปริมาณไฮดรอกซโีพรลีน
และปริมาณโพรลีน 28 

   



 

(6) 

สารบัญภาพ (ตอ) 

 

ภาพที ่ หนา 
  

13 ขั้นตอนการสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลา 43 
14 กราฟแสดงการเปลี่ยนแปลง pH ของสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ขณะทําการแช

เกล็ดปลากะพงแดงในสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขนตางๆ นาน 6 
ช่ัวโมง 51 

15 การเปลี่ยนแปลงปริมาณเถาของเกล็ดปลากะพงแดงภายหลังการแชในสารละลาย
กรดไฮโดรคลอริกความเขมขนตางๆ นาน 6 ช่ัวโมง 53 

16 ขั้นตอนการกําจัดแคลเซียมดวย “วิธีใหม” 59 
17 ลักษณะบน 16.5% SDS-PAGE ของสารสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลากะพงแดงที่

ผานขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับความรอนที่อุณหภมูิ 75OC (a) และ 90OC (b) 
เปนเวลา 1-12 ช่ัวโมง (lane 1–12) โดยใชอัตราสวนระหวางเกล็ดตอกรดอะซิติก
เปน 1:5 (w/v) ตามดวยการสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซินที่ความเขมขน 2.5% 
ของน้ําหนักเกล็ดปลาแหงที่ผานการกําจดัแคลเซียม ที่อุณหภูมิหอง (28 + 2OC) เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง เปรียบเทียบกับสารสกัดคอลลาเจนที่ไดจากการสกัดดวยกรด
รวมกับเอนไซมเปปซิน โดยไมผานขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับความรอน 
(lane E) และ standard marker proteins (lane M) 63 

18 ลักษณะบน 7.5% SDS-PAGE ของสารสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลากะพงแดงที่
ไมผานขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับความรอน (lane E) โดยใชอัตราสวน
ระหวางเกล็ดตอกรดอะซิติกเปน 1:5 (w/v) และความเขมขนเอนไซมเปปซินเปน 
2.5% ของน้ําหนักเกล็ดปลาแหงที่ผานการกาํจัดแคลเซียม ทําการสกัดที่
อุณหภูมิหอง (28 + 2OC) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เปรียบเทียบกับ standard marker 
proteins (lane M) และ คอลลาเจน type I จากหนังลูกววั (lane I) 64 

   
   



 

(7) 

สารบัญภาพ (ตอ) 

 

ภาพที ่ หนา 
  

19 ลักษณะบน 16.5% SDS-PAGE ของสารสกัดคอลลาเจนที่ผานขั้นตอนการสกัด
ดวยกรดรวมกบัความรอนทีอุ่ณหภูมิ 90OC เปนเวลา 9 ช่ัวโมง ที่อัตราสวนระหวาง
เกล็ดปลาตอกรดอะซิติกเปน 1:3 1:5 1:7 และ 1:9 (w/v) (lane1:3 1:5 1:7 และ 1:9) 
และสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซินความเขมขน 0% (a) 2.5% (b) 5% (c) 
และ 10% (d) ของน้ําหนักเกล็ดปลาแหงทีผ่านการกําจัดแคลเซียม ที่อุณหภูมิหอง 
(28 + 2OC) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เปรียบเทียบกับ standard marker proteins (lane M) 67 

20 ลักษณะบน 16.5% SDS-PAGE ของสารสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลากะพงแดงที่
ผานขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับความรอนที่อุณหภมูิ 90OC เปนเวลา 9 
ช่ัวโมง โดยใชอัตราสวนระหวางเกล็ดตอกรดอะซิติกเปน 1:5 (w/v) และสกัดตอ
ในขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซินความเขมขน 2.5% ของ
น้ําหนักเกล็ดปลาแหงที่ผานการกําจัดแคลเซียม ที่อุณหภูมหิอง (28 + 2OC) (a) และ
อุณหภูม ิ37OC (b) เปนเวลา 24 48 และ 72 ช่ัวโมง (lane 24 48 และ 72) 
เปรียบเทียบกบั standard marker proteins (lane M) 71 

21 ลักษณะบน 7.5% SDS-PAGE ของสารสกัดคอลลาเจนจากเกลด็ปลากะพงแดงที่
ไมผานขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับความรอน สกัดเฉพาะขั้นตอนการสกัด
ดวยกรดรวมกบัเอนไซมเปปซินความเขมขน 2.5% ของน้ําหนักเกล็ดปลาแหงที่
ผานการกําจัดแคลเซียม โดยใชอัตราสวนระหวางเกล็ดตอกรดอะซิติกเปน 1:5 
(w/v) ที่อุณหภูมิ 4OC (a) และอุณหภูมิหอง (28 + 2OC) (b) เปนเวลา 24 48 และ 72 
ช่ัวโมง (lane 24 48 และ 72) เปรียบเทียบกบั standard marker proteins (lane M) 
และคอลลาเจน type I จากหนังลูกววั (lane I) 72 

22 สารสกัดคอลลาเจนจากเกลด็ปลากะพงแดงเริ่มตน (collagen extracted solution),
สารสกัดคอลลาเจนที่ผานการทําใหเขมขนโดยการหมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 2,400 x 
g เปนเวลา 60 นาทีตอรอบ (a) และ 30 นาทีตอรอบ (b) จํานวน 1–3 รอบ และ 
permeate จากการหมุนเหวีย่งสารสกัดคอลลาเจน 76 

 



 

(8) 

สารบัญภาพ (ตอ) 

 

ภาพที ่ หนา 
  

23 สารสกัดคอลลาเจนผงจากเกล็ดปลากะพงแดง (a) และสารสกัดคอลลาเจนผงจาก
เกล็ดปลานิล (b) ที่ผานการทาํแหงแบบพนฝอย 78 

24 ลักษณะบน 16.5% SDS-PAGE ของสารสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลากะพงแดง (a) 
กอนและหลังการทาํแหงแบบพนฝอย (lane R1 และ R2) และสารสกัดคอลลาเจน
จากเกล็ดปลานิล (b) กอนและหลังการทําแหงแบบพนฝอย (lane N1 และ N2) 
เปรียบเทียบกบั standard marker proteins (lane M) 79 

25 DSC thermogram ของสารละลายคอลลาเจนผงจากเกล็ดปลากะพงแดง (a) และ
คอลลาเจนผงจากเกล็ดปลานิล (b) 82 

26 คอลลาเจน type I จากเกล็ดปลากะพงแดงและคอลลาเจน type I จากเกล็ดปลานิล 83 
27 ลักษณะบน 7.5% SDS-PAGE ของคอลลาเจน type I จากเกล็ดปลากะพงแดง (lane 

R) และคอลลาเจน type I จากเกลด็ปลานิล (lane N) เปรียบเทียบกบั standard 
marker proteins (lane M) และคอลลาเจน type I จากหนงัลูกวัว (lane I) 84 

28 DSC thermogram ของสารละลายคอลลาเจน type I จากเกล็ดปลากะพงแดง (a) 
และคอลลาเจน type I จากเกล็ดปลานิล (b) 86 

   
ภาพผนวกที ่  

  
ข1 สวนประกอบของไมโครมิเตอร 105 
ข2 ตัวอยางสเกลบนไมโครมิเตอรที่วัดได 106 
ข3 ตัวอยางไมโครมิเตอรที่อยูในสภาพพรอมใชงาน 107 
ข4 ตัวอยางไมโครมิเตอรที่อยูในสภาพไมพรอมใชงาน 107 

 
 



คอลลาเจนจากเกล็ดปลา: การสกัดและคุณสมบัติบางประการ 
 

Fish Scale Collagen: Extraction and Partial Characterization 
 

คํานํา 
 

 คอลลาเจนเปนโปรตีนที่พบในปริมาณสูงที่สุดประมาณ 30% ของโปรตีนในรางกาย
ส่ิงมีชีวิต สามารถนํามาใชประโยชนในดานตางๆ เชน ใชเปนสวนประกอบในอาหาร ใชในทาง
การแพทยและทางเภสัชกรรม ใชเปนแคปซูลยา ใชในเครื่องสําอางบํารุงผิว และในอุตสาหกรรม
เครื่องหนัง (Swan and Torley, 1991) ซ่ึงแหลงคอลลาเจนที่ใชในอุตสาหกรรมที่สําคัญ คือ กระดูก
และหนังของววัและสุกร แตจากรายงานการติดเชื้อววับา (Bovine Spongiform Encephalopathy: 
BSE) (Nagai et al., 2004) และสุกรไมสามารถนํามาใชเปนสวนประกอบของอาหารในกลุมคนบาง
ศาสนา (Sadowska et al., 2003) ดังนั้นจึงมกีารแสวงหาแหลงวัตถุดิบใหมนอกเหนือจากวัวและสุกร 
 

เกล็ดปลาเปนของเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมปลาแชเย็นและแชเยือกแข็ง ซ่ึงประกอบดวย 
extracellular matrix ที่มีคอลลาเจน type I จดัเรียงตวักันเปนโครงสราง 3 มิติ และมี calcium-
deficient hydroxyapatite (Ca10(PO4)6(OH)2) ประกอบอยูในโครงสราง (Ikoma et al., 2003 a) ซ่ึง
จากการทดลองของ Nagai et al. (2004) ไดสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลา sardine, red sea bream, 
และ Japanese sea bass ไดปริมาณคอลลาเจนจากปลาแตละชนิดมีปริมาณสูงมาก โดยมีคาเทากับ 
50.9% 37.5% และ 41.0% (น้ําหนกัแหง) ตามลําดับ ดังนั้นเกล็ดปลาจงึสามารถใชเปนแหลงของ
คอลลาเจนได แตจากการศึกษาวิธีการสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลาโดยนักวิจยักลุมตางๆ (Kimura 
et al., 1991; Nomura et al., 1996; Ikoma et al., 2003 b; Nagai et al., 2004) พบวา วิธีการสกัดมี
ขั้นตอนที่ซับซอน ใชเวลานาน ใชสารเคมีหลายชนิดในกระบวนการ นอกจากนั้นบางวิธียังให
ปริมาณคอลลาเจนที่สกัดไดต่ํา 

 
ดังนั้นในการศกึษาครั้งนี้จึงมวีัตถุประสงคเพื่อศึกษาสภาวะที่มีอิทธิพลตอการสกัดคอลลา

เจนจากเกล็ดปลา และศึกษาสมบัติบางประการของคอลลาเจนที่สกัดได เพื่อเปนแนวทางการเพิ่ม
มูลคาใหกับเกล็ดปลาที่เปนสวนเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมปลาแชเย็นและแชเยือกแขง็ 

 



วัตถุประสงค 

 
1. ศึกษาผลของปจจัยที่มีอิทธพิลตอการสกัดคอลลาเจนไฮโดรไลเซตจากเกล็ดปลากะพงแดง 
2. ศึกษาผลของปจจัยที่มีอิทธพิลตอการสกัดคอลลาเจน type I จากเกล็ดปลากะพงแดง 
3. ศึกษาคุณสมบตัิบางประการของคอลลาเจนไฮโดรไลเซตและคอลลาเจน type Iที่สกัดได 

จากเกล็ดปลากะพงแดง 
4. ศึกษาผลของการใชสภาวะการสกัดคอลลาเจนไฮโดรไลเซตและคอลลาเจน type I กับ 

เกล็ดปลาอื่น ซ่ึงในการทดลองเลือกใชเกลด็ปลานิล 
 



การตรวจเอกสาร 
 
1. ลักษณะทั่วไปของปลากะพงแดงและปลานลิ 
 

1.1 ปลากะพงแดง   
 

ปลากะพงแดง (red snapper, mangrove jack) เปนปลาน้ําเค็มชนิดหนึ่งทีส่ามารถอาศัย
อยูในน้ํากรอยหรือน้ําจืดได มีช่ือทางวิทยาศาสตรวา Lutjanus argentimaculatus อยูในวงศปลา
กะพงแดง (Lutjanidae) รูปรางลําตัวหนาและดานขางแบน หัวโตแหลมยาว ลักษณะโดยทั่วไปคลาย
ปลากะพงขาวแตมีสวนหัวและลําตัวที่ยาวกวา มีฟนเขี้ยวแหลมคมโงงเห็นชัดเจน 2 ซ่ีในปาก คอด
หางมีขนาดใหญและแข็งแรง เกล็ดใหญมีขอบหยักเปนหนามเมื่อลูบจะสากมือ (Ctenoid) ครีบหลัง
อันแรกมีกานครีบเปนหนามแข็ง ปลายแหลม อันที่สองเปนครีบออนมีขนาดใกลเคยีงกัน ครีบใหญ
ปลายมนกลม พื้นลําตัวสีแดงหรือแดงสด ขนาดของปลาที่พบใหญสุดถึง 1.5 เมตร นิยมอยูรวมกัน
เปนฝูงในปาชายเลน ปากแมน้ํา หรือบริเวณทะเลชายฝง  

 
กะพงแดงเปนปลาที่สามารถเพาะขยายพนัธุได รสชาติดี นิยมบริโภค เปนปลา

เศรษฐกิจ และนิยมตกเปนเกมกีฬา อีกทั้งยงัเล้ียงเปนปลาสวยงามไดอีกดวย กะพงแดง ยังมีช่ือเรียก
แตกตางกันไป ไดแก กะพงสีเลือด หรือ กะพงแดงปาชายเลน เปนตน (วกิพิีเดีย สารานกุรมเสรี, 2550 ก) 
  

1.2 ปลานิล   
 

ปลานิล (Nile tilapia) เปนปลาน้ําจืดชนิดหนึ่ง ในวงศปลาหมอสี (Cichlidae) มีช่ือทาง
วิทยาศาสตรวา Oreochromis niloticus (ช่ือเดิมคือ Tilapia nilotica) ปลานิลสามารถอาศัยอยูไดใน
น้ําจืดและน้ํากรอย มีถ่ินกําเนิดอยูที่ทวีปแอฟริกา พบทั่วไปตามหนอง บึง และทะเลสาบ ในประเทศ
ซูดาน ยูกนัดา แทนแกนยิกา ปลานิลเขาสูประเทศไทยครัง้แรกโดยสมเด็จพระจักรพรรดิอะกิฮิโตะ 
เมื่อคร้ังดํารงพระอิสริยยศมกุฎราชกุมารแหงประเทศญีปุ่น ซ่ึงทรงจัดสงเขามาทูลเกลาถวาย
พระบาทสมเดจ็พระเจาอยูหวั เมื่อวนัที่ 25 มีนาคม พ.ศ. 2508  

 
ปลานิล เปนปลาเศรษฐกิจ แพรขยายพนัธุงาย และมีรสชาติดี รูปรางคลายปลาหมอเทศ 

แตกตางกนัทีป่ลานิลมีลายสีดําและจุดสขีาวสลับกันไป บริเวณครีบหลัง ครีบกนและลําตัวมีสีเขียว
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ปนน้ําตาล มีลายดําพาดขวางตามลําตัว มีความยาวประมาณ 10-30 เซนติเมตร (วกิิพีเดีย สารานุกรม
เสรี, 2550 ข) 
 
2. เกล็ดปลา   
 
 รางกายของสัตวมีกระดูกสนัหลังหลายชนิดปกคลุมดวยเกล็ด เกล็ดมตีนกําเนดิมาจาก 2 
แหลงใหญ คือ ผิวหนังชั้นนอกและผิวหนงัชั้นใน เกล็ดในสัตวมีกระดกูสันหลังชั้นสงู เชน เกล็ดงู มี
ตนกําเนดิมาจากผิวหนังชั้นนอก เรียกเกลด็ชนิดนีว้า epidermal scale สําหรับเกล็ดปลาเรียกวา 
dermal scale มีตนกําเนดิจากผิวหนังชั้นใน เนื่องจากเปนสวนทีย่ื่นออกมาภายนอกรางกายและ
หอหุมตวัปลา จึงอาจถือวาเปนโครงกระดูกภายนอก (exoskeleton) บางครั้งเรียกอีกชือ่หนึ่งวา 
integumentary skeleton ปลาบางชนิดไมมีเกล็ด เชน ปลาดุก ปลากระเบนไฟฟา ปลาบางชนิดมี
เกล็ดขนาดเลก็มากและฝงแนนในผวิหนัง เชน ปลาไหล ปลาบางชนดิมีเกล็ดตามตวัเปนหยอมๆ 
หรือบางชนิดมีเพียง 2-3 แถวเทานัน้ เกล็ดของปลาบางชนิดแผเปนแผนบางหอหุมรอบตัว เกล็ดปลา
บางชนิดยดึตดิแนนกับผิวหนังและบางชนดิหลุดงาย (วิมล, 2540) 
 

2.1 ชนิดของเกล็ดปลา   
 

เกล็ดปลามีโครงสรางและสวนประกอบแตกตางกันไป อาจแบงเกล็ดออกตามลักษณะ
โครงสรางได 2 ชนิดใหญๆ (วิมล, 2540; อัมพร, 2545) ดงันี้  
 

2.1.1 เกล็ดปลาพลาคอยด (placoid scale) 
 

พบในกลุมปลากระดกูออน ไดแก ปลาฉลามและปลากะเบน เกล็ดพลาคอยดมี
ขนาดเทาเดิม แมวาปลาจะตวัโตขึ้น เกล็ดนี้จะปกคลุมตลอดทั้งตัวรวมถึงสวนของครีบดวย โดยจะมี
การหลุดแตสามารถสรางขึ้นมาทดแทนได รูปรางของเกล็ดอาจจะแตกตางกันในปลาแตละชนิด 
เชน เปนปุม เปนแผน การเรยีงตัวของเกล็ดไมเปนแบบแผนตอแผน แตจะเหลื่อมกันไปเรื่อยๆ 
ยกเวนบริเวณเสนขางตัว (ภาพที่ 1 และภาพที่ 2) 
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2.1.2 เกล็ดน็อนพลาคอยด (non-placoid scale) แบงออกเปน 
 

ก. เกล็ดคอสมอยด (cosmoid scale)      
 

      พบในซากดึกดําบรรพของปลามีปอดและปลาซีลาแคนธ เปนเกลด็ที่มี
ความแข็งแรงมากกวาเกล็ดพลาคอยด เกลด็คอสมอยดมกีารเจริญเฉพาะขอบที่อยูใตผิวหนังเทานั้น 
สวนที่โผลออกมาขางนอกจะไมเจริญ รูปรางของเกล็ดเปนรูปสี่เหล่ียมขนมเปยกปนู (rhomboid) 
หรือกลม (cycloid) ปจจุบันพบเฉพาะในปลาซีลาแคนธเทานั้น สวนปลามีปอดไดมวีิวัฒนาการของ
เกล็ดเปนแบบของปลาชั้นสูงไปแลว (ภาพที่ 2) 

 
ข. เกล็ดกานอยด (ganoid scale)     

 
      เกล็ดเปนรูปสี่เหล่ียมขนมเปยกปนูหนาๆ มีหนามแหลมโผลขึ้นมาขางบน 

เขาใจวามีววิัฒนาการมาจากเกล็ดคอสมอยด แยกออกไดเปน 2 แบบ คือ เกล็ดพาลีออนีสคอยด
(palaeoniscoid scale) และเกล็ดเลปโดสตีออยด (lepidostroid scale) เกล็ดกานอยดมกีารเจริญไดทกุ
สวน รวมทั้งดานที่โผลขึ้นมานอกผิวหนัง ปจจุบันพบในปลาหรีด ปลาการ ปลาสเตอรเจียน และ
ปลาแพดเดิ้ล (ภาพที่ 1 และภาพที่ 2) 

 
ค. เกล็ดอีลาสมอยด (elasmoid scale) หรือโบนี-ริดจ (bony-ridge scale)   

 
      เกล็ดอีลาสมอยดเปนเกลด็ของปลากระดูกแข็งชัน้สูง มีวิวัฒนาการมาจากเกล็ด

เลปโดสตีออยด เกล็ดมีลักษณะบางใสและหักงอได เกล็ดมีการเจริญเติบโตไดทุกสวน แบงออกเปน 2 
ชนิด คือ เกล็ดขอบเรียบ (cycloid scale) มีลักษณะของขอบเกล็ดเรียบ เวลาลูบจากทางหางไปยังหวัจะไม
รูสึกสากมือ (ภาพที่ 1 และภาพที่ 2) และเกลด็ของหยกั (ctenoid scale) มีลักษณะของขอบเกล็ดเปน
หนามแหลม ขรุขระ เวลาลูบจากหางไปยังหวัจะรูสึกสากมอื (ภาพที่ 1 และภาพที่ 2) เกล็ดอีลาสมอยด
เรียงเปนแบบเลื่อมซอนกัน สวนหนาของเกล็ดฝงอยูภายในผิวหนัง เกล็ดเหลานี้มีลวดลายแตกตางกัน
ขึ้นกับอัตราการเติบโตของปลา การเจริญของเกล็ดเริ่มจากจุดศูนยรวม (focus) แลวเจรญิออกไปเปนวงๆ 
เรียกวา วงของเกล็ด (circulur) วงเหลานี้มีความกวางไมเทากนั ถัดจากวงของเกล็ดหลายๆวง จะมวีงหนึ่ง
ซ่ึงมีสีเขม ชัดเจนกวาวงอืน่ๆ เรียกวา วงป (annulus) ซ่ึงใชคํานวณอายแุละอัตราการเติบโตของปลาได 
เนื่องจากวงเหลานี้จะขยายมากหรือนอยขึน้กับอาหารการกินของปลาในแตละฤดูกาล 
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      ปลาที่มีเกล็ดขอบเรียบ สวนใหญเปนปลาที่มีวิวัฒนาการต่ําและเกล็ดหลุด
งาย เชน ปลาหลังเขียว ปลากะตัก และปลาตะเพยีน ปลาที่มีเกล็ดขอบหยัก สวนใหญเกล็ดจะตดิ
แนนกับลําตัว เปนปลาที่มีววิฒันาการสูง มีกานครีบแข็ง และเกล็ดอาจมีขนาดไมเทากันตลอดลําตวั 
เชน ปลาจวด ปลาหมอ และปลาสาก เปนตน 
 

 
 
ภาพที่ 1  เกล็ดปลาชนิดตางๆ ซ่ึงแบงตามลักษณะโครงสราง 
ท่ีมา: Anonymous (n.d.) 

 

 
ภาพที่ 2  ตัวอยางเกล็ดปลาของปลาบางชนิด 

2.1 เกล็ดคอสมอยดของปลามีปอด 
 2.2 เกล็ดกานอยดของปลาการ 
 2.3 เกล็ดพลาคอยดของปลาฉลาม 
 2.4 เกล็ดไซคลอยของปลาโบวฟนและปลากระดกูแข็งทัว่ไป 
 2.5 เกล็ดทีนอยดของปลาหมอและปลากระดูกแข็ง 
ท่ีมา: สุภาพร (2542) 
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2.2 คุณสมบัติของเกล็ดปลา     
 

จากรายงานของประเสริฐ (2524) ไดกลาวถึงองคประกอบทางเคมีของเกล็ดปลาชนดิ
ตางๆไวในตารางที่ 1 ซ่ึงพบวาเกล็ดปลามีสารประกอบไนโตรเจนอยูคอนขางสูงประมาณ 25–35% 
แตอยูในรูปของโปรคอลลาเจน และมีโปรตีน Ichthlipidin ซ่ึงมีลักษณะตางจากโปรคอลลาเจน คือ
ละลายไดในน้าํรอน 
 
ตารางที่ 1  องคประกอบทางเคมีของเกล็ดปลาชนิดตางๆ 
 

ปริมาณ (%) 
ชนิดของปลา น้ํา ไขมัน สารไนโตรเจน 

(N x 6.25) 
เกลือแร ฟอสฟอรัส 

Herring 
Sardine 
Pike-perch 
Barb 
Bream 
Pike 

51.5 – 56.0 
32.5 – 38.5 
51.5 – 57.5 
51.0 – 54.5 
54.5 – 60.5 
55.5 – 57.5 

0.5 – 1.0 
0.5 – 1.5 
0.1 – 0.8 
0.4 – 0.5 
0.1 – 0.5 

0.1 

26.5 – 28.5 
29.5 – 36.5 
19.5 – 26.5 
32.0 – 34.0 
25.0 – 31.0 
24.5 – 26.5 

16.5 – 18.5 
29.0 – 32.0 
19.5 – 23.5 
14.0 – 15.5 
14.0 – 15.0 

17.0 

0.5 – 0.6 
- 

4.5 – 8.0 
1.2 – 2.1 
1.0 – 2.0 
2.3 – 3.2 

ท่ีมา: ประเสริฐ (2524) 
 

นอกจากนี้ Fahmi et al. (2004) ไดรายงานถึงองคประกอบทางเคมีโดยน้ําหนกัแหง
ของเกล็ด sea bream พบวาประกอบดวย โปรตีน 51.2% ไขมัน 0.1% สารอินทรียอ่ืนๆ 1.4% และ
สารอนินทรีย 47.3% และจากรายงานของ Nagai et al. (2004) ยังแสดงขอมูลเกี่ยวกับองคประกอบ
ของเกล็ดปลาทั่วไปวาประกอบดวย ความชื้น 70% โปรตีน 27% ไขมัน 1% และเถา 2% โดย
โปรตีนในเกลด็ปลาสวนใหญ คือ คอลลาเจน 

 
จากการศึกษาของ Ikoma et al. (2003 a) เกี่ยวกับโครงสรางของเกล็ดปลา Pagrus 

major พบวาประกอบดวย extracellular matrix ที่มีคอลลาเจน type I จัดเรียงตัวกนัเปนโครงสราง 3 
มิติ และมี calcium-deficient hydroxyapatite (Ca10(PO4)6(OH)2) ประกอบอยูในโครงสราง และได
ศึกษาคา tensile strength (คา stress ที่จุดแตกหัก) ของเกล็ดปลา Pagrus major ซ่ึงมีคาเฉลี่ย
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ประมาณ 93 + 1.8 MPa (n = 10) จาก tensile stress–strain curve (ภาพที่ 3) ในชวงแรกของกราฟ
ความสัมพันธจะเปนเสนตรง ทําใหทราบคา Young’s modulus (stress/strain) เปน 2.2 + 0.3 GPa 
ซ่ึงคานี้แสดงถึงความแข็ง (stiffness) ที่ต่ํา เนื่องจากเกล็ดปลามีปริมาณแรธาตุต่ํา (46%) เมื่อ
เปรียบเทียบกบั red deer (~50%, 6.1 GPa) และ axis deer (~80%, 31.6 GPa) จะเห็นวาปริมาณแร
ธาตุและคา Young’s modulus มีความสัมพันธกัน ซ่ึง Currey and Brear (1990) และ Mann (2001) 
ไดอธิบายถึงลักษณะ tensile stress–strain curve ที่แสดงถึงคุณสมบัติความเปนพลาสติก (plastic 
yielding) ซ่ึงมีลักษณะดังภาพที่ 3 คือ ที่คา stress สูง เกล็ดปลาจะสามารถรับแรงตอไปไดอีกระยะ
หนึ่งกอนที่จะฉีกขาดอยางถาวร ลักษณะดงักลาวแสดงถงึคุณสมบัติความเปนพลาสติกของ
เกล็ดปลา ซ่ึงจากภาพเกล็ดปลาที่ไดจากกลอง SEM (ภาพที่ 4) พบวาเกล็ดปลาประกอบดวย
โครงสรางคอลลาเจนที่เปนเสนใย เมื่อเกิดการฉีกขาดโครงสรางคอลลาเจนจะแยกออกเปนเสนใย 
(ความหนาประมาณ 2–3 μm) ทําใหสามารถรับแรงตอไดอีกระยะหนึ่งกอนการฉีกขาดอยางถาวร 
สงผลใหเกิดคณุสมบัติความเปนพลาสติก ณ จุด yield point (จุดที่มีคา strain สูงสุด กอนการเปลี่ยน
สภาพจาก elastic เปน plastic) สวนเกล็ดปลาที่กําจัดแคลเซียมออกนั้นจะมคีา tensile strength และ 
Young’s modulus ลดลงเหลือ 36 + 8.4 MPa และ 0.53 + 0.06 GPa (n = 10) ตามลําดับ อยางไรก็
ตามพฤติกรรมการแตกหักยงัคงเหมือนกับเกล็ดปลาที่ไมไดผานการกําจัดแคลเซียม นั่นคือ ยังคง
แสดงคุณสมบตัิความเปนพลาสติก 
 

 
 

ภาพที่ 3  Tensile stress–strain curve ของเกล็ดปลา P. major (n = 10) เสนกราฟบริเวณที่วงกลม 
  แสดงถึงคุณสมบัติความเปนพลาสติกของเกล็ดปลากอนการฉีกขาดอยางถาวร 

ท่ีมา: Ikoma et al. (2003 a) 
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ภาพที่ 4  ภาพจากกลอง SEM ของเกล็ดปลาที่แตกหกั แสดงใหเห็นถึงโครงสรางคอลลาเจน 
 และโครงสรางที่ถูกดึงออกเปนเสนใยคอลลาเจน 

ท่ีมา: Ikoma et al. (2003 a) 
 

ในปจจุบนัมีการนําเกล็ดปลาไปใชประโยชนมากมาย เชน นาํมาทําเปนดอกไมประดิษฐ 
(นิรนาม, ม.ป.ป.) เครื่องประดับประเภทโบวติดผม เข็มกลัดติดเสื้อ ตางหู เปนตน หรือใชตกแตง
ของใช เชน กรอบรูป กระจก กลองใสนามบัตร แจกนั เปนตน (จงจิตร, ม.ป.ป.) การสกัดคอลลา
เจนจากเกล็ดปลาเปนอีกทางเลือกหนึ่งของการใชประโยชน โดยที่คอลลาเจนที่สกัดไดสามารถ
นํามาใชประโยชนไดหลากหลาย เชน ใชเปนสวนประกอบในอาหาร ใชในทางการแพทยและทาง
เภสัชกรรม ใชเปนแคปซูลยา  ใชในเครื่องสําอางบํารุงผิวและในอุตสาหกรรมเครื่องหนัง (Swan 
and Torley, 1991) ซ่ึงทําใหเกิดมูลคาเพิ่มสงูขึ้น จากสถิติปริมาณการสงออกสินคาประมงของ
ประเทศไทยในป พ.ศ. 2540–2543 พบวา ในแตละปประเทศไทยมีการสงออกผลิตภัณฑจากปลาแช
เย็นและปลาแชเยือกแข็งจํานวนมาก และมีปริมาณเพิ่มขึ้นอยางตอเนือ่ง กลาวคือในป พ.ศ. 2540 มี
ปริมาณ 98,417 เมตริกตัน และเพิ่มเปน 122,809 เมตริกตนั ในป พ.ศ. 2543 (มัทนา, 2545) ซ่ึงทําให
สามารถคาดคะเนถึงปริมาณเกล็ดปลาที่เปนของเหลือทิ้งจากผลิตภัณฑปลาไดวามีจํานวนมาก
เชนกัน ดังนั้นจึงนาสนใจที่จะนําเกล็ดปลา ซ่ึงเปนของเหลือทิ้งเหลานี้ไปเพิ่มมูลคา โดยการสกดั
คอลลาเจนจากเกล็ดปลา 
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3. เนื้อเยื่อเก่ียวพัน   
 

เนื้อเยื่อเกี่ยวพนั เปนเนื้อเยื่อที่ประกอบดวยโปรตีนหลายชนิด และสารประกอบเชิงซอน
โพลีแซคคาไรด ซ่ึงโปรตีนที่พบในเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน ไดแก คอลลาเจน อีลาสติน และเรติคิวลิน โดย
ที่โปรตีนสวนใหญที่พบ คือ คอลลาเจน สวนสารประกอบอื่นที่ไมใชคอลลาเจน ไดแก อีลาสติน 
โปรติโอไกลแคน และโพลีแซคคาไรดขนาดใหญ ซ่ึงโปรติโอไกลแคนและโพลีแซคคาไรดขนาด
ใหญนี้จะอยูรวมกับน้ํา เกิดเปนสารที่เรียกวา ground substance เนื้อเยือ่เกีย่วพนัทีแ่ตกตางกนั จะมี
ปริมาณของคอลลาเจนและสารประกอบอื่นที่ไมใชคอลลาเจนที่แตกตางกัน แตสวนใหญจะพบ
สารประกอบอื่นที่ไมใชคอลลาเจนอยูในปริมาณนอย ตวัอยางเชน เอน็ จะมีปริมาณคอลลาเจนอยู
ประมาณ 95% (น้ําหนักแหง) สวนอีลาสตินจะมีอยูเพียงเล็กนอยประมาณ 1% (น้ําหนกัแหง)  
(Bailey and Light, 1989) 

 
เนื้อเยื่อเกี่ยวพนัในสัตวช้ันสงูสามารถแบงไดเปน 2 ชนิด ไดแก skeletal tissues และ soft 

connective tissue โดยที่ skeletal tissues จะประกอบดวย เนื้อเยื่อเกี่ยวพนัที่มีแรธาตุเปน
องคประกอบในปริมาณสูง (mineralized connective tissue) เชน กระดกู ฟน และกระดูกออน สวน 
soft connective tissue เปนเนือ้เยื่อเกีย่วพันที่มีแรธาตุเปนองคประกอบนอย เชน หนัง เอ็น (tendons: 
เอ็นที่ยึดระหวางกลามเนื้อกบักระดกู) พังผืด (ligaments: เอ็นที่ยึดระหวางกระดูกกับกระดกู) หลอด
เลือด และเนื้อเยื่อเกีย่วพันทัง้อวัยวะภายในและภายนอก (Bailey and Light, 1989) 
 
4. คอลลาเจน   
 

คอลลาเจนเปนโปรตีนหลักที่พบในเนื้อเยือ่เกี่ยวพัน พบมากในรางกายของสัตวที่มีและไม
มีกระดกูสันหลัง ซ่ึงมีประมาณ 30% ของโปรตีนทั้งหมด โดยจะพบมากในผิวหนัง เอ็น กระดกู 
และกระดูกออน โดยที่ปริมาณคอลลาเจนจะแตกตางกันไปขึ้นกับชนิดของเนื้อเยื่อและอายุของสัตว 
(Balian and Bowes, 1977; Bailey and Light, 1989; Poppe, 1992) สวนลักษณะของคอลลาเจน
โดยทั่วไปคลายคลึงกันจะตางกันเพยีงเล็กนอยในองคประกอบของกรดแอมิโน ซ่ึงทาํใหคุณสมบัติ
โดยทั่วไปของคอลลาเจนตางกันไป ปจจัยสําคัญที่พบวามีอิทธิพล คือ สายพันธุและชนิดของ
เนื้อเยื่อ (มาลัยวรรณ และ วรรณวิบูลย, 2549) 
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4.1 โครงสรางของคอลลาเจน   
 

คอลลาเจนมอนอเมอรเปนโปรตีนทรงกระบอก ยาว (long cylindrical protein) มีความ
ยาวประมาณ 2800 AO และมีเสนผาศูนยกลางประมาณ 14-15 AO ซ่ึงประกอบดวยสายโพลีเปปไทด 
3 สาย ซ่ึงแตละสายเรียกวา สายแอลฟา (α-chain) และแตละสายจะมกีรดแอมิโนมากกวา 1000 ตัว
ตอกัน โดยทัว่ไปจะประกอบดวย กรดแอมิโนชนิดไกลซีน (Glycine: Gly) ประมาณ 1 ใน 3 ของ
กรดแอมิโนทัง้หมดในโมเลกุลคอลลาเจน และมีกรดอิมโิน (imino acid) ประมาณ 1 ใน 4 โดยแยก
เปนโพรลีน 12% และไฮดรอกซีโพรลีน 11% (Ward and Courts, 1977) ซ่ึงลักษณะการเรียงตัวของ
กรดแอมิโนจะมีลักษณะซ้ําๆกันของ -Gly-X-Y- โดย X และ Y มักเปนโพรลีนและไฮดรอกซีโพ
รลีนตามลําดับ ดังภาพที่ 5 (a) แตก็สามารถเปนกรดแอมิโนชนิดอื่นไดเชนกัน ยกเวน ทริปโตเฟน 
(Tryptophan) การสังเคราะหไฮดรอกซีโพรลีนในคอลลาเจนเกดิขึ้นหลังจากการสังเคราะหสายโพลี 
เปปไทดแลว โดยโพรลีนจะเกิดปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชั่น (Hydroxylation) ซ่ึงเรงโดยเอนไซมโพร
ลีนไฮดรอกซีเลส (proline hydroxylase) เกิดเปนไฮดรอกซีโพรลีน ซ่ึงตองการกรดแอสคอรบิก 
(วิตามนิซี) สําหรับการทํางานของเอนไซม การขาดวิตามนิซีทําใหคอลลาเจนสรางเสนใยทีไ่ม
สมบูรณ เชน ทําใหเกิดโรคลักปดลักเปด (scurvy) (Foegeding et al., 1996; Friess, 1998; 
มาลัยวรรณ และ วรรณวิบูลย, 2549) 

 
ปฏิกิริยาออกซิเดชันที่สําคัญ 2 ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นในคอลลาเจน ซ่ึงจะเปลี่ยนโพรลีน

เปนไฮดรอกซโีพรลีน และเปลี่ยนไลซีนเปนไฮดรอกซไีลซีน ซ่ึงปฏิกิริยานี้จะถูกเรงโดยเอนไซม
โพรลีนไฮดรอกซีเลส (proline hydroxylase) และ ไลซีนไฮดรอกซีเลส (lysine hydroxylase) 
ตามลําดับ ระบบเอมไซมดังกลาวมีการใช oxygen, α-ketoglutarate, ferrous ion, และ reducing 
substance เชน ascorbate และถาปฏิกิริยาออกซิเดชันนี้มีตัวเรงเปนเอนไซม lysyl oxidase (copper 
containing enzyme) จะมีการเปลี่ยนแปลงไดเปน 1-amino-1-carboxy-pentan-5-al ซึ่งเปนสารที่
เกี่ยวของกับการเกิดพันธะเชื่อมขามของคอลลาเจน (Foegeding et al., 1996) 
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ภาพที่ 5  โครงสรางของคอลลาเจน 

(a) ลําดับของกรดแอมิโน  
(b) โครงสรางของโทรโปคอลลาเจน  
(c) การจัดเรียงตัวของโทรโปคอลลาเจนเปนเสนใยคอลลาเจน 

ท่ีมา: Friess (1998)  
 

แตละสายของโพลีเปปไทดจะวนเปนเกลียวไปทางซาย (left-hand helix) โดยมีพนัธะ
ไฮโดรเจน ซ่ึงแตละรอบมี 3.3 residues และมีระยะหางระหวางเกลียวเทากับ 0.87 นาโนเมตร แสดง
ดังภาพที่ 5 (a) จากนั้นสายโพลีเปปไทดทัง้ 3 สายจะพนัรอบกันเองเปนเกลียววนขวา (right-hand 
helix) โดยมีพนัธะไฮโดรเจนเชื่อมระหวางสายโพลีเปปไทดแตละสาย ซ่ึงเรียกสายเปปไทดที่บิด
รวมกัน 3 สายนี้วา โทรโปคอลลาเจน (tropocollagen) ซ่ึงมีระยะหางระหวางเกลียวประมาณ 8.6 นา
โนเมตร น้ําหนักโมเลกุลของโทรโปคอลลาเจนจะประมาณ 300 kDa ความยาว 300 นาโนเมตร มี
เสนผาศูนยกลางประมาณ 1.5 นาโนเมตร ดังภาพที่ 5 (b) นอกจากนี้ยังมีบริเวณทีไ่มบิดรวมตวักัน
เปนเกลียว เรียกบริเวณนีว้า ทีโลเปปไทดโซน (telopeptide zone) โทรโปคอลลาเจนจะเรียงตัวขนาน
กันโดยมแีรงแวนเดอรวาลส  (Vander Waals force) และไฮโดรโฟบิก (Hydrophobic) เชื่อมระหวางโทร
โปคอลลาเจนทําใหเกิดลักษณะเปนเสนใยของคอลลาเจน ดังภาพที่ 5 (c)  

 
โพลีเปปไทดของคอลลาเจนสวนใหญเปนฮลิีกซ ยกเวนที่ปลายแตละดานของฮีลิกซจะ

มีความแตกตางจากโครงสรางแอลฟาฮีลิกซ (α-helical structure) เนื่องจากคอลลาเจนอดุมไปดวยไฮ
ดรอกซีโพรลีน (Hydroxyproline: Hyp) และโพรลีน (Proline: Pro) ซึ่งเปนตัวที่เขาไปสอดแทรกใน
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โครงสรางแอลฟาฮีลิกซ โมเลกุลของคอลลาเจนจะเชื่อมตอกันแบบหัวตอหาง (end to end) และ
สรางเปนเสนใยคอลลาเจน ดงัแสดงในภาพที่ 6 เสนใยคอลลาเจนบางทีก็จัดเรยีงตัวแบบขนานกัน 
เพื่อเพิ่มความแข็งแรงใหมากขึ้น เชน ในเอ็น หรืออาจมกีิ่งมากและจัดเรียงตัวไมเปนระเบียบ เชน 
ในหนัง ดังภาพที่ 7 และจากการที่คอลลาเจนเปนโปรตนีชนิดเดียวที่อุดมไปดวยไฮดรอกซีโพรลีน 
ซ่ึงมีมากถึงประมาณ 10% ของคอลลาเจนในสัตวเล้ียงลูกดวยนม  และไฮดรอกซีโพรลีนเองจะพบ
ในโปรตีนชนดิอื่นๆปริมาณนอย ดังนั้น ไฮดรอกซีโพรลีนจึงมักเปนตวับงชี้ปริมาณคอลลาเจนใน
ตัวอยางอาหาร (Foegeding et al., 1996) 

 

 
 

ภาพที่ 6  โครงสรางซอนทับของเสนใยคอลลาเจนที่มีผลตอรูปแบบของแถบ (banding pattern) 
  ของเสนใยคอลลาเจนที่ผานการเตรียมตวัอยาง เมื่อสองดูดวยกลองจลุทรรศนอิเลคตรอน 
  ชนิดสองผาน 

ท่ีมา: Foegeding et al. (1996) 
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ภาพที่ 7  ลักษณะการเรียงตวัของเสนใยคอลลาเจนในเอน็ พังผืด และหนัง 
ท่ีมา: Kosmahl (n.d.) 
 

4.2 คุณสมบัติของคอลลาเจน 
 

การที่โครงสรางของคอลลาเจนมีลักษณะเปนเกลียวโดยมีพันธะไฮโดรเจนเชื่อม ดัง
ภาพที่ 5 (b) ทําใหคอลลาเจนมีความแข็งแรงมากขึ้น ความคงตัวมากขึน้ และเกิดปฏกิิริยากับ
โมเลกุลอ่ืนไดยาก ทําใหคอลลาเจนไมสามารถละลายน้ําได (Creighton, 1993) ซ่ึงความแข็งแรง
ของคอลลาเจนโมเลกุลยังเกดิจากการสรางสะพานเชื่อมตอกันทั้งภายในและระหวางโมเลกุล (intra 
และ inter molecular cross linkage) สัตวที่มีอายุมากจะมีปริมาณสะพานเชือ่มเพิม่ขึ้น จึงทําใหคอลลา
เจนมีความแข็งแรงมากขึ้น (Foegeding et al., 1996; Friess, 1998; มาลัยวรรณ และ วรรณวิบูลย, 2549) 

 
คอลลาเจนเปนโปรตีนที่ไมละลายในกรดหรือเบสเจือจาง แตจะพองตวั และเมื่อความ

เขมขนของกรดหรือเบสมากขึ้นจะทําใหคณุสมบัติการละลายเพิ่มขึ้น เนื่องจากพนัธะเชื่อมขามของ
คอลลาเจนถูกทําลายบางสวน แมวาที่สภาวะเปนกลาง คอลลาเจนจะมโีครงสรางที่แนนและมีความ
แข็งแรงมาก แตโมเลกุลเดี่ยวๆก็ยังสามารถแยกตัวออกมาได โดยการลด ionic strength และ pH 
เปนผลใหคอลลาเจนเกดิการพองตัวและละลายในที่สุด อยางไรก็ตามโมเลกุลดังกลาวยังคงสภาพ
เดิม (native form) คือยังคงมีฮีลิกซ 3 สายอยู และหากทําใหสภาวะดังกลาวกลับมาอยูในสภาวะเดิม 
ก็มีความเปนไปไดที่คอลลาเจนจะสามารถกลับสูสภาพเดิม แตส่ิงสําคัญตองหลีกเลี่ยงความรอน 
เนื่องจากฮีลิกซจะเสียสภาพที่อุณหภูมิระหวาง 35-40OC ส่ิงนี้เปนสิ่งที่บงชี้อุณหภมูิในการหดตวั 
(shrink temperature) ของคอลลาเจน และจะเกดิอยางรวดเร็วที่อุณหภูมวิิกฤต (critical temperature) 
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ซ่ึงตรวจวดัโดย pyrrolidine-residue (proline และ hydroxyproline) content ในคอลลาเจน เชน 
อุณหภูมิวกิฤตในการหดตวัของคอลลาเจนจากปลา เอ็นทีห่างหน ูและกลามเนื้อวัว จะอยูที่ประมาณ 
45 61 และ 64OC ตามลําดับ และถาใหความรอนสูงกวาอณุหภูมิที่ทําใหคอลลาเจนหดตัวได จะทํา
ใหคอลลาเจนเปลี่ยนเปนเจลาติน แตทั้งนีต้องมีน้ําอยูดวยในขณะใหความรอน (Bendall, 1964; 
มาลัยวรรณ และ วรรณวิบูลย, 2549) 
 

การที่โครงสรางคอลลาเจนประกอบดวยโพรลีน จะชวยเพิ่มความคงตัวใหกับ
โครงสรางฮีลิกซ โดยชวยในการปองกันการหมุนของพันธะระหวางไนโตรเจนและคารบอน (N-C 
bond) สวนไฮดรอกซีโพรลีน ก็มีสวนชวยเพ่ิมความคงตวัใหกับโมเลกลุของคอลลาเจน ซ่ึงคอลลา
เจนที่มีความเขมขนของกรดอิมิโนนอยจะมีการเสื่อมสภาพที่อุณหภมูิต่ํากวาที่ความเขมขนของ
กรดอิมิโนสูง ดังภาพที่ 8 ปริมาณกรดอิมิโนในคอลลาเจนจากปลาตอความคงตัวตอความรอน 
(thermal stability) มีความเกีย่วของกับอณุหภูมิของแหลงน้ําที่สัตวเหลานี้อาศัยอยู อีกทั้งปริมาณโป
รติโอไกลแคน (proteoglycan) และ ไกลโคโปรตีน (glycoprotein) ก็สามารถสงผลตอความคงตัวตอ
ความรอนของคอลลาเจนดวย 

 

 
 

ภาพที่ 8  ความสัมพันธระหวางปริมาณกรดอิมิโนทั้งหมด (โพรลีน + ไฮดรอกซีโพรลีน) ของ 
 คอลลาเจนตางๆจากตัวอยางตางๆ และ molecular melting temperatures (Tm) ของ 
 คอลลาเจนเหลานี้ 

ท่ีมา: Foegeding et al. (1996) 
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4.3 ชนิดของคอลลาเจน     
 

ปจจุบันสามารถแบงคอลลาเจนออกเปน 25 ชนิด โดยแบงตามลําดับของกรดแอมิโน 
มวลโมเลกุล สวนประกอบของหนวยยอย (subunit) ความยาวของสายฮีลิกซ คุณสมบัติ และขนาด
ของสวนที่ไมเปนฮีลิกซ (non-helix portion) (Friess, 1998) อีกทั้งแบงตามขอมูลลําดับดีเอ็นเอ และ/
หรือ โปรตีน (Olsen et al., 2003) ดังตารางที่ 2 

 
ตารางที่ 2  ชนดิของคอลลาเจน หนวยยอย และตําแหนงที่พบ 
 
Collagen 

type 
Chain composition Tissue distribution 

I (α1(I))2 α2(I), trimer 

(α1(I))3 

Skin, tendon, bone, cornea, dentin, fibrocartilage, 
large vessels, intestine, uterus, dermis 

II (α1(II))3 Hyaline cartilage, vitreous, nucleus pulposus, 
notochord 

III (α1(III))3 Large vessels, uterine wall, dermis, intestine, heart 
valve, gingiva (usually coexists with type I except 
in bone, tendon, cornea) 

IV (α1(IV))2α2(IV) Basement membranes in all organs 
V α1(V) α2(V)(3(V) or (α1 

(V))2α2(V) or (α1(V))3 

Cornea, placental membranes, bone, large vessels, 
hyaline cartilage, gingival, tendons, interstitial 
tissues 

VI α1(VI) α2(VI) α3(VI) Descemet’s membrane, skin, nucleus pulposus, 
heart muscle, liver, kidney, perichondrium 

VII (α1(VII))3 Skin, placenta, lung, cartilage, cornea, 
epidermal/dermal junction 

VIII α1(VIII) α2(VIII) chain 
organization  of  helix 
unknown 

Produced by endothelial cells, Descemet’s  
membrane 

IX α1(IX) α2(IX) α3(IX) Cartilage 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 
Collagen 

type 
Chain composition Tissue distribution 

X (α1(X))3 Hypertrophic and mineralizing cartilage 

XI 1α2α3α1 or α1(XI) 

α2(XI) α3(XI) 

Cartilage, intervertebral disc, vitreous humour 

XII (α1(XII))3 Chicken embryo tendon, bovine periodontal 
ligament, tendons and fibril associated collagen 

XIII Unknown Cetal skin, bone, intestinal mucosa, epidermis, hair 
follicles, and nail root cells 

XIV Unknown Same as Type I 

XV Unknown Many tissues, homology to Type XVIII 

XVI Unknown Under study 

XVII Unknown Hemidesmosomes and skin 

XVIII Unknown Liver and kidney 

XIX Unknown Eyes, brain, testes, and embryonic tissues  

XX - XXV Unknown Unknown 

ท่ีมา: Friess (1998); Olsen et al. (2003) 
 

คอลลาเจน type I พบไดเปนสวนใหญในสัตวช้ันสูง ในสวนของหนัง เอ็น และกระดกู 
ซ่ึงประกอบดวย 3 สาย ไดแก สาย α1(I) จํานวน 2 สาย และ α2(I) จํานวน 1 สาย ซ่ึงสาย α1 และ 
α2 จะมีสวนประกอบของกรดแอมิโนทีแ่ตกตางกัน นอกจากนี้อาจพบสาย α1(I) จาํนวน 3 สายซ่ึง
พบไดนอยมาก  

 
คอลลาเจน type II พบไดสวนใหญในกระดูกออน ประกอบดวยสาย α1(II) จํานวน 3 

สาย ซ่ึงเชื่อกันวามีลักษณะคลายสาย α1(I)   
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คอลลาเจน type III พบไดปริมาณนอย (ประมาณ 10%) สวนใหญพบในเสนเลือด ซ่ึง
พบวาคอลลาเจน type III จะจับกับคอลลาเจน type I ดังนั้น ในการสกดัคอลลาเจนสวนใหญจะพบ 
type III ปนรวมกับคอลลาเจน type I เล็กนอย (Piez, 1985)  

 
คอลลาเจน type IV  มีความจําเพาะเจาะจงมาก ซ่ึงพบไดเฉพาะใน loose fibrillar 

network (รางแหของเสนใยฝอยที่เกาะกันหลวมๆ) ใน basement membrane (เยื่อแผนบางๆที่อยู
นอกเซลล) 

สําหรับคอลลาเจนชนดิอื่นๆจะพบในปริมาณที่นอยมากและมีการเชื่อมโยงกับ
โครงสรางทางชีววิทยาที่จําเพาะ ในการศกึษาสวนใหญนิยมศึกษาคอลลาเจน type I เนื่องจากมี
ปริมาณมาก และมีการนําไปใชประโยชนไดอยางกวางขวาง โดยเฉพาะทางการแพทย 
 
5. การสกัดคอลลาเจน 
 

การสกัดคอลลาเจนสามารถทําไดหลายวิธี โดยทั่วไปแลวจะเริ่มตนจากการกําจดั
องคประกอบอื่นๆที่ไมใชคอลลาเจนออกไปเสียกอน แลวจึงทําใหคอลลาเจนที่มีอยูละลายออกมา 
ซ่ึงการเตรียมตัวอยางกอนการสกัดคอลลาเจนมีดวยกันหลายวิธี ขึ้นกับวัตถุดิบเริ่มตนวามี
องคประกอบที่ไมตองการมากเทาไร ซ่ึงสามารถสรุปไดพอสังเขป ดังนี้ การลางทําความสะอาด 
การกําจัดโปรตีนบริเวณผิวหนา การกําจัดไขมัน การกําจัดแคลเซียม การกําจัดโปรตีนอื่นที่ไมใช
คอลลาเจน (non-collagenous proteins) และการกําจัดเมด็สี (pigments) สวนการสกัดคอลลาเจนที่มี
อยูใหละลายออกมาก็ทําไดหลายวิธี ขึ้นกับอายุของสัตวและชนิดของเนือ้เยื่อที่ใชในการสกัด ดังนี้ 
(Bailey and  Light, 1989; Friess, 1998) 

 
5.1 คอลลาเจนที่ละลายในสารละลายเกลือ (Neutral salt soluble collagen)      

 
เนื้อเยื่อสวนใหญจะมีคอลลาเจนชนดินี้อยูนอยหรือไมมเีลย คอลลาเจนชนิดนี้จะ

ละลายไดในสารละลายเกลอืที่เปนกลาง (โซเดียมคลอไรด 0.15-2 M) หรือกรดอะซติิกเจือจาง เชน 
โซเดียมคลอไรด 1 M และ 0.05 M Tris-HCl pH 7.4 อยางไรก็ตามกย็ังพบคอลลาเจนชนิดนี้ใน
เนื้อเยื่อที่สรางใหมที่ยังไมมกีารสรางพันธะขาม (crosslink) สารละลายเกลือจะสกัดโมเลกุลของ
คอลลาเจนในเนื้อเยื่อที่ไมมพีันธะขาม การสกัดจะตองมกีารควบคุมอณุหภูมิ อัตราการเขยาและ
ปริมาตรของสารละลายที่ใชสกัดตอเนื้อเยือ่ การทําบริสุทธิ์คอลลาเจนที่สกัดไดแลวโดยการทํา
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ไดอะไลซ (dialysed) การตกตะกอน และการเหวีย่งแยก คอลลาเจนที่สกัดไดจะประกอบดวย
คอลลาเจน type I และ type III เล็กนอย 
 

5.2 คอลลาเจนที่ละลายในสารละลายกรด (Acid soluble collagen)    
 

เปนคอลลาเจนที่ละลายในสารละลายกรดเจือจาง เชน กรดอะซิติก 0.5 M ซิเตรต
บัฟเฟอร (citrate buffer) หรือ กรดไฮโดรคลอริก pH 2-3 ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการสกัดคอลลาเจน
มากกวาการใชสารละลายเกลือที่เปนกลาง พันธะเชื่อมขามระหวางโมเลกุลจะแตกตัวโดยกรดเจือ
จาง ทําใหประจุบน triple helix ผลักกัน ซ่ึงมีผลทําใหโครงสรางของเสนใยมกีารพองตัว 
 

5.3 คอลลาเจนที่ละลายโดยเอนไซมเปปซิน (Pepsin soluble collagen) ที่สภาวะความเปน
กรด pH 2.5   

 
คอลลาเจนที่สกัดไดจากตวัออน เนื้อเยื่อเกีย่วพนัที่สรางใหม (pre-mature) และเนื้อเยือ่

เกีย่วพนัที่เจรญิเต็มทีแ่ลว (mature) โดยใชเอนไซมเปปซินตอซับสเตรทเทากับ 1 ตอ 10 ในสารละลาย
กรดอะซิติก 0.5 M (pH 2.5) ที่อุณหภูมิ 4-15OC เปนเวลา 4-72 ช่ัวโมง ทัง้นี้ขึ้นกับตวัอยางที่นํามา
สกัดคอลลาเจน เอนไซมเปปซินจะมีความจําเพาะในการตัดสวนปลายของสวนที่ไมเปนฮีลิกซ 
(non-helical regions) ทําใหสวนของเปปไทดเล็กๆ หรือทีโลเปปไทดโซน (telopeptide zone) ถูก
กําจัดออกซึ่งมผีลดี เนื่องจากสวนทีโลเปปไทดโซนนี้จะทําใหเกิดการแพ 
 

การแยกชนิดของคอลลาเจนโดยใชเกลือตกตะกอน เร่ิมจากแยกสารละลายที่ได
ภายหลังจากยอยดวยเปปซินหรือการสกัดดวยกรดอะซิติก 0.5 M ที่อุณหภูมิ 4OC มาตกตะกอน
คอลลาเจนโดยปรับสารละลายใหมีความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด 0.7 M ตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิ 4OC เปนเวลา 18–24 ช่ัวโมง และแยกตะกอนโดยการหมุนเหวี่ยง นาํตะกอนที่ไดละลายใน 
0.05 M Tris-HCl + 0.15 M NaCl (pH 7.5) ที่อุณหภูม ิ4OC และนํามาไดอะไลซโดยใชบัฟเฟอร
เดียวกันนี้ การเพิ่มความเขมขนของเกลือจะทําใหสามารถแยกชนดิตางๆของคอลลาเจนออกมาได 
ซ่ึงหากตองการนําคอลลาเจนที่ตกตะกอนนี้มาใชตอ ก็สามารถนํากลับมาละลายอีกครั้งในกรดอะซิ
ติก 0.5 M และนํามาไดอะไลซในสารละลายเกลือที่เปนกลาง (0.05 M Tris-HCl + 0.15 M NaCl 
(pH 7.5)) การตกตะกอนและการแยกคอลลาเจนชนิดตางๆแสดงในภาพที่ 9 ซ่ึง Bailey and Light 
(1989) ไดสรุปความเขมขนของเกลือที่ใชในการตกตะกอนคอลลาเจนชนิดตางๆดังตารางที่ 3 
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ภาพที่ 9  ขั้นตอนการแยกคอลลาเจน type I, III, IV และ V ของเนื้อเยื่อเกี่ยวพันจากเนื้อสัตว 
ท่ีมา: Bailey and Light (1989) 
 
 
 
 
 
 
 

เนื้อเยื่อเกี่ยวพันของกลามเนื้อลางและสกัดดวยกรดอะซิติก 0.5 M รวมกับเอนไซมเปปซิน 
โดยใชอัตราสวนระหวางเปปซินตอซับสเตรตเปน 1:10 (น้ําหนักแหง) ที่อุณหภูมิ 4OC  

เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง 

หมุนเหว่ียงเพื่อเก็บสารละลายสวนบน (แยกตะกอนออก) 

ตะกอน สารละลายสวนบน 

0.7 M NaCl 

สารละลาย 

0.05 M Tris + 0.15 M NaCl (pH 7.5) 1.2 M NaCl 

ตะกอน 

สารละลาย 

0.05 M Tris + 0.15 M NaCl (pH 7.5) 1.6 M NaCl 

สารละลายสวนบน ตะกอน 

Type III 

2.0 M NaCl 

2.6 M NaCl 

ตะกอน 

  Type I 

2.0 M NaCl 

สารละลายสวนบน ตะกอน 

ตะกอน 

4.5 M NaCl  

Type IV Type V 
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ตารางที่ 3  ความเขมขนของเกลือที่ทําใหเกดิการตกตะกอนคอลลาเจนชนิดตางๆ 
 

ชนิดคอลลาเจน ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด (M) 
ในสารละลาย 0.05 M Tris + 0.15 M NaCl (pH 7.5) 

I 2.0 – 2.6  
III 1.6 
IV 2.0 
V 4.5 

ท่ีมา: Bailey and Light (1989) 
 
6. คอลลาเจนจากเกล็ดปลา   
 

6.1 การสกัดคอลลาเจนจากเกลด็ปลา   
 

จากงานวิจยัของ Ikoma et al. (2003 b) ไดทําการสกัดคอลลาเจน type I จากเกล็ดปลา 
Pagrus major และ Oreochromis niloticas โดยกําจัดโปรตนีที่ไมตองการบริเวณผิวหนาของเกล็ดปลา 
โดยลางดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด 10% โดยน้ําหนกั เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จํานวน 2 รอบ 
จากนั้นทาํการกําจัดแคลเซียมโดยใช EDTA 0.5 mol/l เปนเวลา 24 ช่ัวโมง และนํามาสกัดที่อุณหภมูิ 
277 K ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอรกิ 0.01mol/l เปนเวลา 48 ช่ัวโมง เพื่อแยกสกดัคอลลาเจนที่
ละลายไดในกรด และนําสวนที่ไมสามารถละลายไดในกรดมาสกัดโดยใชเอนไซมเปปซินรวมกับ
กรด โดยใชเอนไซมเปปซินตอสวนที่ไมสามารถละลายในกรดปริมาณ 1:6 โดยน้ําหนกั และใชกรด
ไฮโดรคลอริกความเขมขน 0.01 mol/l เปนเวลา 72 ช่ัวโมง สุดทายนําคอลลาเจนที่ละลายไดในกรด 
และคอลลาเจนที่ไมละลายในกรดมาทําใหบริสุทธิ์โดยการปรับ pH ใหเทากับ 7 เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  
 

Nagai et al. (2004) ไดสกดัคอลลาเจนจากเกล็ดปลา sardine, red sea bream และ Japanese 
sea bass โดยนาํเกล็ดปลามาลางทําความสะอาดดวยน้ํากลัน่และทาํแหงแบบระเหิด (lyophilize) 
จากนัน้นาํเกล็ดปลาที่ผานการทําแหงแบบระเหดิ (5.0 g) มากําจดัโปรตนีอื่นที่ไมใชคอลลาเจนและเมด็
สีดวยโซเดยีมไฮดรอกไซด 0.1 N เปนเวลา 3 วนั ที่อุณหภมูิ 4OC โดยเปล่ียนสารละลายวันละครัง้ 
จากนัน้ลางดวยน้าํกลัน่ ทําแหง และเก็บรักษาที่อุณหภูม ิ-85OC จนกระทัง่นํามาใชในการสกัดคอลลา
เจนดวยสารละลายกรดอะซิกติก 0.5 M เปนเวลา 3 วนั หมนุเหวี่ยงที่ความเรว็ 50,000 x g เปนเวลา 1 
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ช่ัวโมง นาํสารละลายสวนบนมากําจดัแคลเซยีมออกโดยใช 0.05 M Tris-HCl (pH 7.5) ที่มี 5 M 
EDTA-4 Na เปนเวลา 2 วนั จากนัน้นาํมา disaggregated ดวย 0.1 M Tris–HCl (pH 8.0) ที่มี 0.5 M NaCl 
0.05 M EDTA-2 Na และ 0.2 M 2-mercaptoethanol (2-ME) เปนเวลา 3 วนั จากนัน้กรองเสนใยคอลลา
เจน (collagen fibrils) ดวยผาขาวบาง  ลางดวยน้าํกลัน่เปนเวลา 2 วนั โดยเปล่ียนสารละลายวนัละครั้ง 
และนําไปทาํแหงแบบระเหดิ จากนัน้นาํเสนใยคอลลาเจนทีผ่านการทําแหงแบบระเหดิในสารละลาย
กรดอะซิติก 0.5 M มายอยดวยเอนไซมเปปซิน 10% (w/w) (EC 3.4.23.1; 2xcrystallized, 3085 U mg-1  
protein; Sigma, USA) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ที่อุณหภูม ิ4OC หมนุเหวีย่งทีค่วามเรว็ 50,000 x g เปนเวลา 
1 ช่ัวโมง นําสารละลายสวนบนมาไดอะไลซใน 0.02 M Na2HPO4 (pH 7.2) เปนเวลา 3 วัน โดยเปลีย่น
สารละลายวนัละครั้ง และนํามาหมุนเหวีย่งอีกครั้งที่ความเร็ว 50,000 x g เปนเวลา 1 ช่ัวโมง นาํสวน
ตะกอนมาละลายในสารละลายกรดอะซิติก 0.5 M และตกตะกอนโดยเตมิโซเดยีมคลอไรดใหความ
เขมขนสดุทายเปน 0.9 M ตามดวยตกตะกอนคอลลาเจนโดยการเตมิโซเดียมคลอไรดใหความเขมขน
สุดทายเปน 2.4 M ที่ pH เปนกลาง นํามาหมนุเหวี่ยงอีกครัง้ที่ความเรว็ 50,000 x g เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
นําสวนตะกอนมาละลายในสารละลายกรดอะซิติก 0.5 M สุดทายนํามาทําแหงแบบระเหดิ ปริมาณ
คอลลาเจนที่ไดจากเกลด็ปลา sardine, red sea bream และ Japanese sea bass มีปริมาณสูงมาก โดยมีคา
เทากบั 50.9% 37.5% และ 41.0% (น้าํหนกัแหง) ตามลําดบั  

 
Ogawa et al. (2004) ทําการสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลา black drum (Pogonia 

cromis) และปลา sheepshead seabream (Archosargus probatocephalus) โดยสกัดเปรียบเทียบกัน
ระหวางการสกัดโดยใชกรดและการสกัดโดยใชเอนไซม โดยการสกัดดวยกรดจะทําที่อุณหภูมิหอง 
(22–23OC) ยกเวนในขั้นตอนหมุนเหวีย่งจะทําที่อุณหภูม ิ4OC แชเกล็ดปลาในสารละลายโซเดียมไฮ
ดรอกไซด 0.1 M ปริมาณ 10 เทา เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําการกวนโดยใช magnetic stirrer และแชอีก
คร้ังดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 M ปริมาณ 20 เทา เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นกรอง
สวนที่ไมละลายดวยผาขาวบางและลางดวยน้าํกลั่นจน pH เปนกลาง นําสวนที่ไมละลายมาสกัดโดย
ใชสารละลายกรดอะซิติก 0.5 M ปริมาณ 10 เทา เปนเวลา 3 วัน จากนัน้นําสารละลายมาหมุนเหวี่ยง
ที่ 10,000 x g เปนเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4OC นําสวนทีไ่มละลายมาสกัดซ้ําอีกครั้งตามวิธีขางตน 
จากนั้นนําสวนบนที่ไดจากการหมุนเหวีย่งทุกครั้งมารวมกัน และตกตะกอนดวยการเติมโซเดียม
คลอไรดใหความเขมขนสุดทายเปน 0.9 M แชสารละลายไวขามคนื จากนั้นหมุนเหวี่ยงแยกตะกอน
ที่ 10,000 x g เปนเวลา 20 นาที ตะกอนทีไ่ดจากการหมุนเหวีย่ง คือ คอลลาเจน ละลายคอลลาเจนที่
ไดในสารละลายกรดอะซิติก 0.5 M ปริมาณ 10 เทา ทําการตกตะกอนดวยเกลือและละลายดวยกรด
ตามวิธีการที่กลาวมาแลวจนครบ 3 รอบ กอนนําสารละลายที่ไดมาไดอะไลซในสารละลายกรดอะซิ
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ติก 0.1 M สําหรับการสกัดดวยเอนไซมจะทําเหมือนการสกัดดวยกรด เพียงแตในขัน้ตอนการสกดั
ดวยสารละลายกรดอะซิติก 0.5 M จะเพิ่มเอนไซมเปปซิน 0.1% (w/v) ในทุกรอบของการสกัด 

 
Fahmi et al. (2004) ใชเกล็ดปลา sea bream  เปนวัตถุดบิในการศึกษาการผลิตคอลลา

เจนเปปไทดทีม่ีผลในการยับยั้งเอนไซมที่มคีวามสามารถในการเปลี่ยนสาร angiotensin I 
(Angiotensin I converting enzyme: ACE, EC3.4.15.1) เปน angiotensin II ซ่ึงมีผลทําใหภาวะความ
ดันโลหิตสูง (Fujita and Yoshikawa, 1999) โดยลางทําความสะอาดเกล็ดปลาดวยสัดสวนเกล็ดแหง 
100 มิลลิกรัมตอสารละลาย sodium alginate 1 ลิตร ลาง 10 คร้ัง และลางออกดวยน้ําประปา กําจดั
แคลเซียมโดยแชเกล็ดปลาในสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 0.6 N ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง โดยความเขมขนของเกล็ดปลาในสารละลายเปน 10% (w/v) ซ่ึงพบวาองคประกอบทางเคมี
ของเกล็ดปลามีการเปลี่ยนแปลงไปดังตารางที่ 3 จากนั้นจะยอยเกล็ดปลาที่ไดโดยใชเอนไซมโปรติ
เอสในสภาวะเปนดาง ซ่ึงพบวาเปปไทดจะถูกยอยเปนสารไฮโดรไลเซตสูงถึง 92% 

 
ตารางที่ 4  องคประกอบทางเคมีของเกลด็ปลา sea bream กอนและหลังการกําจดัแคลเซียม (% w/w) 
 
องคประกอบทางเคมี เกล็ดปลาสด เกล็ดปลาภายหลังการกําจดัแคลเซียม 
โปรตีน 51.2 70.9 
ไขมัน 0.1 0 
สารอินทรียอ่ืนๆ 1.4 24.4 
สารอนินทรีย 47.3 4.7 
ท่ีมา: Fahmi et al. (2004) 
 

6.2 งานวิจยัอ่ืนที่เกี่ยวของ  
 

การสกัดคอลลาเจนจากตวัอยางที่มีแคลเซียมในปริมาณสูง นอกจากตัวอยางเกล็ดปลา
แลวยังมีตวัอ่ืนๆ เชน กระดกูและครีบของปลา ดังเห็นไดจากงานวิจยัของ Nagai and Suzuki (2000)  
ซ่ึงทําการสกัดคอลลาเจนจากกระดูกและครีบปลา โดยเตรียมตัวอยางและสกัดคอลลาเจนที่อุณหภมูิ 
4OC เร่ิมจากกาํจัดโปรตีนอืน่ที่ไมใชคอลลาเจนดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 N และ
กําจัดแคลเซียมออกจากตวัอยางโดยใชสารละลาย 0.5 M ethylene-diaminetetraacetic acid (EDTA) 
(pH 7.4) เปนเวลา 5 วัน โดยเปลี่ยนสารละลาย EDTA วนัละครั้ง สุดทายกําจดัไขมันออกโดยใช 
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10% butyl alcohol กอนการสกัดคอลลาเจนดวยกรดอะซิติก 0.5 M เปนเวลา 3 วัน หมนุเหวี่ยงที่
ความเร็ว 20,000 x g เปนเวลา 1 ช่ัวโมง และนําสวนที่เหลือมาสกัดซ้ําในสารละลายเดียวกันอกี 2 
วัน ปริมาณคอลลาเจนที่สกัดจากกระดูกปลามีปริมาณเปน 42.3% (skipjack tuna) 40.7% (Japanese 
sea-bass) 53.6% (ayu) 40.1% (yellow sea bream) และ 43.5% (horse mackerel) สวนคอลลาเจนที่
สกัดไดจากครบีปลามีปริมาณเปน 5.2% (Japanese sea bass acid-soluble collagen) และ 36.4% 
(Japanese sea-bass acid-insoluble collagen) 

 
Morimura et al. (2002) ทําการศึกษาการกําจดัสารอนินทรียจากกระดกู (spine) ปลา 

yellowtail fish ซ่ึงเริ่มจากกําจดัไขมันโดยใช hexane 400 มลิลิลิตร (กระดกูแหง 60 กรัม) เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิหอง และกาํจัดสารอนินทรียจากกระดกูโดยการแชสารละลายอยางใดอยางหนึ่ง
ตอไปนี้ 0.5 M EDTA สารละลายเจือจางกรดไฮโดรคลอริก (pH 2) และสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 
0.6 N เปนเวลา 8 ช่ัวโมง พบวากระดูกปลาที่เหลือหลังจากการแชดวยสารละลายดังกลาวมีปริมาณ 
39% 50% และ 19% ตามลําดับ พบวากระดูกปลาที่แชในสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 0.6 N มี
สวนที่เหลือนอยที่สุด จึงนํามาศึกษาเวลาในการแชตอไป โดยศึกษาที่เวลา 8 16 และ 24 ช่ัวโมง 
พบวาปริมาณสารอนินทรียลดลง เมื่อเพิ่มเวลาในการแชสารละลาย การแชกระดูกปลาในสารละลาย
กรดไฮโดรคลอริก 0.6 N ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ที่ความเขมขนของกระดกูใน
สารละลายเปน 10% (w/v) กรองและลางดวยน้ําประปา ทําการแชกรดและลางน้ําซ้าํ 2 คร้ัง และทํา
แหงที่อุณหภูม ิ60°C ความดนั -76 มิลลิเมตรปรอท เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวาในการแชสารละลาย
รอบแรกกระดกูปลายังมีสารอนินทรียคงเหลืออยู 5% สวนในรอบที่ 2 สารอนนิทรียลดลงเปน 0% 
ดังนัน้การกาํจดัแคลเซยีม 2 รอบนัน้ มีความจําเปนตอประสิทธิภาพในการกําจดัสารอนนิทรีย กระดกู
ปลาภายหลังการกําจัดไขมันและกําจดัแคลเซียมมีองคประกอบทางเคมีเปลี่ยนแปลง ดังภาพที่ 10 
 

 
 

ภาพที่ 10  องคประกอบทางเคมีของกระดกูปลากอน (ทางซาย) และหลัง (ทางขวา) ผานการเตรียม 
     ตัวอยางกอนการสกัดคอลลาเจน คาที่แสดงเปนน้ําหนกัแหง โดยที่       คือ โปรตีน         
         คือ ไขมัน       คือ สารอินทรียอ่ืนๆ        คือ สารอนินทรีย 
ท่ีมา: Morimura et al. (2002) 
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Kittiphattanabawon et al. (2005) ทําการสกัดคอลลาเจนจากกระดูกของปลา bigeye 
snapper (Priacanthus tayenus) ซ่ึงทําการเตรียมวัตถุดิบและสกัดคอลลาเจนที่ 4OC เร่ิมจากการกําจัด
โปรตีนอื่นที่ไมใชคอลลาเจนโดยแชในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 N ดวยอัตราสวน
ตัวอยาง:สารละลายดางเปน 1:10 (w/v) กวนสวนผสมตลอด 6 ช่ัวโมง โดยทําการเปลีย่นสารละลาย
ทุกๆ 2 ช่ัวโมง และทําการกําจัดแคลเซียมดวย 0.5 M EDTA-4Na (pH 7.4) ดวยอัตราสวนของแข็ง:
สารละลายเปน 1:10 (w/v) เปนเวลา 40 ช่ัวโมง โดยเปลีย่นสารละลายทุกๆ 8 ช่ัวโมง หลังจากนัน้ทาํ
การสกัดคอลลาเจนโดยการแชในสารละลายกรดอะซิติก 0.5 M ดวยอัตราสวน ของแข็ง:สารละลาย 
เปน 1:30 (w/v) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นกรองดวยผาขาวบาง 2 ช้ัน สวนที่เหลือนํากลับไปสกัดอีก
คร้ังดวยสภาวะเดิม นําสวนที่กรองไดทั้ง 2 สวนมารวมกัน และตกตะกอนแยกคอลลาเจนดวยการเติม
โซเดียมคลอไรดใหไดความเขมขนสุดทายเปน 2.6 M ในสารละลาย 0.05 M tris (hydroxymethyl) 
aminomethane (pH 7.0) จากนั้นนําตะกอนที่ไดจากการหมุนเหวีย่งที่ 20,000 x g เปนเวลา 60 นาที 
มาละลายดวยสารละลายกรดอะซิติก 0.5 M กอนนําไปไดอะไลซดวยสารละลายกรดอะซิติก 0.1 M 
และน้ํากลัน่ ตามลําดับ สุดทายนําไปทําแหงแบบแชเยือกแข็ง 
 

6.3 คุณสมบัติของคอลลาเจนจากเกล็ดปลา   
 

คอลลาเจนที่ไดจากเกล็ดปลาเปน คอลลาเจน type I ซ่ึงเปน heterotrimers ที่มีองคประกอบ

ของ (α1)2α2  ดังภาพที่ 11 คุณสมบัติทั่วไปของคอลลาเจนจากเกล็ดปลา พบวา อุณหภูมิการเสีย
สภาพ (denaturation temperature) ของคอลลาเจนที่ไดจากเกล็ดปลาจะต่ํากวาคอลลาเจนจากสัตว
บก เนื่องจากมอีงคประกอบของกรดอิมิโนนอยกวาสัตวบก ดังตารางที่ 5 ซ่ึงอุณหภมูิการเสียสภาพ
จะขึ้นกับปริมาณของไฮดรอกซีโพรลีนมากกวาปริมาณของโพรลีน ดังภาพที่ 12 (Ikoma et al., 
2003 b; Nagai et al., 2004) 
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ภาพที่ 11  Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis ของคอลลาเจน type I 

   จากหนังหมแูละเกล็ดปลาบน 3.5% gels ที่มี 3.5 M urea โดยที่ (a) หนังหม,ู (b) เกล็ดปลา 
   sardine, (c) เกล็ดปลา red sea bream และ (d) เกล็ดปลา Japanese sea bass 

ท่ีมา: Nagai et al. (2004) 
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ตารางที่ 5  องคประกอบของกรดแอมิโน (residues/1000 total residues) และอุณหภูมกิารเสียสภาพ 
(Td) ของคอลลาเจนจากเกลด็ปลาตางๆเทียบกับหนังหม ู(Porcine dermis) 

 

Resource 
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Hyproxyproline 97 73 83 86 87 85 87.9 86.4 
Aspartic acid 44 43 47 47 46 48 ND ND 
Asx = Asp + Asn ND ND ND ND ND ND 41.6 41.5 
Threonine 16 24 24 24 26 25 25.3 24.8 
Serine 33 41 36 41 39 42 37.0 38.2 
Glutamic acid 72 71 72 71 72 75 ND ND 
Glx = Gln + Glu ND ND ND ND ND ND 63.9 63.5 
Proline 123 107 110 111 109 108 111 113 
Glycine 341 346 336 340 340 341 345 347 
Alanine 115 133 126 115 116 114 124 124 
Half-cystine 0 0 0 2 2 2 0.0 0.0 
Valine 22 19 20 18 19 18 18.6 16.2 
Methionine 6 15 12 13 12 12 11.6 12.2 
Isoleucine 10 7 11 11 10 10 6.7 7.0 
Leucine 22 18 21 22 22 23 18.7 17.7 
Tyrosine 1 3 3 3 2 2 1.7 1.8 
Phenylalanine 12 13 13 12 13 13 12.4 12.9 
Hydroxylysine 7 7 7 ND ND ND 7.4 8.1 
Tryptophan ND ND ND 0 0 0 ND ND 
Lysine 27 26 25 25 23 24 30.2 29.7 
Histidine 5 7 5 7 7 6 5.9 5.4 
Arginine 48 49 49 52 55 52 51.5 51.0 
Total 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 
Imino acid residues (Pro + Hyp) 220 180 193 197 196 193 199 199 
Td (OC) 40.7 29.8 35.5 28.5 28.0 28.0 ND ND 

ND, no data 
ท่ีมา: 1 Ikoma et al. (2003 b); 2 Nagai et al. (2004); 3 Ogawa et al. (2004) 
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ภาพที่ 12  กราฟความสัมพันธระหวางอณุหภูมิการเสียสภาพกับปริมาณไฮดรอกซีโพรลีน 
   และปริมาณโพรลีน 

ท่ีมา: Ikoma et al. (2003 b) 
 
7. การประยุกตใช    
 
 มีการนําคอลลาเจนมาใชประโยชนทั้งแบบไมเสื่อมสภาพ (Non-denatured collagens) และ
แบบเสื่อมสภาพ (Denatured collagens) เชน คอลลาเจนแบบไมเสื่อมสภาพจะนํามาประยุกตใชใน
อุตสาหกรรมดานเครื่องสําอาง ดานการแพทย และดานเภสัชกรรม สวนคอลลาเจนแบบเสื่อมสภาพ 
(เจลาติน คอลลาเจนไฮโดรไลเซต) จะนํามาประยุกตใชในอุตสาหกรรมดานอาหาร และดาน
การแพทย ซ่ึงการประยกุตใชคอลลาเจนในดานการแพทยและดานเภสัชกรรมจะหมายความรวมถึง
การรักษาโรคความดันโลหติสูง กระเพาะปสสาวะอักเสบ (urinary incontinence) และโรคขอ
กระดกูอักเสบ (osteoarthritis) อีกทั้งยังใชในการสรางเนือ้เยื่อ (tissue engineering) และใชยับยั้งการ
เกิดโรคอวน และโรคแทรกซอนในผูที่เปนโรคเบาหวาน (Ogawa et al., 2004) 
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7.1 ระบบขนสงตัวยา (drug delivery system)   
 

ส่ิงที่นาสนใจสําหรับคอลลาเจนในการนํามาใชเปนวัสดทุางชีวภาพ คือ การที่คอลลา
เจนเปนวัสดุจากธรรมชาติที่ทําใหเกิดการแพต่ํา และยังเปนองคประกอบพื้นฐานของรางกายอยูแลว 
คอลลาเจนสามารถผลิตมาใชไดหลายรูปแบบ เชน เปนแผน เปนฟองน้าํ (sponges) เปนผง หรือเปน
สารละลายไวฉีด เปนตน ทัง้หมดนีน้ําไปใชในงานดานการแพทย นอกจากนั้นยังสามารถ
ประยุกตใชในงานดานจกัษวุทิยา ตกแตงบาดแผลฉีกขาดหรือบาดแผลไฟไหม รักษาเนื้องอก และ
ชวยในการสรางเนื้อเยื่อ เปนตน (Friess, 1998) 

 
ฟลมคอลลาเจน (collagen film/ sheet/ disc) มีความหนาประมาณ 0.01–0.5 มิลลิเมตร 

ผลิตจากวัสดทุี่ยอยสลายได เชน ผลิตจากคอลลาเจนที่ไมมีสวนของทโีลเปปไทด และมีรูปแบบการ
ปลดปลอยตัวยาอยางชาๆ ซ่ึงตัวยาเหลานีส้ามารถใสเขาไปในฟลมคอลลาเจน โดยอาศัยพันธะ
ไฮโดรเจน พนัธะโควาเลนต หรือการดักจับในโครงสราง (entrapment) ซ่ึงสามารถผานการฆาเชือ้
แบบสเตอรริไลซได เมื่อเกิดการยอยสลาย (hydrolyzation) จะยังคงรักษาความแข็งแรงพอที่จะทน
ตอการใชงาน เมื่อนําฟลมคอลลาเจนมาใชกับดวงตา ฟลมนี้จะถูกยอยสลายอยางสมบูรณภายหลัง
การใชงาน 5-6 ช่ัวโมง (Lee et al., 2001) ฟลมคอลลาเจนยังใชในการรักษาเนื้อเยื่อที่ติดเชื้อได เชน 
เนื้อเยื่อกระจกตาติดเชื้อ หรือมะเร็งตับ โดยการรักษาเนื้อเยื่อกระจกตาตดิเชื้อ จะใชสารปฏิชีวนะ 
เชน gentamicin และ tetracycline ใสไปในฟลมคอลลาเจน ผลของการใชฟลมคอลลาเจนที่มีสาร 
tetracycline พบวาสามารถตรวจพบ tetracycline ในพลาสมาเปนเวลามากกวา 7 วัน ภายหลังการ
ทดลองใชในกระตาย (Minabe et al., 1989) สําหรับการรักษามะเร็ง ฟลมคอลลาเจนจะใสสารยับยั้ง
มะเร็ง (ectopocide (VP-16)) พบวาสามารถรักษาระดับความเขมขนของตัวยาที่บริเวณเปาหมาย (ตับ) 
ไวไดนานขึ้น (Sato et al., 1996) นอกจากนี้ฟลมคอลลาเจนยังใชเปนตัวขนสงยีน (gene delivery) ได
อีกดวย เชน การกระตุนการสรางกระดูก โดยใช recombinant human bone morphogenetic protein 2 
(rhBMP-2) และคอลลาเจน พบวาการใช rhBMP-2 รวมกับคอลลาเจนจะมีผลในการกระตุนการสราง
กระดูก โดยคอลลาเจนมีสวนชวยในการยึดเหนี่ยวเซลลตางๆ และยังมีสวนชวยในการเชื่อมกระดูก 
แตหากใชเพียงคอลลาเจนอยางเดียวจะไมมีผลในการสรางกระดูก (Murata et al., 2000) 

 
คอลลาเจนชิลด (collagen shields) ถูกออกแบบเพื่อเปนสิง่ปดกระจกตา (corneal 

bandages) ซ่ึงสามารถละลายไดในกระจกตา เพื่อกระตุนการรักษาบาดแผลภายหลังการปลูกถาย
กระจกตา (corneal transplantation) หรือการผาตัดกระจกตา (radial keratomy) คอลลาเจนชิลด
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สําหรับดวงตาผลิตจากเนื้อเยือ่เปลือกลูกตาหมู เนื่องจากมีโมเลกุลคอลลาเจนคลายกบัคอลลาเจน
ของตาคนมาก คุณสมบัติทางกายภาพของคอลลาเจนชิลด คือ ปองกันสวนหนาของกระจกตา 
(corneal epithelium) ที่กําลังรักษาจากการกระทบของหนังตา อีกทั้งยงัชวยกระตุนการรักษาสวน
หนาของกระจกตาจากการปลูกถายกระจกตาและการผาตัดกระจกตา การขนสงตัวยาของคอลลา
เจนชิลดจะขึ้นกับปริมาณของยาและการปลดปลอยยาของชิลด สําหรับตัวยาที่ละลายน้ําได 
โครงสรางคอลลาเจนจะทําหนาที่เสมือนที่กักเก็บ และตัวยาจะถูกดักจับไวในชองวางของ
โครงสรางคอลลาเจน แตสําหรับตัวยาที่ไมละลายน้ํา ตวัยาจะเขาไปรวมกับตวัชิลด ขณะที่ตวัยา
ไหลออกมาจากชิลดและชิลดละลายจะทําใหมีช้ันของของเหลวซึ่งทําหนาที่หลอล่ืนผิวหนาของตา 
ลดการเสียดสขีองหนังตากบักระจกตา เพิม่เวลาการสัมผัสระหวางตวัยากับกระจกตา และชวยรักษา
สวนหนาของกระจกตา อยางไรก็ตาม การใชคอลลาเจนชิลดเปนตัวขนสงตัวยายังมขีอจํากัดหลาย
อยาง เชน ลดความสามารถในการมองเหน็เนื่องจากการบดบัง และระยะเวลาที่อยูในบริเวณกําหนด
ส้ัน (Lee et al., 2001) อีกทั้งผลขางเคียงของคอลลาเจนชิลดซ่ึง Finkelstein et al. (1991) ไดรายงาน
ถึงการใชคอลลาเจนชิลดกับตาของกระตายและหนูตะเภา ผลที่ไดอาจแสดงความเปนพิษหรืออาจ
เกิดจากการอักเสบขณะสอดใสคอลลาเจนชิลด การอักเสบที่เกิดขึ้นในกระตายเกิดขึน้หลังการสอด
ใส 7 วัน สวนของหนูตะเภาใชเวลานานกวานั้น 

 
คอลลาเจนสปอนจ (collagen sponges) นิยมใชในการรักษาบาดแผลไฟไหมและ

ตกแตงบาดแผล ซ่ึงเมื่อทดลองในหลอดทดลอง (in vitro) พบวาไดผลดี คอลลาเจนสปอนจมี
ความสามารถในการดดูซับของเหลวจากเนื้อเยื่อไดปริมาณมาก ทําใหแผลแหง อีกทัง้ยังปองกันการ
กระแทกและการติดเชื้อ คอลลาเจนสปอนจยังใชเปนตวัขนสงตัวยาจําพวกยาคุมกําเนิด โดยมีขอดี
ในเรื่องการควบคุมการปลดปลอยสารฆาเชื้ออสุจิ และชวยลดการระคายเคืองของเนือ้เยื่อ คอลลา
เจนสปอนจสามารถเตรียมไดโดยการทําแหงแบบแชเยือกแข็งของสารละลายกรดหรอืดางที่มี
คอลลาเจนพองตัวอยูประมาณ 0.1-5% โดยสามารถกําหนดความพรนุของคอลลาเจนสปอนจได
โดยกําหนดความเขมขนของคอลลาเจนในสารละลายและอัตราการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง 
(Friess, 1998; Lee et al., 2001) 
 

7.2 รักษาบาดแผล (dermal wound healing)   
 

กระบวนการรกัษาบาดแผลเปนกลไกเชิงซอนที่เกี่ยวของกับระบบของรางกายหลาย
อยางซึ่งรวมทัง้ระบบภูมิคุมกัน กระบวนการรักษาบาดแผลนี้สามารถแบงไดเปน 3 สวน คือ 



 

31 

haemostasis process และ inflammation process, proliferation และ maturation สุดทายคือ 
remodeling process 

 
เมื่อเกิดบาดแผลขึ้น เกล็ดเลือดจะออกมาจากชั้น subendothelial collagen เปนผลให

เกิดการรวมตวักันของเกล็ดเลือด และกระตุนใหเกล็ดเลอืดนี้เปลี่ยนเปนกอนหนาหนืด 
(coagulation) ตอมา fibrin clots จะถูกสรางขึ้น ซ่ึง fibrin clots นี้มีความจําเปนตอการปดบาดแผล
ช่ัวคราว เพื่อเตรียมสรางโครงสรางของเซลลตางๆ เชน neutrophil, monocyte, fibroblast และ 
endothelial cell นอกจากนีย้งัมีการเพิ่มความสามารถในการซึมผานของหลอดเลือด การปลดปลอย
สาร prostaglandin, chemotactic substances, complement factor, interleukin-1, tumor necrotic 
factor-α (TNF-α) และ transforming growth factor-β (TGF-β) ซ่ึงเปน bacterial product โดยมีผล
ไปกระตุนการเคลื่อนยาย neutrophil ไปยังบาดแผล ตามดวยการเคลื่อนยาย macrophage, 
lymphocyte และ fibroblast ตามลําดับ wound macrophage ไดมาจาก blood macrophage ที่เคลื่อน
มายังบริเวณบาดแผล macrophage มีบทบาทสําคัญตอกระบวนการอักเสบ (inflammatory process) 
fibroblast จะเคลื่อนที่ไปยังชองวางบาดแผล เพื่อสรางและสะสมไกลโคโปรตีนและคอลลาเจน การ
เคลื่อนที่เหลานี้สวนใหญเปนผลจาก macrophage derived cytokines เชน TGF-β, epidermal 
growth factor (EGF) และ platelet derived growth factor (PDGF) 

 
หลังจากเกิดบาดแผล 2-3 วัน เนื้อเยื่อที่บาดเจ็บจะเขาสูกระบวนการ proliferation โดย 

fibroblast และ endothelial cell ที่อยูใกลๆบาดแผลจะเริม่แบงตัวและเพิ่มจํานวน ซ่ึงเปนผลจาก 
growth factors, cytokines derived platelet และ activated macrophage ตอมา endothelial cell จะเริ่ม
สรางเสนเลือดฝอยและหลอมรวมกับทอตางๆหรือ endothelial bud ซ่ึงทําใหเลือดไหลเวียนไดอีก
คร้ัง ขณะเดยีวกัน white blood cell จะเขาสู apoptosis และถูก macrophage ยอย ชองวางของเนื้อเยื่อ
เกี่ยวพันเริ่มถูกเติมเต็มดวยโปรติโอไกลแคน (proteoglycan), โปรโทคอลลาเจน (protocollagen) 
และโทรโปคอลลาเจน (tropocollagen) ซ่ึงเปนบทบาทของกระบวนการ differentiation โดย
สวนประกอบที่ปรากฏในชองวางบาดแผลจะเรียกวา granulation tissue จากนั้น tensile strength 
ของบาดแผลจะดีขึ้นเรื่อยๆในระหวางชวง maturation และ remodeling  

 
บาดแผลจําเปนตองมี barrier protection เพื่อปองกันการติดเชื้อ ชวยใหแผลแหง และ

เปนโครงสรางใหเซลลมาเชื่อมติดกัน ดังนัน้เพื่อการรักษาบาดแผลที่สมบูรณจึงควรปดบาดแผล
ดวยวัสดุที่มี epidermal analogues และ dermal analogues ที่ผสมตัวยาเอาไว วตัถุดิบเริ่มตนของ 
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dermal layer สวนใหญเปนอนุพันธจากคอลลาเจน หรือคอลลาเจนที่เชื่อมกับ extracellular matrices 
อ่ืนๆ เชน glycosaminoglycan, hyaluronic acid หรือ fibroblast cell นอกจากคอลลาเจนจะมี
ความสําคัญในการเชื่อมติดเซลล การเติบโต และการ differentiation ของเซลลแลว extracellular 
matrix ยังมีคุณสมบัติหลายอยาง เชน สามารถปลดปลอยสารที่ชวยการเชื่อมติด กระตุน fibroblast 
proliferation และกระตุน fibroblast differentiation อีกดวย (Maleeratmongkon, 2006) 

 
จากการศึกษาของ Maleeratmongkon (2006) พบวาคอลลาเจนจากหนงัปลา giant 

gouramy (Osphronemus guramy) มีผลทําใหเซลลเพาะเลีย้งชวงที่ 19 (human dermal fibroblast 
proliferation in 19th passage) สามารถเพิ่มการยึดเกาะและเพิ่มจํานวนเซลลได แตคอลลาเจนจาก
เกล็ดปลา giant gouramy (Osphronemus guramy) มีผลทําใหเซลลเพาะเลี้ยงชวงที่ 19 สามารถเพิ่ม
จํานวนเซลลไดเทานั้น  
 

7.3 บํารุงผิวหนัง  ผม และเล็บ 
 

เนื่องจากคอลลาเจนเปนโปรตีนที่มีอยูประมาณ 30–65% ในรางกายของสัตว พบตาม
เนื้อเยื่อตางๆ เชน กลามเนื้อ ผม กระดูก กระดูกออน ขอตอ ผิวหนัง และอวยัวะทุกสวน การที่
โปรตีนถูกทําลาย ก็จะทําใหคอลลาเจนในรางกายลดลงไปดวย ซ่ึงการที่คอลลาเจนลดลงจะทําให
เกิดรอยเหี่ยวยนพบบอยที่ผิวหนัง ขอตอเสนเอ็นไมแข็งแรง สูญเสียมวลกลามเนื้อแลวมีการสะสม
ไขมันแทน ซ่ึงโดยทั่วไปผูที่มีอายุตั้งแตอายุ 25 ป ระดับคอลลาเจนจะมีการลดลงประมาณปละ 
1.5% ซ่ึงการลดลงของระดับคอลลาเจนนี้เปนสวนหนึ่งของกระบวนการ aging และเมื่ออายุ 45 ป 
ระดับคอลลาเจนจะมีการลดลงถึง 30% (นิสา, 2550; Venus, 2007) 

 
การใชคอลลาเจนไฮโดรไลเซต สําหรับการบํารุงผิวหนัง ผม และเล็บ มีรายงานวาใช

ไดผลแตยังไมมีการศึกษาผลขางเคียงของการใชคอลลาเจนไฮโดรไลเซตในกรณีดังกลาว กลไกการ
ทํางานยังไมทราบแนชัด แตเนื่องจากคอลลาเจนไฮโดรไลเซตมีสวนประกอบของกรดแอมิโน
เหมือนคอลลาเจน ดังนั้นจึงชวยกระตุนใหมีการสรางคอลลาเจนทดแทนสวนของรางกายที่ถูก
ทําลายไป คอลลาเจนไฮโดรไลเซตไมชวยทําใหกลามเนื้อกระชับ แตเชื่อวาคอลลาเจนไฮโดรไลเซต
จะไปทดแทนคอลลาเจนที่เปนสวนประกอบของมวลกลามเนื้อและอวัยวะอ่ืนของรางกายที่คอลลา
เจนถูกทําลายไป ซ่ึงคอลลาเจนไฮโดรไลเซตจะถูกดูดซมึที่ทางเดินอาหารบริเวณลําไสเล็กแลวเขาสู
กระแสเลือดไปยงัสวนตางๆของรางกาย (นิสา, 2550) 
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7.4 ลดน้ําหนกั   
 

กลไกการออกฤทธิ์คาดวา คอลลาเจนไฮโดรไลเซตจะกระตุนการหลั่งของ growth 
hormone ซ่ึงเกีย่วของกับการเสริมสรางกลามเนื้อของรางกาย หรือคอลลาเจนอาจชวยทําให growth 
hormone เขาสูเซลลไดมากขึ้น โดยการหลั่งของฮอรโมนนี้จะเกิดในชวง 45-90 นาทีแรกของการ
หลับ (phase of deep sleep) นอกจากนี้ คอลลาเจนเองก็เปนพวกโปรตีนซึ่งมีสวนรวมในการสราง
เนื้อเยื่อเชนกัน โดยสรุป คือ กระบวนการนี้ทําใหรางกายนําคอลลาเจนและสารอาหารอื่นๆมาใชใน
การสรางกลามเนื้ออยางมีประสิทธิภาพเพิม่ขึ้น สวนอาหารที่จะนําไปสรางไขมันมีนอยลง เปนผล
ใหน้ําหนักลดลงโดยที่ไมสูญเสียกลามเนือ้ (จีรพงษ, 2550) 

 
จากการทดลองผลิตภัณฑเสริมอาหารคอลลาเจนไฮโดรไลเซต (Slendernight) ของ

ประเทศอังกฤษ พบวาอาสาสมัครที่ใชผลิตภัณฑคอลลาเจนไฮโดรไลเซตเปนเวลา 8 สัปดาห จะมี
ขนาดเอวลดลงโดยเฉลี่ย 5.09 เซนติเมตร (2 นิ้ว) และมีน้าํหนักไขมันรางกาย (body fat weight) 
ลดลง 6.64% นอกจากนั้นยงัพบวายังชวยในการนอนหลับและชวยบํารุงผิวพรรณอีกดวย 
(Slendernight, 2007) 
 

7.5 โรคกระดูกและขอตอ (Bone and joint disease)   
 

ในชวงหลายปท่ีผานมาความสนใจในบทบาทของโภชนเภสัช (Nutraceutical) ในการ
เปนทั้งสารที่บรรเทาอาการของโรคและสารที่อาจมีผลจําเพาะตอโรค สารเหลานี้ เชน glucosamine 
และ chondroitin sulfate ซ่ึงเปนสารที่นิยมใชเปนอาหารเสริมเพื่อใชในการบําบัดโรคขออักเสบ ใน
การศึกษาพบวาสารเหลานี้มีประสิทธิภาพเทียบเทากับสาร nonsteroidal anti-inflammatory agents 
ในการจดัการโรคขออับเสบ ซ่ึงการรักษาดวยยาจะรวมทัง้การใช estrogenic hormone replacement, 
bisphosphonates, calcitonin, selective estrogen receptor agonists, fluorides และ parathormone 
โดยควรใชรวมกับการออกกําลังกาย แคลเซียม และวิตามินด ี

 
มีการใชคอลลาเจนไฮโดรไลเซตกับผูปวยที่มีอาการของโรคขออักเสบ เนื่องจาก

คอลลาเจนไฮโดรไลเซตอุดมไปดวยกรดแอมิโนที่มีบทบาทในการสราง cartilage matrix ซ่ึงการที่
หลายประเทศนิยมใชสารนี้ ก็เนื่องจากมีความปลอดภยัและไมมีพิษ จากการศึกษาของ Moskowitz 
(2000) พบวาการบริโภคคอลลาเจนไฮโดรไลเซตปริมาณ 10 กรัม เปนเวลามากกวา 2 เดือน มีสวน
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ชวยบรรเทาอาการเจ็บปวดจากโรคขออักเสบที่หัวเขาและสะโพก ซ่ึงคาดวาคอลลาเจนไฮโดรไล
เซตไมไดแสดงผลในการเปนยาบรรเทาอาการปวดโดยตรงหรือผลในการตอตานการอักเสบ แตมี
ผลโดยตรงตอเนื้อเยื่อขอตอ อีกทั้งยังพบวาการใชคอลลาเจนไฮโดรไลเซตรวมกับฮอรโมน 
calcitonin มีผลในการยับยั้ง bone collagen breakdown มากกวาการใชเพียงฮอรโมน calcitonin 
เพียงขั้นตอนเดียว  

 
จากการทดลองของ Schunck et al. (2007) ซ่ึงทําการเพาะเลี้ยง primary porcine 

articular และ human femoral chondrocytes ภายใตสภาพออกซิเจนต่ํา ซ่ึงเติมคอลลาเจนไฮโดรไล
เซตความเขมขนตางๆกัน พบวาการเพิ่มคอลลาเจนไฮโดรไลเซตมีผลในการเพิ่ม (p < 0.05) การ
สรางโปรติโอไกลแคน ซ่ึงเมื่อตรวจวดัปรมิาณสารคัดหล่ังและเซลลที่เกี่ยวของกับโปรติโอไกล
แคน จะเหน็วาเพิ่มขึ้นถึง 1.6 เทา เมื่อเทียบกับตัวอยางควบคุม 
 

7.6 ภาวะความดันโลหิตสูง 
 

Fahmi et al. (2004) ไดศึกษาผลของคอลลาเจนเปปไทดจากเกล็ดปลา sea bream ในการ
ยับยั้งเอนไซมที่มีความสามารถในการเปลี่ยนสาร angiotensin I (Angiotensin I converting enzyme: 
ACE, EC3.4.15.1) ซ่ึงการเปลี่ยนสาร angiotensin I ไปเปน angiotensin II นี้มีผลตอการเกิดภาวะ
ความดันโลหติสูง (Fujita and Yoshikawa, 1999) ซ่ึงพบวา ความเขมขนของเปปไทดที่สามารถ
ยับยั้งการทํางานของ ACE ได 50% มีคาเทากับ 0.57 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร นอกจากนัน้ยังพบวาเมื่อ
ทดสอบใหหนทูี่มีภาวะความดันโลหิตสูงกนิเปปไทดในปริมาณ 300 มิลลิกรัม (kg of  body 
weight)-1d-1 จะชวยลดความดันโลหิตลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) เปปไทดที่มี
ความสามารถในการยับยั้งการทํางานของ ACE ไดแก กรดแอมิโนที่มลํีาดับดังตอไปนี้ Gly–Tyr, 
Val–Tyr, Gly–Phe และ Val–Ile–Tyr เมื่อแยกเปปไทดเหลานี้ออกจากสารไฮโดรไลเซต โดยใช 
chromatographic methods ความสามารถในการยับยั้ง ACE ของเปปไทดที่แยกออกมาจะเพิ่มขึน้   
5-20 เทาของสารไฮโดรไลเซตที่ยังไมผานการแยกเปปไทดเหลานั้นออก 
 

7.7 การตานปฏิกิริยาออกซิเดชัน 
 

สารตานปฏิกิริยาออกซิเดชันที่ถูกสังเคราะหขึ้น เชน butylated hydroxyanisole (BHA) 
และ butylated hydroxytoluene (BHT) นํามาใชในทางการคาเพื่อรักษาผลิตภัณฑอาหาร โดยการ
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ยืดเวลาการเปลี่ยนสีและการเสื่อมเสียอันเนื่องจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน อยางไรก็ตามสารเหลานี้ถูก
จํากัดในการใชเนื่องจากความสําคัญดานความปลอดภยัตอสุขภาพ ดังนั้นจึงมีการแสวงหาสารตาน
ปฏิกิริยาออกซิเดชันจากธรรมชาติที่มีความปลอดภัย 

 
โปรตีนจากธรรมชาติสวนใหญเปนสารตานปฏิกิริยาออกซิเดชันที่สามารถละลายได

ในน้ํา เนื่องจากมีคุณสมบัติในการเปน chelating ซ่ึงมีผลตอไอออนของโลหะ โปรตีนไฮโดรไลเซต
ที่มีคุณสมบัติในการเปนสารตานปฏิกิริยาออกซิเดชัน เชน โปรตีนไฮโดรไลเซตของโปรตีนนม 
โปรตีนถ่ัวเหลือง และโปรตีนกลามเนื้อ เปนตน นอกจากนั้น คอลลาเจนไฮโดรไลเซต ก็แสดง
คุณสมบัติในการเปนสารตานปฏิกิริยาออกซิเดชัน (Li et al., 2007)  

 
จากการทดลองของ Li et al. (2007) ไดศึกษาคุณสมบัติการตานปฏิกิริยาออกซิเดชัน

ของคอลลาเจนจากหนังหมทูี่ผานการยอยโดยใชเอนไซมที่แตกตางกนั ซ่ึงพบวาคอลลาเจน
ไฮโดรไลเซตจากเอนไซมผสม (เอนไซมโปรติเอสจากตบัออนของสุกร เอนไซมโปรติเอสจากเชื้อ 
Streptomyces และเอนไซมโปรติเอสจากเชือ้ Bacillus polymyxa) แสดงคุณสมบัติตานปฏิกิริยา
ออกซิเดชันตอ 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radicals, metal chelating และ linoleic acid 
peroxidation system induced by Fe2+ สูงที่สุด อีกทั้ง degree of hydrolysis ยังมีผลอยางสูงตอ
คุณสมบัติการตานปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยไมคํานึงถึงชนดิของเอนไซม โดยที่เมื่อ degree of 
hydrolysis เพิ่มขึ้น (ไมเกิน 85%) ไฮโดรไลเซตนั้นจะมคีุณสมบัติการตานอนุมูลอิสระและ
คุณสมบัติในการจับโลหะ (metal chelating) ดีขึ้น แตเมือ่ degree of hydrolysis สูงเกิน 85% 
คุณสมบัติตางๆจะแยลง เนื่องจากคอลลาเจนสวนใหญถูกยอยเปนกรดแอมิโนเดี่ยวๆ ซ่ึง Da'valos et 
al. (2004) ไดรายงานถึงกรดแอมิโนที่แสดงคุณสมบัติในการตานปฏกิิริยาออกซิเดชันสูงสุดไดแก 
Trp, Tyr และ Met ตามดวย Cys, His และ Phe นอกนั้น (Arg, Asn, Gln, Asp, Pro, Ala, Val, Lys, 
Ile, Tre, Leu, Glu และ Gly) ไมแสดงคุณสมบัติการตานปฏิกิริยาออกซิเดชัน นอกจากนั้นยังพบวา
เปปไทดที่มีคณุสมบัติในการตานปฏิกิริยาออกซิเดชันสูงที่สุด คือ Gln-Gly-Ala-Arg (MW = 430.2 
Da) เมื่อเทียบกับเปปไทดอ่ืนที่แยกออกมา (Leu-Gln-Gly-Met (MW = 447.2 Da), Leu-Gln-Gly-
Met-Hyp (MW = 560.3 Da) และ Hyl-Cys (MW = 265.1 Da))  
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7.8 ดานอาหาร   
 

คอลลาเจนเปนผลิตภัณฑเหลือใชจากเนื้อสัตวที่มีมากและราคาถูก โดยผลิตภัณฑหลัก 
คือ เจลาติน (คอลลาเจนไฮโดรไลเซต) ซ่ึงใชเปนสารเติมในอาหารเพื่อเพิ่มเนื้อสัมผัส ความสามารถ
ในการอุมน้ํา และความเสถยีรของผลิตภัณฑอาหารหลายชนิด โดยคุณสมบัติของเปปไทด จะขึ้นอยู
กับโครงสรางและน้ําหนักโมเลกุลของเปปไทด ซ่ึงมีความสัมพันธกับสภาวะการผลิต อีกทั้งการ
ยอยดวยเอนไซม ไดกลายเปนเครื่องมือที่ใชในการดดัแปลงคุณสมบัติของโปรตีน (Li et al., 2007) 

 
จากการศึกษาของ Waszkowiak and Dolata (2007) ไดประยุกตใชคอลลาเจนและ

คอลลาเจนไฮโดรไลเซตในการเปนตวัขนสงสารสกัดจากโรสแมรี่ในการผลิตไสกรอก ซ่ึงสารสกัด
จากโรสแมรี่ (carnosol และ carnosic acid) เปนสารปองกันปฏิกิริยาออกซิเดชัน เนือ่งจากปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของไขมันในเนือ้สัตว จะเหนีย่วนาํใหเกิดสารประกอบหลายชนิดที่มีผลตอคุณลักษณะ
และคุณคาทางอาหารของผลิตภัณฑเนื้อสัตว เพื่อใหไดผลิตภัณฑที่มีความเสถียรจึงตองอาศยัตัว
ขนสง เพื่อใหสารตานปฏิกิริยาออกซิเดชันมีการกระจายตัวอยางสม่ําเสมอในผลิตภัณฑ ซ่ึงตัว
ขนสงที่นิยมใชสําหรับสารสกัด ไดแก edible oils และ 1,2-propylene glycol และตวัขนสงที่ดูดซบั
สารสกัดไว เชน maltodextrin ก็นิยมนํามาใชในรูปแบบผง เพื่อสะดวกในการใชงาน นอกจากนี้ 
คอลลาเจนเปนโปรตีนที่มีคุณสมบัติในการเปนตัวขนสง ที่ไมทําใหเกดิการแพในมนุษย ซ่ึงทําใหมี
การนําคอลลาเจนมาใชในทางการแพทยและเภสัชวิทยา ในการเปนตวัขนสงสารทางชีวภาพ เชน 
วิตามิน แรธาตุ และยา ซ่ึงในการทดลองใชคอลลาเจนและคอลลาเจนไฮโดรไลเซตเปนตัวขนสง
สารสกัดจากโรสแมรี่ในผลิตภัณฑ wiener-type sausages และ liver sausages พบวา การใชคอลลา
เจนเปนตัวขนสงสารสกัดโรสแมรี่ ทําใหการตานปฏิกิริยาออกซิเดชันเกิดขึ้นดกีวาการใชสารสกัด
โรสแมรี่ใสลงในผลิตภัณฑโดยตรง เนื่องจากเกิด synergistic interaction ระหวางกรดแอมิโนของ
ตัวขนสงและองคประกอบของสารสกัดโรสแมรี่ ซ่ึงกรดแอมิโนบางตัวมีคุณสมบัตใินการเปนสาร
ตานปฏิกิริยาออกซเิดชัน ทําใหชวยเสริมประสิทธิภาพของสารตานปฏิกิริยาออกซิเดชันที่มีอยูใน
สารสกัดโรสแมรี่ อีกทั้งการใชคอลลาเจนเปนตัวขนสงสารสกัดโรสแมรี่ จะใหคา peroxide values 
ต่ํากวาการใชคอลลาเจนไฮโดรไลเซต เนื่องจากบางสวนของคอลลาเจนไฮโดรไลเซตไปบดบัง
ความสามารถในการตานปฏกิิริยาออกซิเดชันของสารสกัดจากโรสแมรี่ เนื่องจากปฏกิิริยาระหวาง
กรดแอมิโนและสาร phenolic compound เกิดเปนสารประกอบเชิงซอน ที่อาจมีผลทั้งแบบ 
synergistic และ antagonistic ซ่ึงพบวา โพรลีนในโครงสรางเปปไทด อาจเกิดสารประกอบเชิงซอน
กับ phenolic compound ทําใหไปจํากัดความสามารถของสารตานปฏิกิริยาออกซิเดชัน 



อุปกรณและวิธีการ 

 

อุปกรณ 

 
1. วัตถุดิบและสารเคมี 
  

1.1 วัตถุดิบและสารเคมีสําหรับการสกัดคอลลาเจน     
  

1.1.1 เกล็ดปลากะพงแดง (Red Snapper: Lutjanus argentimaculatus) จากบรษิัท
บรรณวัชร ไบโอ-ไลน จํากดั (อ.เมือง จ.สมทุรสาคร) ประเทศไทย 

1.1.2 เกล็ดปลานิล (Nile Tilapia: Oreochromis niloticus) จากตลาดสายเนตร (อ.คัน
นายาว จ.กรุงเทพฯ) ประเทศไทย 

1.1.3 เอนไซมเปปซิน (EC 3.4.23.1, จากกระเพาะของสุกร) activity 596 units/mg 
protein จากบริษัท Fluka Biochemika 

1.1.4 กรดไฮโดรคลอริก  ยี่หอ J.T.Baker  จากบริษัท J.T.Baker 
1.1.5 กรดอะซิติก  ยีห่อ J.T.Baker  จากบริษัท J.T.Baker 
1.1.6 โซเดียมไฮดรอกไซด  ยี่หอ Analar  จากบริษัท BDH Laboratory Supplies 
1.1.7 โซเดยีมคลอไรด  ยี่หอ UNIVAR  จากบริษทั Asia Pacific Specialty Chemicals Limited 
1.1.8 ถุงไดอะไลซิส  ยี่หอ Cellu Sep (MWCO 12,000-14,000) จากบริษัท Membrane 

Filtration Products Limited 
 

1.2 สารเคมีสําหรับวิเคราะหองคประกอบทางเคมี     
 

1.2.1 กรดไนตริก  ยีห่อ LAB-SCAN  จากบริษทั LAB-SCAN Analytical Sciences 
1.2.2 กรดไฮโดรคลอริก  ยี่หอ J.T.Baker  จากบริษัท J.T.Baker 
1.2.3 กรดซัลฟวริก  ยี่หอ J.T.Baker  จากบริษัท J.T.Baker 
1.2.4 กรดบอริก  ยีห่อ Merck  จากบริษัท Merck KGaA 
1.2.5 เอทธานอล  ยี่หอ Merck  จากบริษัท Merck KGaA 
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1.2.6 โซเดียมไฮดรอกไซด (Commercial grade) 
1.2.7 คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O)  ยี่หอ Analar  จากบริษัท BDH Laboratory Supplies 
1.2.8 โพแทสเซียมซัลเฟต (K2SO4)  ยี่หอ UNIVAR จากบริษัท Asia Pacific 

Specialty Chemicals Limited 
1.2.9 Methyl Red  ยีห่อ  BDH  จากบริษัท BDH Chemical Limited 
1.2.10 Bromocresol Green  ยี่หอ LABCHEM  จากบริษัท Ajax Finechem 
1.2.11 ปโตรเลียมอีเทอร  ยี่หอ J.T.Baker  จากบริษัท J.T.Baker 

 
1.3 สารเคมีสําหรับทําอิเลคโทรโฟริซิสแบบ SDS-PAGE    

 
1.3.1 คอลลาเจน Type I  จากหนังลูกวัว (Calf skin acid soluble collagen type I, ICN 

9007-34-5)  จากบริษัท ICN Biomedical 
1.3.2 โปรตีนมาตรฐาน (full range rainbow markers)  จากบริษทั Amersham 

Biosciences UK Limited 
1.3.3 เมธานอล ยีห่อ Merck  จากบริษัท Merck KGaA 
1.3.4 กรดอะซิติก  ยีห่อ J.T.Baker  จากบริษัท J.T.Baker 
1.3.5 Acrylamide PAGE  ยี่หอ Plus One  จากบริษัท Amersham Biosciences 
1.3.6 Methylenebisacrylamide  ยีห่อ Plus One  จากบริษัท Amersham Biosciences 
1.3.7 Glycine  ยี่หอ Plus One  จากบริษัท Amersham Biosciences 
1.3.8 Mercaptoethanol  ยี่หอ Plus One  จากบริษัท Amersham Biosciences 
1.3.9 Sodium Dodecyl Sulfate (Sodium Lauryl Sulfate, SDS)  จากบริษัท USB Corporation 
1.3.10 Coomassie brilliant blue R-250  จากบริษัท USB Corporation 
1.3.11 Ammonium persulphate  จากบริษัท USB Corporation 

1.3.12 N,N,N′,N′-Tetramethylethylenediamine (TEMED)  จากบรษิัท  USB Corporation 
1.3.13 Bromophenol blue จากบริษทั  Ajax Finechem 

1.3.14 Tris (hydroxymethyl aminomethane) ยี่หอTrizma®bass puriss  จากบริษัท 
Sigma-Aldrich Laborchemikalien 

1.3.15 Glycerol  ยี่หอ UNIVAR  จากบริษัท Asia Pacific Specialty Chemicals Limited 
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2. เคร่ืองมือและอุปกรณ   
  

2.1 เครื่องมือและอุปกรณสําหรับการสกัดคอลลาเจน       
 

2.1.1 เครื่องกวนสวนผสม (stirrer) รุน 51450-series ยี่หอ Cole Parmar 
2.1.2 อางควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา (shaking water bath) รุน BS-11 จากบรษิัท Jeio 

Tech Limited 
2.1.3 เครื่องหมุนเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) รุน Sorvall 

RC 5C Plus   
2.1.4 เครื่องหมุนเหวี่ยงแบบตั้งโตะ (Desktop centrifuge) รุน Z 200 A ยี่หอ Hermle  
2.1.5 หลอดสําหรับหมุนเหวี่ยงแบบมีแผนกรอง (MWCO 3,000 kDa) รุน Amicon 

Ultra-15  ยี่หอ Millipore 
2.1.6 เครื่องทําแหงแบบระเหิด (Freeze  dryer)  รุน FD 2.5  จากบริษัท Heto Lab Equipment  
2.1.7 เครื่องทําแหงแบบหวัพนฝอย (Spray dryer) รุน Mobile Minor (size 0.8) ID: 

3245 ยี่หอ GEA Nitro 
 

2.2 เครื่องมือและอุปกรณสําหรับการวิเคราะห   
 

2.2.1 เครื่องอิเลคโทรโฟริซิส รุน Mini-Protean II Electrophoresis Cell และ Power 
supply จากบริษัท Bio-Rad Laboratory  

2.2.2 เครื่อง Differential scanning calorimetry (DSC) ยี่หอ Perkin Elmer  
2.2.3 เครื่องวัดความเปนกรด-เบส (pH meter) รุน Microcomputer pH-vision 6071 

จากบริษัท Jenco Electronics Limited 
2.2.4 ตูอบลมรอน (hot air oven)  ยี่หอ Memmert 
2.2.5 เครื่องเผาเถา (Muffle furnace) รุน Tactical 308 ยี่หอ Gallenkamp 
2.2.6 ชุดวิเคราะหโปรตีน ยี่หอ BÜCHI Labortechnik AG 
2.2.7 ชุดวิเคราะหไขมัน รุน Soxtec System HT 1043 Extraction Unit ยี่หอ Tecator 
2.2.8 เครื่องชั่งชนิดละเอียด (analytical balance) รุน Analytical Plus ยี่หอ Ohaus 
2.2.9 ไมโครปเปต ยีห่อ Pipette Man จากบริษัท Gilson S.A.S. 
2.2.10 ไมโครมิเตอร 
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วิธีการ 

 
1. วิธีการเตรียมตัวอยาง 
 

เกล็ดปลากะพงแดงตากแหงผานการลางทําความสะอาดมาแลว นํามาเก็บรักษาที่
อุณหภูมิหอง (28 + 2OC) สวนเกล็ดปลานิลสด นํามาลางทําความสะอาดดวย 10% NaCl และ
น้ําประปาเพื่อกําจัดเมือกและกลิ่นคาว จากนั้นตากแหงที่อุณหภูมิ 60OC จนมีความชืน้ประมาณ 15-
20% และเก็บรักษาที่อุณหภมูิหอง (28 + 2OC) เพื่อเปนตวัอยางในการทดลอง 
 
2. วิเคราะหองคประกอบทางเคมีของเกล็ดปลา 
 

นําเกล็ดปลากะพงแดงและเกล็ดปลานิลมาวิเคราะหปริมาณความชื้น เถา โปรตีน ไขมัน และ
คารโบไฮเดรต ตามวิธีของ AOAC (2000) โดยในการวิเคราะหโปรตีนจะใช conversion factor ของ            
เจลาติน ซ่ึงเทากับ 5.55 (Jones, 1931) และในการวิเคราะหเถาจะตองละลายตัวอยางในสารละลาย 
HCl:HNO3:H2O อัตราสวน 1:1:2 และนําไปเผาดวยไฟออน  ๆจนหมดควัน ตามวิธีของ Mora-Gutierrez 
(2007) กอนนําเขาเตาเผาตามขั้นตอนของ AOAC (2000) 
 
3. การกําจัดแคลเซียมออกจากเกล็ดปลา 
 

3.1 การกําจัดแคลเซียมออกจากเกล็ดปลากะพงแดง 
  

3.1.1 ศึกษาความเขมขนของกรดไฮโดรคลอริกและเวลาในการกําจัดแคลเซยีม   
 

ศึกษาความเขมขนของกรดไฮโดรคลอริกและเวลาในการกําจัดแคลเซยีมจาก
เกล็ดปลากะพงแดง ซ่ึงดัดแปลงจากวิธีของ Fahmi et al. (2004) โดยการแชเกล็ดปลากะพงแดงทั้ง
เกล็ด (50 กรัม) ในสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 0.1 N 0.6 N 1.0 N และ 1.2 N โดยใช
อัตราสวนเกลด็ปลาตอกรดเปน 1:6 (w/v) ทําการกําจัดแคลเซียมที่อุณหภูมหิอง (28 + 2OC) และทาํ
การกวนทุกชัว่โมง เปนเวลา 4 และ 6 ช่ัวโมง วัด pH ของสารละลายภายหลังการกําจัดแคลเซียมและ
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เก็บตัวอยางเกล็ดปลาเพื่อวิเคราะหปริมาณเถาทุกชั่วโมง จากนั้นนําเกล็ดปลาลางน้ําจนมี pH เปน
กลาง (pH 6–7) สุดทายอบแหงที่อุณหภูมิ 60OC จนมีความชื้นประมาณ 15-20%  

 
ตรวจประเมนิลักษณะทางกายภาพตามขอ 3.3 และวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของ

เกล็ดปลากะพงแดงภายหลังการกําจัดแคลเซียมเปนเวลา 4 และ 6 ช่ัวโมง ตามวิธีการในขอ 2 
จากนั้นเลือกวธีิที่กําจัดปริมาณเถาไดในปรมิาณสูงที่สุด 
 

3.1.2 การปรับวิธีการกําจัดแคลเซยีม เพื่อหมนุเวยีนใชสารละลายกรด   
 

สารละลายกรดไฮโดรคลอริก 1.2 N ที่ใชแลวในขอ 3.1.1 (pH ประมาณ 1–2) 
นํามาหมุนเวยีนใชอีกครั้ง โดยแชเกล็ดปลาเปนเวลา 1 ช่ัวโมง ในอัตราสวนเกล็ดปลาตอกรดเปน 
1:6 (w/v) ที่อุณหภูมิหอง (28 + 2OC) แยกเกล็ดปลาไปแชตอในสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 1.2 N 
เพื่อกําจดัแคลเซียมตามวิธีที่เลือกไดจากขอ 3.1.1 วิเคราะหปริมาณเถาในเกล็ดปลาเพือ่เปรียบเทียบ
กับเกล็ดปลาทีไ่ดจากการกําจัดแคลเซียมในขอ 3.1.1 และวดัคา pH ของสารละลายกรดภายหลังการ
ใชในการกําจดัแคลเซียม และวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของเกล็ดปลาหลังการกําจัดแคลเซียม 
(วิธีการในขอ 2) 
 

3.2 การกําจัดแคลเซียมออกจากเกล็ดปลานิล 
 

ทําการกําจัดแคลเซียมออกจากเกล็ดปลานลิตามสภาวะทีเ่ลือกในการกําจัดแคลเซียม
ออกจากเกล็ดปลากะพงแดงในขอ 3.1 วิเคราะหองคประกอบทางเคมีของเกล็ดปลากะพงแดงและ
เกล็ดปลานิลกอนและหลังการกําจัดแคลเซียม (วิธีการในขอ 2) 

 
3.3 การตรวจวิเคราะหลักษณะทางกายภาพ 

  
3.3.1 การตรวจประเมินลักษณะปรากฏและเนื้อสัมผัสของเกล็ดปลา   

 
การตรวจประเมินลักษณะปรากฏของเกล็ดปลา ทําโดยการสังเกตลักษณะความ

ขุนและความโปรงใสดวยสายตา สวนการตรวจประเมนิเนื้อสัมผัสของเกล็ดปลา ทําโดยการ
ประเมินความนิ่มและความแข็งของเกล็ดปลาโดยใชนิว้ช้ีและนิว้หวัแมมือบิดงอเกลด็ปลา 
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3.3.2 การวัดความหนาของเกล็ดปลา   
 

ทําการสุมวดัความหนาของเกล็ดปลาจาํนวน 50 เกล็ดตอทรีทเมนท โดยใช
ไมโครมเิตอรวดัความหนาบริเวณกลางเกลด็ปลา 
 
4. การสกัดคอลลาเจน   
 

4.1 การสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลากะพงแดง   
 

นําเกล็ดปลากะพงแดงมากําจัดแคลเซียมตามวิธีที่เลือกในขอ 3 จากนัน้ลางเกล็ดปลา
จน pH เปนกลาง (pH 6-7) กาํจัดโปรตีนอืน่ที่ไมใชคอลลาเจนและกําจดัเม็ดสี โดยแชในสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 N ในอัตราสวนเกล็ดปลาตอเบสเปน 1:5 (w/v) เปนเวลา 6 ช่ัวโมง กวน
ตลอดเวลาโดยใชเครื่องกวนสวนผสม และเปลี่ยนสารละลายทุก 2 ช่ัวโมง จากนั้นลางเกล็ดปลาดวย
น้ําจน pH เปนกลาง (pH 7-8) นํามาสกัดคอลลาเจนโดยเริ่มจากเกล็ดปลาที่ผานการกําจัดแคลเซียม
แตไมไดผานการทําแหงปริมาณ 10 กรัม (ความชื้นของเกล็ดปลาภายหลงักําจัดแคลเซียมประมาณ 
60-65%) ทําการสกัดคอลลาเจนตามวิธีการในภาพที่ 13 และศึกษาสภาวะการสกัดคอลลาเจนจาก
เกล็ดปลา โดยนําสารสกัดคอลลาเจนที่ไดจากการสกัดดวยวิธีในขอ 4.1.1-4.1.4 มาวิเคราะหปริมาณ
โปรตีนดวยวิธี Kjeldahl (AOAC, 2000) และหนวยยอยของคอลลาเจนโดยใช SDS-PAGE 
(ดดัแปลงจากวิธีของ Laemmli, 1970) 
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เกล็ดปลาที่ผานการกําจดัแคลเซียม (10 กรัม) + สารละลายกรดอะซิติก 0.5 M  
(ศึกษาอัตราสวนระหวางเกล็ดปลาตอกรดอะซิติก) 

 
สกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลา 

 
1. สกัดดวยกรดรวมกับความรอน 

(ศึกษาอณุหภมูิและเวลาในการสกัดดวยกรดรวมกับความรอน) 
ทําการสกัดในอางควบคุมอุณหภูมิแบบเขยาที่ความเรว็ 100 รอบตอนาที 

 
ทําใหเย็นในอางน้ําแข็งจนสารสกัดมีอุณหภูมิประมาณ 28 + 2OC 

 
2. สกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซิน 

(ศึกษาความเขมขนของเอนไซมเปปซิน อุณหภูมิ และเวลาในการสกัดดวยกรดรวมกบัเปปซิน) 
 

ยับยั้งการทํางานของเอนไซมเปปซิน 
โดยการใหความรอนที่อุณหภูมิ 90OC เปนเวลา 30 นาที  

ในอางควบคุมอุณหภูมิแบบเขยาที่ความเรว็ 100 รอบตอนาที 
 

กรองสารสกัดดวยกระดาษกรองเบอร 1 
 

ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลัน่ 
 

สารสกัดคอลลาเจน 
 
ภาพที่ 13  ขั้นตอนการสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลา 
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4.1.1 ศึกษาอุณหภูมิและเวลาในการสกัดดวยกรดรวมกับความรอน   
 

ทําการสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลาตามขั้นตอนในภาพที่ 13 โดยใชอัตราสวน
ระหวางเกล็ดปลาตอสารละลายกรดอะซิตกิเปน 1:5 (w/v) ใหความรอนในขั้นตอนการสกัดดวย
กรดรวมกับความรอนที่อุณหภูมิ 75 และ 90OC เปนเวลา 1 2 3 6 9 และ 12 ช่ัวโมง ตามดวยการสกัด
คอลลาเจนดวยกรดรวมกับเอนไซม โดยใชเอนไซมเปปซินความเขมขน 2.5% ของน้ําหนัก
เกล็ดปลาแหงที่ผานการกําจดัแคลเซียม ทีอุ่ณหภูมิหอง (28 + 2OC) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  
 

4.1.2 การสกัดคอลลาเจนดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซินเพียงขั้นตอนเดียว  
 

สกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลาโดยการใชกรดรวมกับเอนไซมตามขั้นตอนใน
ภาพที่ 13 โดยไมผานขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับความรอน โดยใชอัตราสวนระหวาง
เกล็ดปลาตอสารละลายกรดอะซิติกเปน 1:5 (w/v) และใชเอนไซมเปปซินความเขมขน 2.5% ของ
น้ําหนกัเกล็ดปลาแหงที่ผานการกําจดัแคลเซียม สกัดทีอุ่ณหภูมิหอง (28 + 2OC) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  
 

4.1.3 ศึกษาอัตราสวนระหวางเกลด็ตอกรดและความเขมขนของเอนไซมเปปซินใน
การสกัดคอลลาเจน   
 

ทําการสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลาตามขั้นตอนในภาพที่ 13 โดยใชอัตราสวน
ระหวางเกล็ดปลาตอสารละลายกรดอะซิตกิเปน 1:3 1:5 1:7 และ 1:9 (w/v) สกัดดวยกรดรวมกับ
ความรอนที่อุณหภูมิและเวลาที่เลือกในขอ 4.1.1 ตามดวยการสกัดคอลลาเจนดวยกรดรวมกับ
เอนไซม โดยใชเอนไซมเปปซินความเขมขน 0% 2.5% 5% และ 10% ของน้ําหนกัเกลด็ปลาแหงที่
ผานการกําจัดแคลเซียม ที่อุณหภูมิหอง (28 + 2OC) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
 

4.1.4 ศึกษาอุณหภมูแิละเวลาในการสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซิน      
 

ทําการสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลาตามขั้นตอนในภาพที่ 13 โดยใชอัตราสวน
ระหวางเกล็ดปลาตอสารละลายกรดอะซิตกิที่เลือกในขอ 4.1.3 สกัดดวยกรดรวมกับความรอนที่
อุณหภูมิและเวลาที่เลือกในขอ 4.1.1 ตามดวยการสกัดคอลลาเจนดวยกรดรวมกับเอนไซมเปซิน 
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โดยใชเอนไซมเปปซินความเขมขนที่เลือกในขอ 4.1.3 ทําการสกัดที่อุณหภูมิหอง (28 + 2OC) และ
อุณหภูมิ 37OC เปนเวลา 24 48 และ 72 ช่ัวโมง  

 
ทําการสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลาดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซินเพียง

ขั้นตอนเดยีว (ขอ 4.1.2) ตามขั้นตอนในภาพที่ 13 โดยใชอัตราสวนระหวางเกล็ดปลาตอสารละลาย
กรดอะซิติกที่เลือกในขอ 4.1.3 สกัดคอลลาเจนดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซิน โดยใชเอนไซมเปป 
ซินความเขมขนที่เลือกในขอ 4.1.3 ทําการสกัดที่อุณหภมูิหอง (28 + 2OC) และอุณหภูมิ 4OC เปน
เวลา 24 48 และ 72 ช่ัวโมง  
 

4.2 การสกัดคอลลาเจนจากเกลด็ปลานิล   
 
ทําการสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลานิลดวยกรดรวมกับความรอน ตามดวยการสกัด

ดวยกรดรวมกบัเอนไซมเปปซินตามสภาวะที่เลือกในขอ 4.1 ซ่ึงศึกษาโดยใชเกล็ดปลากะพงแดง 
จากนั้นวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธี Kjeldahl (AOAC, 2000) และหนวยยอยของคอลลาเจนโดย
ใช SDS-PAGE (Laemmli, 1970) ของสารสกัดคอลลาเจนที่ไดจากเกลด็ปลานิล 
 
5. การเพิ่มความเขมขนโดยการหมุนเหวี่ยงผานเมมเบรน 
 

5.1 การเพิ่มความเขมขนสารสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลากะพงแดง   
 

นําสารสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลากะพงแดงที่สกัดดวยกรดรวมกับความรอน ตาม
ดวยการสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซินตามวิธีที่เลือกในขอที่ 4.1 มาทําใหเขมขนโดยใช
เครื่องหมุนเหวี่ยงผานเมมเบรนที่มีความสามารถในการกรองแยกอนุภาคที่มีขนาดเล็กกวาหรือ
เทากับ 3 kDa ที่ความเร็ว 2,400 x g เปนเวลา 60 นาทีตอรอบ จํานวน 1 และ 2 รอบ เปรียบเทียบกับ
การทําใหเขมขนโดยใชเครื่องหมุนเหวีย่งที่ความเร็ว 2,400 x g เปนเวลา 30 นาทีตอรอบ จํานวน1 2 
และ 3 รอบ ที่อุณหภูมิหอง เปรียบเทียบปรมิาณของแข็งทั้งหมดและคา pH ของสารสกัดคอลลาเจน
กอนและหลังการทําใหเขมขน รวมทั้ง permeate ที่ออกมา 
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5.2 การเพิ่มความเขมขนสารสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลานลิ 
 

นําสารสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลานิลที่สกัดดวยกรดรวมกับความรอน ตามดวยการ
สกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซินตามวิธีที่เลือกในขอ 4.2 มาทําใหเขมขนตามวิธีที่เลือกในขอ 5.1 
 
6. การทําแหงแบบพนฝอย 
 

นําสารสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลากะพงแดงและเกลด็ปลานิลที่ผานการทําใหเขมขนตาม
วิธีที่เลือกในขอ 5. มาทําแหงแบบพนฝอยทีอุ่ณหภูมิการทาํแหงเทากับ 160OC แรงดันหัวฉีด             
5 กก./ซม.2 โดยใหลมรอนออกเปน 80-90OC ตามวิธีของสุปราณี (2539) สารที่ได คือ คอลลาเจนผง 
(collagen hydrolysate powder) จากนั้นวิเคราะหหาปริมาณผลได (% yield) หนวยยอยของคอลลา
เจนดวย SDS-PAGE และอณุหภูมิการเสียสภาพของคอลลาเจนผงจากเกล็ดปลาทั้ง 2 ชนิด (ขอ 8-9) 

 
% yield    =    น้ําหนกัคอลลาเจนผงที่ไดจากการทําแหงแบบพนฝอย  x  100 
      น้ําหนกัเกลด็ปลาแหงภายหลังการกําจดัแคลเซียม 

 
7. การสกัดคอลลาเจน type I จากเกล็ดปลา 

 
การสกัดคอลลาเจน type I จากเกล็ดปลากะพงแดงและเกล็ดปลานิล ดัดแปลงจากวธีิ

ของนันทพร (2550) โดยทําการกําจัดแคลเซียมตามวิธีที่เลือกในขอ 3 จากนั้นลางเกลด็ปลาจน pH 
เปนกลาง (pH 6-7) กําจัดโปรตีนอื่นที่ไมใชคอลลาเจนและกําจดัเม็ดสี โดยแชในสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 N ในอัตราสวนเกล็ดปลาตอเบสเปน 1:5 (w/v) เปนเวลา 6 ช่ัวโมง กวน
ตลอดเวลาโดยใชเครื่องกวนสวนผสม และเปลี่ยนสารละลายทกุ 2 ช่ัวโมง จากนัน้ลางเกลด็ปลาดวยน้ํา
จน pH เปนกลาง (pH 7-8) การสกัดคอลลาเจน type I ทําตามวิธีที่เลือกในขอ 4.1.2 และ 4.1.4 คือการ
สกัดคอลลาเจนดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซินเพียงขั้นตอนเดียว ดังนี้ นําเกล็ดปลาที่ผานการกําจัด
แคลเซียมแตไมไดผานการทาํแหง 10 กรัม (ซ่ึงเกล็ดปลาหลังกําจัดแคลเซียมมีความชืน้ประมาณ 
60-65%) ในสารละลายอะซิติก 0.5 M มาสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซิน โดยใชเอนไซม       
เปปซินความเขมขน 2.5% ของน้ําหนกัเกลด็ปลาแหงที่ผานการกําจดัแคลเซียม ที่อุณหภูมิหอง 
(28+2OC) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง กรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 จากนั้นนาํสารละลายที่ผานการกรอง
มาตกตะกอนดวยโซเดียมคลอไรดใหไดความเขมขนสุดทายเปน 0.9 M ทิ้งไวขามคนื ที่อุณหภูมิ 



 

47 

4OC จากนัน้นาํมาหมุนเหวีย่งที่ 20,000 x g เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภมูิ 4OC  ตะกอนที่ไดละลายใน
กรดอะซิติกความเขมขน 0.5 M แลวนําไปไดอะไลซิสดวยน้ํากลั่น ทีอุ่ณหภูมิ 4OC สุดทายนําไปทํา
แหงแบบระเหดิ นําคอลลาเจน type I ที่ไดจากเกล็ดปลาทั้ง 2 ชนิด มาวิเคราะหหาปริมาณผลได (% 
yield) หนวยยอยของคอลลาเจนดวย SDS-PAGE และอณุหภูมิการเสียสภาพ (ขอ 8-9) 

 
% yield    =    น้ําหนกัคอลลาเจน type I ที่ไดจากการทําแหงแบบะเหิด  x  100 
      น้ําหนกัเกลด็ปลาแหงภายหลังการกําจดัแคลเซียม 
 

8. ศึกษาหนวยยอยของคอลลาเจนโดยการทําอิเลคโทรโฟริซิสแบบ SDS-PAGE (Sodium Dodecyl 
Sulfate Polyacrylamine Gel)   
 

ศึกษาหนวยยอยของคอลลาเจนที่สกัดไดจากขอ 4, 6, 7 และคอลลาเจน type I จากหนงัลูก
วัว (Calf skin acid soluble collagen type I, ICN 9007-34-5, ICN Biomedical, Livermore, CA, 
USA) โดยการทําอิเลคโทรโฟริซิสแบบ SDS-PAGE (ดดัแปลงจากวิธีของ Laemmli, 1970) การ
เตรียมตัวอยางคอลลาเจนผงในขอ 6 เตรียมโดยละลายคอลลาเจนผงในน้ํากลั่นใหมคีวามเขมขน  
5% (w/v) สวนคอลลาเจน type I จากขอ 7 และคอลลาเจน type I จากหนังลูกววั เตรียมโดยละลาย
คอลลาเจนความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของสารละลาย SDS ความเขมขน 5% และม ี2-
mercaptoethanol ความเขมขน 5% เปนตัวรีดิวซ (สลายพันธะไดซัลไฟด) จากนั้นนาํสารละลาย
คอลลาเจนที่เตรียมดวยวิธีดงักลาวและสารละลายคอลลาเจนในขอ 4 มาเจือจาง 1:4 เทา ดวย sample 
buffer (50 ไมโครลิตร ตอ sample buffer 200 ไมโครลิตร) จากนัน้ใสตวัอยาง 5 ไมโครลิตร ลงใน
แตละหลุม และทําอิเลคโทรโฟริซิสใน 16.5% separating gel และ 4% stacking gel หรือ 7.5% 

separating gel และ 4% stacking gel สําหรับสังเกตหนวยยอย β , α1 และ α2 โดยเปรียบเทียบกบั
คอลลาเจน type I จากหนังลูกวัว และยอมสีดวย Coomassie blue R250 น้ําหนกัโมเลกุลของโปรตีน
เปรียบเทียบกบั full range rainbow marker (Amersham Biosciences UK Limited, UK) น้ําหนัก
โมเลกุลอยูในชวง 10-250 kDa ซ่ึงประกอบดวย Blue color (250 kDa) Red color (160 kDa) Green 
color (105 kDa) Yellow color (75 kDa) Purple color (50 kDa) Blue color (35kDa) Orange color 
(30 kDa) Green color (25 kDa) Blue color (15 kDa) และ Red color (10 kDa) 
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9. วิเคราะหสมบัติความคงตัวตอความรอนของคอลลาเจน 
 

เตรียมตัวอยางคอลลาเจนสําหรับศึกษาความคงตัวตอความรอน ตามวิธีของนันทพร (2550) 
โดยนําคอลลาเจนผงและคอลลาเจน type I ที่สกัดจากเกล็ดปลากะพงแดงและเกล็ดปลานิลที่เตรียม
ตามวิธีในขอ 4–6 และ ขอ 7 ตามลําดับ เตมิน้ําปราศจากอิออนเขาไปในตัวอยาง โดยสัดสวน
ตัวอยางตอน้ําเทากับ 1:40 (w/v) ทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4OC เปนเวลา 1 วัน จากนั้นชั่งน้ําหนกัใสใน 
stainless steel pan ประมาณ 15 มิลลิกรัม ปด pan ใหสนิท แลวเก็บไวทีอุ่ณหภูมิ 4OC เปนเวลา 1 วัน  
นําไปวิเคราะหความคงตวัตอความรอนโดยใชเครื่อง Differential scanning calorimeter (DSC) โดย
ใชอัตราในการใหความรอน (heating rate) เทากับ 1OC ตอนาที ในชวงอุณหภูมิ 20–50OC คาที่ใชใน
การศึกษาความคงตัวตอความรอน ไดแก อุณหภูมิเร่ิมตนที่มีการดูดกลืนความรอนในการเสียสภาพ 
(onset temperature, To) อุณหภูมิที่มกีารดดูกลืนความรอนมากที่สุด (peak maximum temperature, 
Tp) และอุณหภูมิสุดทายในการดูดกลืนความรอน (recovery temperature, Tr) 
 
10. วิเคราะหผลทางสถิติ 
 

10.1 การกําจัดแคลเซียม   
 

การวิเคราะหผลทางสถิติของความหนา และองคประกอบทางเคมีของเกล็ดปลา
ภายหลังการกาํจัดแคลเซียม วางแผนการทดลองแบบ 2x4 factorial in CRD วิเคราะหผลทางสถิติ
โดยวิธี Analysis of Variance (ANOVA) และวิเคราะหความแตกตางระหวางตัวอยางดวยวิธี 
Duncan’s Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
 

10.2 การสกัดคอลลาเจน 
 

10.2.1 การศึกษาอณุหภูมแิละเวลาในการสกัดดวยกรดรวมกับความรอน   
 

การวิเคราะหผลทางสถิติของปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจน วาง
แผนการทดลองแบบ 2x6 factorial in CRD วิเคราะหผลทางสถิติโดยวธีิ Analysis of Variance 
(ANOVA) และวิเคราะหความแตกตางระหวางตัวอยางดวยวิธี Duncan’s Multiple Range Test ที่
ระดับความเชือ่มั่น 95% 
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10.2.2 การศึกษาอัตราสวนระหวางเกล็ดตอกรดและความเขมขนของเอนไซมเปปซิน   
 

การวิเคราะหผลทางสถิติของปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจน วาง
แผนการทดลองแบบ 4x4 factorial in CRD วิเคราะหผลทางสถิติโดยวธีิ Analysis of Variance 
(ANOVA) และวิเคราะหความแตกตางระหวางตัวอยางดวยวิธี Duncan’s Multiple Range Test ที่
ระดับความเชือ่มั่น 95% 

 
10.2.3 การศึกษาอณุหภูมแิละเวลาในการสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซิน   

 
การวิเคราะหผลทางสถิติของปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจน วาง

แผนการทดลองแบบ 2x3 factorial in CRD วิเคราะหผลทางสถิติโดยวธีิ Analysis of Variance 
(ANOVA) และวิเคราะหความแตกตางระหวางตัวอยางดวยวิธี Duncan’s Multiple Range Test ที่
ระดับความเชือ่มั่น 95% 
 

10.3 การเพิ่มความเขมขนโดยการหมุนเหวีย่งผานเมมเบรน   
 

การวิเคราะหผลทางสถิติของปริมาณของแข็งทั้งหมดของสารสกัดคอลลาเจนกอนและ
หลังการทําใหเขมขน วางแผนการทดลองแบบ CRD วิเคราะหผลทางสถิติโดยวิธี Analysis of 
Variance (ANOVA) และวเิคราะหความแตกตางระหวางตัวอยางดวยวิธี Duncan’s Multiple Range 
Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

 
11. สถานที่ทําการวิจัย   
 

ภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร คณะอุตสาหกรรมเกษตร
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน กรุงเทพฯ 
  
12. ระยะเวลาทําการวิจัย 
 

การทดลองเริ่มเดือนมีนาคม 2549 ส้ินสุดเดือนธันวาคม 2550 
 



ผลและวิจารณ 

 
1. องคประกอบทางเคมีของเกล็ดปลา   
 

จากองคประกอบทางเคมีของเกล็ดปลากะพงแดงและเกล็ดปลานิลในตารางที่ 6 จะเห็นวา
องคประกอบหลักของเกล็ดปลาทั้ง 2 ชนิด คือ โปรตีน และ เถา โดยที่เกล็ดปลานิลจะมีปริมาณ
โปรตีนมากกวา และปริมาณเถาต่ํากวาเกล็ดปลากะพงแดง ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Fahmi et 
al. (2004) ที่แสดงถึงองคประกอบทางเคมขีองเกล็ดปลา sea bream พบวา ประกอบดวยโปรตีนและ
สารอนินทรียเปนหลัก ซ่ึงมอีงคประกอบดังนี้ โปรตีน 51.2% ไขมัน 0.1% สารอินทรียอ่ืนๆ 1.4% 
และสารอนินทรีย 47.3% โดย Ikoma et al. (2003 a) รายงานวาเกล็ดปลา Pagrus major 
ประกอบดวย extracellular matrix ที่มีคอลลาเจน type I และ calcium-deficient hydroxyapatite 
(Ca10(PO4)6(OH)2) ประกอบอยูในโครงสราง  
  
ตารางที่ 6  องคประกอบทางเคมี (% น้ําหนกัแหง) ของเกล็ดปลา 
 

องคประกอบทางเคมี เกล็ดปลากะพงแดง เกล็ดปลานิล 
คารโบไฮเดรต* 3.11 4.33 

โปรตีน** 47.87 + 1.22 60.01 + 0.54 
ไขมัน  0.01 + 0.01 0.04 + 0.01 
เถา 49.01 + 0.01 35.62 + 0.48 

หมายเหตุ     +    คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
       * คํานวณจาก 100 – (%โปรตีน + %ไขมัน + %เถา) 

                    ** ใช conversion factor ของเจลาติน ซ่ึงเทากบั 5.55 (Jones, 1931) 
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2. การกําจัดแคลเซียมจากเกล็ดปลากอนการสกัดคอลลาเจน 
  

2.1 การหาสภาวะการกําจัดแคลเซียมจากเกล็ดปลากะพงแดง 
 

2.1.1 pH ของสารละลายในระหวางการกําจัดแคลเซียม   
 

ในระหวางการกําจัดแคลเซยีม การเปลี่ยนแปลง pH ของสารละลายเกล็ดปลา
ในกรดไฮโดรคลอริกที่ความเขมขนตางๆ มีแนวโนมเพิม่ขึ้นอยางรวดเร็วใน 1 ช่ัวโมงแรก และ
คอยๆเพิ่มขึ้นอยางชาๆจนครบ 6 ช่ัวโมง ดังภาพที่ 14 โดยอัตราเร็วในการเพิ่มขึ้นของ pH จะมากขึน้
เมื่อความเขมขนของกรดนอยลง 

 

0
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ช่ัวโมงท่ี
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ภาพที่ 14  กราฟแสดงการเปลี่ยนแปลง pH ของสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ขณะทําการแช 

   เกล็ดปลากะพงแดงในสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขนตางๆ นาน 6 ช่ัวโมง 
 

การที่ pH ของสารละลายเพิ่มขึ้น เกิดจากการที่สารละลายกรดไฮโดรคลอริกทํา
ปฏิกิริยากับแคลเซียมในตัวอยางเกล็ดปลา (insoluble calcium-salt) เกิดเปนเกลือ (soluble calcium-
salts) ละลายออกมา และในระหวางการกําจดัแคลเซยีมดวยกรด จะสังเกตเห็นฟองกาซเกิดขึ้น ซ่ึง

0.95 
1.00 
1.11 
1.88 

4.48 4.55 4.61 4.74 4.80 4.84 

2.77 3.08 3.19 3.27 3.30 3.34 

2.09 2.14 2.21 2.25 2.35 2.39 
1.74 1.77 1.80 1.77 1.77 1.78 
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ฟองกาซที่เกิดอาจเปนกาซคารบอนไดออกไซด ดังปฏิกิริยาที่ Verdenius and Alma (1958) แสดงไว
ในการกําจัดแคลเซียมจากตวัอยางกระดกู  

 
Insoluble calcium-salts  +  acid     soluble calcium-salts  +  CO2 

 
จากภาพที่ 14 จะพบวาการกาํจัดแคลเซียมในชวง 1 ช่ัวโมงแรก มีอัตราการ

เกิดปฏิกิริยาอยางรวดเร็ว ทําให pH เพิ่มขึ้นอยางรวดเรว็ หลังจากนัน้อตัราการเกิดปฏิกิริยาจะชาลง 
เปนผลให pH เพิ่มขึ้นอยางชาๆ และการแชเกล็ดปลาในสารละลายกรดที่มีความเขมขนสูงจะทําให
การเปลี่ยนแปลงของ pH ชากวาสารละลายกรดที่มีความเขมขนต่ํา 
 

2.1.2 การเปลี่ยนแปลงปริมาณเถาของเกล็ดปลากะพงแดงในระหวางการกําจดั
แคลเซียม   
 

การเปลี่ยนแปลงปริมาณเถาของเกล็ดปลากะพงแดงภายหลังการแชกรดไฮโดร
คลอริกที่ความเขมขนตางๆในระหวางการกําจัดแคลเซียม มีแนวโนมลดลงอยางรวดเร็วในชัว่โมง
แรก และคอยๆลดลงอยางชาๆจนครบ 6 ช่ัวโมง ดังภาพที่ 15 โดยที่เกล็ดปลากะพงแดงเริ่มตนจะมี
ปริมาณเถาเปน 49.01% (น้ําหนักแหง) เมือ่ผานการแชกรดไฮโดรคลอริกที่ความเขมขน 0.1 N 
พบวาปริมาณเถาจะลดลงนอยมาก เมื่อเทยีบกับการเปลี่ยนแปลงปริมาณเถาของเกลด็ปลากะพงแดง
เมื่อผานการแชกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 0.6 N 1.0 N และ 1.2 N และพบวาเมื่อความเขมขน
ของกรดไฮโดรคลอริกเพิ่มมากขึ้นจะทําใหปริมาณเถาลดลงไดมาก โดยเกล็ดปลาที่ผานการแชกรด
ไฮโดรคลอริก 0.1 N 0.6 N 1.0 N และ 1.2 N นาน 6 ช่ัวโมง จะมีปริมาณเถาลดลงเหลือ 46.65% 
28.95% 5.58% และ 0.12% (น้ําหนักแหง) ตามลําดับ ซ่ึงปริมาณเถาที่ลดลงนั้นจะบงบอกถึง
ความสามารถในการกําจัดแคลเซียม คือ ยิ่งปริมาณเถาลดลงมาก นั่นคอืความสามารถในการกําจดั
แคลเซียมยิ่งมากขึ้น 
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ภาพที่ 15  การเปลี่ยนแปลงปริมาณเถาของเกล็ดปลากะพงแดงภายหลังการแชในสารละลายกรด 

   ไฮโดรคลอริกความเขมขนตางๆ นาน 6 ช่ัวโมง 
 

การที่ปริมาณเถา (สารอนินทรีย) ลดลง เมื่อกําจัดแคลเซียมดวยสารละลายกรด
ไฮโดรคลอริกที่มีความเขมขนมากกวา เนื่องจากการเพิ่มปริมาณกรดไฮโดรคลอริกทําใหสมดุลของ
สมการที่ Verdenius and Alma (1958) แสดงไวดําเนนิไปขางหนา มีผลในการชวยละลายแคลเซียม
ในตัวอยางออกมาตามหลักของ Le Chatelier (Verdenius and Alma, 1958) 
 

2.1.3 ลักษณะปรากฏและเนื้อสัมผัสของเกล็ดปลาภายหลังการกําจัดแคลเซียม   
 
ลักษณะปรากฏและเนื้อสัมผัสของเกลด็ปลาที่ผานการกําจัดแคลเซียม พบวา

การแชสารละลายกรดไฮโดรคลอริกที่ความเขมขนและเวลาตางๆกัน จะทําใหเกล็ดปลามีลักษณะ
ตางจากเกล็ดปลาเริ่มตนดังตารางที่ 7 เมื่อความเขมขนของกรดไฮโดรคลอริกเพิ่มขึ้น เกล็ดปลาจะมี
ลักษณะนิ่มขึน้และใสขึ้น แตการแชกรดไฮโดรคลอริกที่เวลา 4 หรือ 6 ช่ัวโมง ในสารละลายกรดที่
มีความเขมขนเทากัน จะไมมผีลตอลักษณะปรากฏและเนือ้สัมผัสของเกล็ดปลาที่ได และเมื่อสังเกต
ความใสของตวัอยางเกล็ดปลาที่ผานการแชกรดไฮโดรคลอริกที่ความเขมขนเพิ่มขึ้น จะพบวาการ
กําจัดแคลเซียมบริเวณขอบรอบนอกของเกล็ดปลาจะเสร็จสมบูรณกอน เนื่องจากบริเวณขอบรอบ
นอกของเกล็ดปลามีความบางกวาบริเวณกลางเกล็ด และอาจเปนเพราะกรดแทรกซึมเขาไปใน

47.87 47.47 47.98 47.30 47.48 46.65 49.01 

31.32 29.61 28.25 28.99 29.07 28.95 

10.98 9.52 9.16 6.68 6.69 5.58 
2.35 0.88 0.29 0.20 0.20 0.12 
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เกล็ดปลาบริเวณขอบกอน ทาํใหเกล็ดที่แชไฮโดรคลอริก 0.6 N มีลักษณะบริเวณขอบใส แตตรง
กลางขุน 
 
ตารางที่ 7  ลักษณะปรากฏและเนื้อสัมผัสของเกล็ดปลาเริ่มตนและเกล็ดปลาภายหลังการกําจัด

แคลเซียม โดยการแชกรดไฮโดรคลอริกที่ความเขมขนและเวลาตางๆ 
 

ความเขมขนของสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ระยะเวลา
ในการแช เร่ิมตน 0.1 N HCl 0.6 N HCl 1.0 N HCl 1.2 N HCl 
4 ช่ัวโมง 

 
เกล็ดแข็ง 
ขุนทั้งเกล็ด 

เกล็ดนิ่มขึ้น 
ขุนนอยลง 

เกล็ดนิ่มขึ้น  
บริเวณขอบใสขึ้น 

แตตรงกลางขุน 

เกล็ดนิ่ม 
ใสทั้งเกล็ด 

เกล็ดนิ่ม 
ใสทั้งเกล็ด 

6 ช่ัวโมง 

เกล็ดแข็ง 
ขุนทั้งเกล็ด 

เกล็ดนิ่มขึ้น 
ขุนนอยลง 

เกล็ดนิ่มขึ้น  
บริเวณขอบใสขึ้น 

แตตรงกลางขุน 

เกล็ดนิ่ม 
ใสทั้งเกล็ด 

เกล็ดนิ่ม 
ใสทั้งเกล็ด 

 
เกล็ดปลากะพงแดงกอนและหลังการกําจัดแคลเซียม เมื่อดึงหรือฉีกเกล็ดปลา

ดวยมือ พบวาคอนขางฉีกขาดยาก สอดคลองกับรายงานของ Ikoma et al. (2003 a) ซ่ึงติดตาม tensile 
stress-strain curve ของเกล็ดปลา Pagrus major กอนและหลังการกําจดัแคลเซียม และไดรายงานคา 
tensile strength และคา Young’s modulus (stress/strain) กอนและหลังการกําจัดแคลเซียมวาลดลง
จาก 93 + 1.8 MPa เปน 36 + 8.4 MPa และ จาก 2.2 + 0.3 GPa เปน 0.53 + 0.06 GPa ตามลําดับ ซ่ึง
แสดงถึงเกล็ดปลาที่นิ่มขึน้ภายหลังการกําจดัแคลเซยีม แตเกลด็ปลาจะยงัคงเหนยีวและฉีกขาดไดยาก 
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2.1.4 ความหนาของเกล็ดปลากะพงแดงภายหลังการกําจัดแคลเซียม   
 

ความเขมขนของกรดไฮโดรคลอริกมีผลตอความหนาของเกล็ดปลาหลังการแช
สารละลายกรดไฮโดรคลอริก (p < 0.05) แตเวลาในการแชและผลรวมของความเขมขนของกรด
ไฮโดรคลอรกิกับเวลาในการแชไมมผีลตอความหนาของเกล็ดปลา  (p > 0.05) ซ่ึงความหนาของ
เกล็ดปลาที่ผานการกําจดัแคลเซียมจะมีความแตกตางจากเกล็ดปลาเริ่มตน โดยที่จะมคีวามหนา
ลดลงอยางรวดเร็ว เมื่อแชในกรดที่มีความเขมขนสูง ดังตารางที่ 8 

 
ตารางที่ 8  ความหนาของเกล็ดปลา (มิลลิเมตร) หลังผานการแชสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 
 

ระยะเวลาการแช ความเขมขนของสารละลาย
กรดไฮโดรคลอริก 4 ช่ัวโมง 6 ช่ัวโมง 
เกล็ดปลาเริ่มตน 0.572 + 0.19 0.572 + 0.19 

0.1 N 0.419 + 0.11a 0.423 + 0.13a 
0.6 N 0.417 + 0.11a 0.392 + 0.14a 
1.0 N 0.262 + 0.09b 0.249 + 0.08b 
1.2 N 0.217 + 0.06b 0.231 + 0.06b 

หมายเหตุ   +   คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
    a - b  เปรียบเทียบทั้งแนวตัง้และแนวนอน อักษรหอยที่ตางกันแสดงความแตกตางอยางม ี
          นัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05)  
 

เกล็ดปลาเริ่มตนมีความหนาเฉลี่ย 0.572 มิลลิเมตร เมื่อแชในสารละลายกรด
ไฮโดรคลอริกความเขมขน 0.1 N ความหนาจะลดลงอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) และเมื่อเพิ่มความ
เขมขนของกรดไฮโดรคลอริกจนถึง 1.2 N ความหนาของเกล็ดปลาจะลดลงมากกวา 50% ของความ
หนาเกล็ดปลาเริ่มตนกอนแชสารละลายกรดไฮโดรคลอริก โดยมีคาเทากับ 0.217 และ 0.231 
มิลลิเมตร ที่เวลาการแชนาน 4 และ 6 ช่ัวโมง ตามลําดับ โดยที่ความหนาของเกล็ดปลาที่ผานการแช
สารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 1.0 และ 1.2 N จะมีความหนาของเกล็ดไมแตกตางกัน (p 
> 0.05) และเกล็ดปลาที่ผานการแชสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 0.1 และ 0.6 N ก็จะมี
ความหนาของเกล็ดไมแตกตางกัน (p > 0.05) เชนกนั แตความหนาจะนอยกวาเกล็ดปลาเริ่มตน และ
มากกวาเกล็ดปลาที่ผานการแชสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 1.0 และ 1.2 N  
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การที่เกล็ดปลามีความหนาลดลง เนื่องจากผานการกําจัดแคลเซียมที่อยูบริเวณ
ผิวหนาและภายในโครงสรางเกลด็ปลา ทําใหเมื่อนําเกล็ดปลาที่ผานการกําจดัแคลเซยีมมาทําแหงและ
วัดความหนา เกล็ดปลาจะเกิดการยุบตัวในระหวางการทําแหง และเปนสาเหตุใหความหนาของเกล็ด 
ปลาลดลงจากเกล็ดปลาเริ่มตน และทําใหเกล็ดปลามีลักษณะใสและนิ่มขึ้น ดังปรากฏในตารางที่ 7  
 

2.1.5 องคประกอบทางเคมขีองเกล็ดปลากะพงแดงภายหลังการกําจดัแคลเซยีม   
 

เมื่อวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของเกล็ดปลาเริ่มตน และเกล็ดปลาที่ผานการ
กําจัดแคลเซียมดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 0.1–1.2 N พบวาองคประกอบทางเคมี
ของเกล็ดปลา 100 กรัม (น้ําหนักแหง) มีปริมาณเปลี่ยนแปลงไป โดยที่ คารโบไฮเดรต ไขมัน และ
เถา มีสัดสวนลดลง สวนโปรตีนมีสัดสวนสูงขึ้น เมื่อความเขมขนของสารละลายกรดเพิ่มขึ้น ดัง
ตารางที่ 9 

 
เมื่อดูผลของปริมาณเถา พบวาเวลาในการแชและความเขมขนของกรดไฮโดร

คลอริกมีผลตอปริมาณเถาของเกล็ดปลา (p < 0.05) แตผลรวมของเวลาในการแชและความเขมขน
ของกรดไฮโดรคลอริกไมมีผลตอปริมาณเถาของเกล็ดปลาหลังการแชสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 
(p > 0.05) ปริมาณเถาของเกล็ดปลาที่ผานการกําจัดแคลเซียมจะมีความแตกตางจากเกล็ดปลาเริ่มตน 
โดยที่จะมีปริมาณเถาลดลง เมื่อแชในกรดที่มีความเขมขนสูงและใชเวลาในการแชนาน ซ่ึงวิธีที่ให
ปริมาณเถาต่ํามากพอ คือ การแชเกล็ดปลาในสารละลายไฮโดรคลอริกความเขมขน 1.2 N เปนเวลา 
6 ช่ัวโมง มีปริมาณเถาเหลือเทากับ 0.12% (น้ําหนกัแหง) 

 
สวนปริมาณโปรตีน พบวาความเขมขนของกรดไฮโดรคลอริกมีผลตอปริมาณ

โปรตีนของเกล็ดปลาหลังการแชสารละลายกรดไฮโดรคลอริก (p < 0.05) แตเวลาในการแชและผล
รวมของความเขมขนของกรดไฮโดรคลอริกกับเวลาในการแชไมมีผลตอปริมาณโปรตีนของ
เกล็ดปลา (p > 0.05) ปริมาณโปรตีนของเกล็ดปลาที่ผานการกําจัดแคลเซียมจะมีความแตกตางจาก
เกล็ดปลาเริ่มตน โดยที่จะมีปริมาณโปรตีนเพิ่มขึ้น เมื่อแชในกรดที่มีความเขมขนสูง ซ่ึงเกล็ดปลาที่
ผานการแชสารละลายไฮโดรคลอริกความเขมขน 1.2 N เปนเวลา 6 ช่ัวโมง มีปริมาณโปรตีนเปน
องคประกอบอยูสูงถึง 99.79% (น้ําหนักแหง) ทั้งนี้เนื่องจากสารอนินทรีย (เถา) ในเกล็ดปลาถูก
กาํจัดออกไป จึงทําใหสัดสวนของโปรตีนในเกล็ดปลาภายหลังการกําจัดแคลเซียมเพิ่มสูงขึ้นถึง 
99.79% (น้ําหนักแหง) 
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สวนปริมาณคารโบไฮเดรต ซ่ึงเปนคาที่ไดจากการคํานวณ มีแนวโนมลดลงเมื่อ
ความเขมขนของกรดไฮโดรคลอริกมากขึ้น แตไมไดวเิคราะหทางสถิติเนื่องจากเปนคาจากการ
คํานวณ สวนปริมาณไขมัน พบวาเกล็ดปลาที่ผานการแชกรดไฮโดรคลอริกทุกความเขมขน ทั้ง 4 
และ 6 ช่ัวโมง จะไมสามารถตรวจพบปริมาณไขมันไดดวยวิธี AOAC (2000) 

 
ตารางที่ 9  องคประกอบทางเคมีของเกล็ดปลา 100 กรัม (น้ําหนักแหง) ภายหลังผานการแช   

      สารละลายกรดไฮโดรคลอริกที่ความเขมขนและเวลาตางๆ 
 

กรัมตอเกล็ดปลา 100 กรัม (น้ําหนกัแหง) เวลาที่ใชในการ
แช (ช่ัวโมง) 

ความเขมขน 
HCl (N) คารโบไฮเดรต* โปรตีน** ไขมัน เถา 

เกล็ดปลาเริ่มตน - 3.11 47.87 + 1.20 0.01 + 0.01 49.01 + 0.01 
4 0.1 2.55 50.15 + 0.44a ND 47.30 + 0.67a 
 0.6 1.38 69.63 + 1.69b ND 28.99 + 0.00c 
 1.0 0.68 92.64 + 0.31c ND 6.68 + 0.09d 
 1.2 0.13 99.67 + 0.37e ND 0.20 + 0.04f 
6 0.1 3.03 50.32 + 0.66a ND 46.65 + 0.33b 
 0.6 1.00 70.05 + 0.52b ND 28.95 + 0.00c 
 1.0 0.36 94.06 + 0.56d ND 5.58 + 0.11e 
 1.2 0.09 99.79 + 0.93e ND 0.12 + 0.05g 

หมายเหตุ :   +    คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
       a – g เปรียบเทียบในแนวตั้ง อักษรหอยที่ตางกนัแสดงความแตกตางอยางมนีัยสําคัญ 

ทางสถิติ (p < 0.05) 
                     *     คํานวณจาก 100 – (%โปรตีน + %ไขมัน + %เถา) 
       **   ใช convertion factor ของเจลาติน ซ่ึงเทากบั 5.55 (Jones, 1931)  
    ND  =  not detected 
 

จากการทดลองจะเห็นวาในขั้นตอนการกําจัดแคลเซียมนั้น ไมเพียงแตจะชวยลด
ปริมาณของเถา (สารอนินทรีย) ลง แตยังลดปริมาณของไขมัน และคารโบไฮเดรต ลงอีกดวย ซ่ึง
สอดคลองกับการทดลองของ Morimura et al. (2002) ที่ไดทําการกําจดัแคลเซียมและกําจัดไขมนั
จากตัวอยางกระดูกปลา yellowtail fish โดยใชสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 0.6 N และ hexane 
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ตามลําดับ พบวาไมเพยีงแตปริมาณไขมันและสารอนินทรียจะลดลง แตยังลดปริมาณโปรตีน และ
สารอินทรียอ่ืนๆลงดวย  

 
จากผลการทดลองในขอ 2.1.1 ถึง 2.1.5 ทําใหเลือกทรีทเมนทในการกําจัด

แคลเซียมได คือ การกําจัดแคลเซียมดวยกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 1.2 N เปนเวลา 6 ช่ัวโมง 
กอนการสกัดคอลลาเจน เนือ่งจากใหปริมาณเถาที่เหลือนอยที่สุด (0.12% (น้ําหนักแหง)) อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p ≤ 0.05) ซ่ึงเกล็ดปลากะพงแดงที่ผานการแชสารละลายกรดไฮโดรคลอริกจะ
ถูกกรดละลายแคลเซียมภายในเกล็ดปลาออกมาในสารละลาย เปนผลใหสารละลายมี pH สูงขึ้น 
และทําใหเกลด็ปลาภายหลังจากแชสารละลายดังกลาวมปีริมาณเถาลดลง อีกทั้งยังเปนผลให
เกล็ดปลาดังกลาวมีความหนาลดลงอีกดวย โดยการกําจัดแคลเซียมจะเกดิขึ้นอยางรวดเร็วในชัว่โมง
แรก จากนั้นจะมีการกําจัดแคลเซียมอยางชาๆจนครบ 6 ช่ัวโมง 
 

2.2 การปรับวิธีการกําจัดแคลเซยีม เพื่อปรับปรุงคุณภาพสารละลายกรดไฮโดรคลอริกที่
เหลือภายหลังจากแชเกล็ดปลากะพงแดง   
 

เนื่องจากการแชเกล็ดปลากะพงแดงดวยกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 1.2 N เปน
เวลา 6 ช่ัวโมง ซ่ึงในการทดลองนี้เรียก “วิธีเดิม” สารละลายกรดไฮโดรคลอริกภายหลังการแช
เกล็ดปลากะพงแดงมี pH สุดทายอยูที่ 1.78 (ภาพที่ 14) ซ่ึงมีความเปนกรดสูง ทําใหยากตอการ
บําบัดน้ํา ดังนัน้จึงนําสารละลายดังกลาวมาใชใหเกิดประโยชนกอน โดยนําสารละลายกรดนี้มาเปน
สารละลายที่ใชแชเกล็ดปลากะพงแดงกอนเปนเวลา 1 ช่ัวโมง เพื่อเปนการเตรียมเกล็ดปลาใหมี
สภาวะเหมาะสมกอนการกําจัดแคลเซยีมดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 1.2 N เปนเวลา 6 ช่ัวโมง 
ซ่ึงเรียกวิธีนี้วา “วิธีใหม” ดังภาพที่ 16 
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เกล็ดปลาที่ผานการทําแหง  
 

กําจัดแคลเซียม  
โดยแชในสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเกา  

(เกล็ดปลา:กรด เทากับ 1:6 (w/v)) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
 

 
              เกล็ด      สารละลายกรด 

 
   แชในสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 1.2 N            ระบบบําบัดน้ําเสีย 
เปนเวลา 6 ช่ัวโมง (เกล็ดปลา:กรด = 1:6 (w/v)) กวนทกุ 1 ช่ัวโมง 

 
 

       เกล็ด                  สารละลาย 
 

ลางเกล็ดปลาดวยน้ําประปา 
    จน pH ประมาณ 6-7 
 
ภาพที่ 16  ขั้นตอนการกําจดัแคลเซียมดวย “วิธีใหม” 
 

จากตารางที่ 10 จะเห็นวาองคประกอบทางเคมีของเกล็ดปลากะพงแดงทีผ่านการ
กําจดัแคลเซยีมทั้ง 2 วิธี มีองคประกอบทางเคมีทีใ่กลเคียงกัน ซ่ึงเมื่อพิจารณาปริมาณเถาของเกลด็ปลา
กะพงแดงที่ผานการกาํจดัแคลเซียมดวยวิธีใหม พบวามีปริมาณเถาคงเหลือในเกล็ดปลากะพงแดงเปน 
0.18% (น้าํหนกัแหง) ซ่ึงใกลเคียงกับปริมาณเถาของเกลด็ปลากะพงแดงที่ผานการกาํจดัแคลเซยีมดวย
วิธีเดมิ (0.12% (น้ําหนกัแหง)) ทั้งนี้เนื่องจากการแชเกล็ดปลาในสารละลายกรดไฮโดรคลอริกที่ผาน
การแชเกลด็ปลามาแลวเปนเวลา 6 ช่ัวโมง มี pH สุดทายอยูที่ 1.78 ซ่ึงมี pH ใกลเคียง pH เร่ิมตนของ
สารละลายกรดไฮโดรคลอรกิ 0.1 N (1.88) ซ่ึงเมื่อดจูากภาพที่ 15 พบวาปริมาณเถาของเกล็ดปลาที่ผาน
การแชสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 0.1 N นั้นปริมาณเถาเมือ่ผานการแชไป 1 ช่ัวโมง 
ลดลงจากเริม่ตนนอยมาก ซ่ึงลดลงเหลือ 47.87% (น้ําหนกัแหง) เมือ่เทยีบกับปริมาณเถาของเกล็ดปลา
เร่ิมตน 49.01% (น้ําหนักแหง)  
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แตเมือ่พจิารณาถึงคา pH ของสารละลายภายหลังการกาํจดัแคลเซียมทัง้ 2 วิธี 
พบวา pH ของสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 1.2 N ที่ผานการแชเกล็ดปลากะพงแดง 
เปนเวลา 6 ช่ัวโมง มี pH เปลี่ยนแปลงจาก 0.95 เปน 1.78 (ขอมูลจากภาพที่ 14) และเมื่อนํา
สารละลายนี้ไปแชเกล็ดปลากะพงแดงชุดใหมเปนเวลา 1 ช่ัวโมง pH ของสารละลายจะเพิ่มสูงขึ้น
เปน 3.28 จะเห็นวาความเปนกรดของสารละลายลดลงจากเดิม ทําใหงายตอการบําบดัน้ําทิ้ง ซ่ึงเหตุ
ที่ใชสารละลายกรดไฮโดรคลอรกิที่ผานการแชเกล็ดปลามาแลวเปนเวลา 6 ช่ัวโมง มาแชเพียง 1 
ช่ัวโมง เนื่องจาก pH ของสารละลายจะเพิม่สูงขึ้นอยางรวดเรว็ในชวง 1 ช่ัวโมงแรกเทานั้น ดังกราฟ
ภาพที่ 14 จะเห็นไดวาการกาํจัดแคลเซียมดวยวิธีใหมนีจ้ะสามารถลดความเปนกรด (pH สูงขึ้น) 
ของสารละลายกอนปลอยลงสูแหลงธรรมชาติ ซ่ึงการเพิ่มขั้นตอนการกําจัดแคลเซียมเพียง 1 ช่ัวโมง 
ในการปรับ pH ของสารละลายนี้ ถือวาเปนการเสียเวลาไมมากนกั จึงเลือกวิธีการดงักลาว (ภาพที่ 
16) ในการกําจัดแคลเซียมจากเกล็ดปลา ซ่ึงถือไดวาวิธีการกําจัดแคลเซียมที่เลือกนี้เปน เทคโนโลยี
สะอาด (clean technology) เนื่องจากทําการผลิตโดยใชสารละลายกรดซ้ํา ทําใหสารละลายที่เปน
ของเหลือทิ้งจากกระบวนการมีความเปนกรดลดลง 
 
ตารางที่ 10  pH ของสารละลายภายหลังการกําจัดแคลเซียม และองคประกอบทางเคมี (% น้ําหนกั

แหง) ของเกล็ดปลากะพงแดงภายหลังการกําจัดแคลเซยีมดวยวิธีเดิมและวิธีใหม 
 

เกล็ดปลาหลังการกําจัดแคลเซียม 
องคประกอบทางเคมี 

เกล็ดปลาเริ่มตน  
(กอนการกําจดัแคลเซียม) วิธีเดิม วิธีใหม 

คารโบไฮเดรต* 3.11 0.09 0.09 
โปรตีน** 47.87 + 1.22 99.79 + 0.93 99.73 + 0.93 
ไขมัน 0.01 + 0.01 0 + 0.00 0 + 0.00 
เถา 49.01 + 0.01 0.12 + 0.05 0.18 + 0.07 

pH ของสารละลายภายหลัง
การกําจัดแคลเซียม 

- 1.78 3.28 

หมายเหตุ :   +   คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
                     *   คํานวณจาก 100 – (%โปรตีน + %ไขมัน + %เถา) 
       **  ใช convertion factor ของเจลาติน ซ่ึงเทากับ 5.55 (Jones, 1931)  
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2.3 การกําจัดแคลเซียมออกจากเกล็ดปลานิล   
 

จากการเลือกวธีิการกําจัดแคลเซียมของเกล็ดปลากะพงแดงในขอ 2.1 - 2.2 จึงไดนํา
วิธีการกําจดัแคลเซียมนี้มาลองใชในการกาํจัดแคลเซียมของเกล็ดปลานิล ซ่ึงทําใหองคประกอบทาง
เคมีของเกล็ดปลานิลเปลี่ยนแปลงไป ดังตารางที่ 11  

 
ตารางที่ 11  องคประกอบทางเคมี (% น้ําหนักแหง) ของเกล็ดปลากะพงแดงและเกลด็ปลานิลกอน

และหลังการกาํจัดแคลเซียม 
 

เกล็ดปลากะพงแดง  เกล็ดปลานิล 
องคประกอบทางเคมี กอนกําจดั

แคลเซียม 
หลังกําจัด
แคลเซียม 

 กอนกําจดั
แคลเซียม 

หลังกําจัด
แคลเซียม 

คารโบไฮเดรต* 3.11 0.09  4.33 3.26 
โปรตีน** 47.87 + 1.22 99.73 + 0.93  60.01 + 0.54 96.48 + 0.99 
ไขมัน 0.01 + 0.01 0 + 0.00  0.04 + 0.01 0.02 + 0.01 
เถา 49.01 + 0.01 0.18 + 0.07  35.62 + 0.48 0.26 + 0.13 

หมายเหตุ :   +   คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
                     *   คํานวณจาก 100 – (%โปรตีน + %ไขมัน + %เถา) 
       **  ใช convertion factor ของเจลาติน ซ่ึงเทากับ 5.55 (Jones, 1931)  
  

เมื่อเปรียบเทียบองคประกอบทางเคมีของเกล็ดปลาทั้ง 2 ชนิด กอนและหลังการกําจดั
แคลเซียมจะเห็นวา องคประกอบทางเคมีเร่ิมตนของเกล็ดปลานิลมีปริมาณเถานอยกวาเกล็ดปลา
กะพงแดง แตเมื่อผานการกําจัดแคลเซียมแลวพบวา ปริมาณเถาของเกลด็ปลานิลมีเหลืออยูมากกวา
เกล็ดปลากะพงแดง อีกทั้งในเกล็ดปลานลิภายหลังการกาํจัดแคลเซียมยังมีปริมาณคารโบไฮเดรต
คงเหลืออยูมากกวา ทําใหสัดสวนของโปรตีนภายหลังการกําจัดแคลเซียมในเกล็ดปลานิลมีเหลืออยู
นอยกวาในเกล็ดปลากะพงแดงเล็กนอย ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากการจดัเรียงตัวขององคประกอบทาง
เคมีตางๆภายในโครงสรางเกล็ดปลาแตละชนิดมีความแตกตางกัน ทําใหเมื่อนําเกล็ดปลาตางชนิด
มาผานการกําจัดแคลเซียมดวยวิธีเดยีวกัน จะทําใหสัดสวนขององคประกอบทางเคมทีี่เหลือมีความ
แตกตางกันไปบางเล็กนอย แตอยางไรก็ตามวิธีการกําจดัแคลเซียมที่เลือกนี้สามารถกําจัดแคลเซียม
ออกจากเกล็ดปลาอื่น (ปลานิล) ไดอยางมปีระสิทธิภาพ โดยจะเหลือปริมาณเถาอยูต่าํกวา 1% 
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3. การสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลา    
 

3.1 อุณหภูมิและเวลาในขั้นตอนการสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลากะพงแดงดวยกรด
รวมกับความรอน     
 

3.1.1 หนวยยอยคอลลาเจนของสารสกัดคอลลาเจน    
 

การสกัดคอลลาเจนจากเกลด็ปลา (ภาพที่ 13) ประกอบดวย 2 ขั้นตอน คือ การ
ใชกรดรวมกับความรอน ตามดวยการใชกรดรวมกับเอนไซมเปปซิน ผลการทดลองพบวา อุณหภูมิ
และเวลาในขัน้ตอนการสกดัดวยกรดรวมกับความรอนมีผลตอขนาดโมเลกุลของเปปไทดในสาร
สกัดคอลลาเจน ดังภาพที่ 17 กลาวคือ สารสกดัคอลลาเจนที่ผานขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับ
ความรอนที่อุณหภูมิ 75OC (ภาพที่ 17a) และ 90OC (ภาพที่ 17b) เมื่อเวลาการใหความรอนนานขึน้ 
(lane 1-12) โมเลกุลของเปปไทดขนาดใหญ (> 70 kDa) ในสารสกัดคอลลาเจนจะมีปริมาณลดลง 
และจะเหน็ผลชัดเจนที่อุณหภูมิ 90OC ทั้งนี้เนื่องจากการใหความรอนเปนการเพิ่มอัตราการ
เกิดปฏิกิริยาการยอยสลายดวยกรด (acid hydrolysis) ซ่ึงอาจทําใหเกล็ดพองตัว กรดและเอนไซมจึง
ยอยสลายคอลลาเจนไดดีขึ้น ทําใหเกิดเปปไทดขนาดเล็ก อีกทั้งเมื่อใหความรอนนานขึ้น ทําใหเปป
ไทดเกดิการยอยเปนเปปไทดขนาดเล็กเพิม่ขึ้นดวย 

 
เมื่อสังเกตสารสกัดคอลลาเจนที่ไดจากการสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลาดวย

กรดรวมกับเอนไซมเปปซินเพียงขั้นตอนเดยีว (ไมผานขัน้ตอนการสกดัดวยกรดรวมกับความรอน) 
ในภาพที่ 17 (lane E) จะเหน็วาประกอบดวยเปปไทดที่มขีนาดโมเลกุล 50–250 kDa ซ่ึงใหญกวา
สารสกัดคอลลาเจนที่ไดจากการสกัด 2 ขั้นตอน คือ ขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกบัความรอน 
ตามดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซิน จากการเปรียบเทยีบกับคอลลาเจน type I จากหนังลูกววั (lane 

I) ในภาพที่ 18 จะเห็นวาเปปไทดที่มีขนาดโมเลกุลระหวาง 105-250 kDa คือ เปปไทดของสาย β, 

α1 และ α2 ซ่ึงเปนหนวยยอยของคอลลาเจน type I ดังนั้นจึงสรุปวาการสกัดแบบไมผานขั้นตอน
การสกัดดวยกรดรวมกับความรอนนั้นยังคงรักษาโครงสรางสามมิติของคอลลาเจนไวได ซ่ึง
สอดคลองกับการทดลองของ Nagai et al. (2004) ทีก่ลาววาคอลลาเจนจากเกล็ดปลาเปนคอลลาเจน 

type I ซ่ึงประกอบดวย α1 2 สาย และ α2 1 สาย 
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a 
 

 
b 

 
ภาพที่ 17  ลักษณะบน 16.5% SDS-PAGE ของสารสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลากะพงแดงที่ผาน 

   ขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับความรอนที่อุณหภูมิ 75OC (a) และ 90OC (b) เปนเวลา  
   1-12 ช่ัวโมง (lane 1–12) โดยใชอัตราสวนระหวางเกล็ดตอกรดอะซิติกเปน 1:5 (w/v) ตาม 
   ดวยการสกัดดวยกรดรวมกบัเอนไซมเปปซินที่ความเขมขน 2.5% ของน้ําหนกัเกล็ดปลาแหง 
   ที่ผานการกําจัดแคลเซียม ทีอุ่ณหภูมิหอง (28 + 2OC) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เปรียบเทียบกับ 
   สารสกัดคอลลาเจนที่ไดจากการสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซิน โดยไมผานขั้นตอน 
   การสกัดดวยกรดรวมกับความรอน (lane E) และ standard marker proteins (lane M) 
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ภาพที่ 18  ลักษณะบน 7.5% SDS-PAGE ของสารสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลากะพงแดงที่ไมผาน 

   ขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับความรอน (lane E) โดยใชอัตราสวนระหวางเกล็ดตอ 
   กรดอะซิติกเปน 1:5 (w/v) และความเขมขนเอนไซมเปปซินเปน 2.5% ของน้ําหนัก 

      เกล็ดปลาแหงที่ผานการกําจัดแคลเซียม ทําการสกัดที่อุณหภูมิหอง (28 + 2OC) เปนเวลา  
   24 ช่ัวโมง เปรียบเทียบกบั standard marker proteins (lane M) และ คอลลาเจน type I  
   จากหนังลูกวัว (lane I) 

 
จากผลการทดลองนีแ้สดงวา การใหความรอนเกลด็ปลาในกรดอะซิตกิกอนการ

ยอยดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซนิ ทําใหเกิดการยอยโมเลกุลของเปปไทดขนาดใหญไดดีขึน้ 
ไฮโดรไลเซตที่ไดจงึมีสวนประกอบของเปปไทดที่มีขนาดโมเลกุลเล็กเพิ่มมากขึน้ 
 

3.1.2 ปริมาณโปรตีนของสารสกัดคอลลาเจน 
 

จากการวิเคราะหปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลากะพงแดง
ดวยวิธี Kjeldahl method พบวา อุณหภูมแิละเวลาในขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับความรอนมีผล
ตอปริมาณโปรตนีในสารสกัดคอลลาเจน (p < 0.05) อีกทั้งผลรวมของอุณหภูมิและเวลาในขั้นตอน
การสกัดดวยกรดรวมกับความรอนยังมีผลตอปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจน (p < 0.05) ซ่ึง
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ปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจนที่ไดจากการสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลาโดยไมผานขั้นตอน
การใชกรดรวม กับความรอนจะมีปริมาณนอยกวาปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจนที่ไดจากการ
สกัด 2 ขั้นตอน คือ ใชกรดรวมกับความรอน และการใชกรดรวมกับเอนไซมเปปซิน ดังแสดงใน
ตารางที่ 12 
 
ตารางที่ 12  ปริมาณโปรตีน (ตอ 100 กรัม เกล็ดปลาแหงที่ผานการกําจดัแคลเซียม) ในสารสกัด 

คอลลาเจนที่ไมผานขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกบัความรอน และสารสกัดคอลลาเจนที่
ผานขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกบัความรอนที่อุณหภูม ิ75OC และ 90OC เปนเวลาตางๆ 

 
อุณหภูมิที่ใชในการสกัดดวยกรด

รวมกับความรอน 
เวลาที่ใชในการสกัดดวยกรด
รวมกับความรอน (ช่ัวโมง) 

ไมผานขั้นตอนการสกัด
ดวยกรดรวมกบัความรอน 

75OC 90OC 
E1 24.93 + 0.00 - - 
1 - 57.53 + 0.68a 77.90 + 0.34cd 
2 - 66.15 + 0.00b 78.62 + 4.07cde 
3 - 75.74 + 1.36c 79.34 + 0.34de 
6 - 80.54 + 0.68def 80.54 + 0.00def 
9 - 81.74 + 0.33ef 85.33 + 0.00gh 
12 - 83.35 + 2.54fg 88.82 + 1.03h 

หมายเหตุ :   +     คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
        a – h เปรียบเทียบทัง้แนวตั้งและแนวนอน อักษรหอยที่ตางกนัแสดงความแตกตางอยาง 

มีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
         1E    หมายถึง สารสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลาที่ผานการสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซม 
              เปปซินเพียงขั้นตอนเดียว 

 
เมื่อเพิ่มอุณหภูมิและเวลาในขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับความรอน 

ปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจนจะมีปริมาณเพิ่มสูงขึ้นอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
โดยที่การใหความรอนที่อุณหภูมิ 75OC ปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจนจะเพิ่มขึ้นจาก 
57.53% เปน 83.35% ในชัว่โมงที่ 1 ถึง ช่ัวโมงที่ 12 สวนการใหความรอนที่อุณหภูมิ 90OC ปริมาณ
โปรตีนในสารสกัดคอลลาเจนจะเพิ่มขึ้นจาก 77.90% เปน 88.82% ในชั่วโมงที่ 1 ถึง ช่ัวโมงที่ 12 
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ซ่ึงจะเหน็ไดวาอัตราการเพิ่มปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจนที่ผานขั้นตอนการสกัดดวยกรด
รวมกับความรอนที่อุณหภูมิ 90OC จะมากกวาอัตราการเพิม่ปริมาณโปรตีนในสารสกดัคอลลาเจนที่
ผานขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับความรอนที่อุณหภมูิ 75OC ทั้งนี้อาจเปนเพราะเกล็ดปลาที่อยู
ในสารละลายกรดไดรับความรอนจึงเกิดการพองตัว ทําใหงายตอการสกัดโปรตีนคอลลาเจนออก
จากโครงสรางเกล็ดปลา อีกทั้งการใหความรอนเปนเวลานานขึ้น กจ็ะยิ่งเพิ่มประสิทธิภาพการสกัด
โปรตีนคอลลาเจนออกจากโครงสรางเกล็ดปลาเชนเดียวกนั ซ่ึงจะเห็นไดจากลักษณะเกล็ดปลาที่ได
ภายหลังการสกัดดวยกรดรวมกับความรอนจะมีลักษณะที่พองหนาขึ้นและฉีกขาดงาย ซ่ึงแตกตาง
จากเกล็ดปลาภายหลังการกาํจัดแคลเซียมที่มีลักษณะเหนียวฉีกขาดยาก โดยที่ทรีทเมนทที่ให
ปริมาณโปรตนีในสารสกัดคอลลาเจนสูงที่สุด คือ สารสกัดคอลลาเจนที่ผานขั้นตอนการสกัดดวย
กรดรวมกับความรอนที่อุณหภูมิ 90OC เปนเวลา 9 และ 12 ช่ัวโมง ดังนั้นจึงเลือกวิธีสกัดคอลลาเจน
ที่ผานขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับความรอนที่อุณหภูมิ 90OC เปนเวลา 9 ช่ัวโมง สําหรับสาร
สกัดคอลลาเจนที่มีเปปไทดขนาดโมเลกุลเล็ก (ภาพที1่7b) 
 

แตหากตองการสารสกดัคอลลาเจนที่มเีปปไทดขนาดโมเลกุลใหญและยังคงรักษา

โครงสรางของสายเปปไทด β, α1 และ α2 เอาไว (ภาพที ่18) จะตองเลือกวิธีสกัดคอลลาเจนโดยใช
กรดรวมกับเอนไซมเปปซินเพียงขัน้ตอนเดยีว (ไมผานขัน้ตอนการสกดัดวยกรดรวมกับความรอน) แต
ปริมาณโปรตนีในสารสกดัคอลลาเจนที่ไดจะมีปริมาณนอย (24.93%) เนื่องจากไมมคีวามรอนชวยใน
การพองตัวของเกล็ดปลา ทําใหประสิทธิภาพในการสกัดโปรตีนคอลลาเจนต่าํกวาการสกัดทีใ่ช 2 
ขั้นตอน คือ ใชการสกัดดวยกรดรวมกับความรอนตามดวยการสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซิน 
 

3.2 อัตราสวนของเกล็ดตอกรดอะซิติกและความเขมขนของเอนไซมเปปซินที่ใชในการ
สกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลากะพงแดง 
 

3.2.1 หนวยยอยคอลลาเจนของสารสกัดคอลลาเจน   
 

จากภาพที่ 19 แสดงขนาดของเปปไทดที่เปนสวนประกอบในสารสกัดคอลลา
เจนจากเกล็ดปลากะพงแดง โดยเปรียบเทียบการสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลากะพงแดงที่ผาน
ขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับความรอนที่อุณหภูมิ 90OC เปนเวลา 9 ช่ัวโมง ที่อัตราสวนระหวาง
เกล็ดปลาตอกรดอะซิติกเปน 1:3 1:5 1:7 และ 1:9 (w/v) จากนั้นสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซิน 
โดยใชความเขมขนของเอนไซมเปปซินเปน 0% 2.5% 5% และ 10% ของน้ําหนักเกล็ดปลาแหงที่ 



 

67 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 19  ลักษณะบน 16.5% SDS-PAGE ของสารสกัดคอลลาเจนที่ผานขั้นตอนการสกัดดวยกรด 

   รวมกับความรอนที่อุณหภูมิ 90OC เปนเวลา 9 ช่ัวโมง ที่อัตราสวนระหวางเกล็ดปลาตอ 
   กรดอะซิติกเปน 1:3 1:5 1:7 และ 1:9 (w/v) (lane1:3 1:5 1:7 และ 1:9) และสกดัดวยกรด 
   รวมกบัเอนไซมเปปซินความเขมขน 0% (a) 2.5% (b) 5% (c) และ 10% (d)ของ 
   น้ําหนักเกล็ดปลาแหงที่ผานการกําจัดแคลเซียม ที่อุณหภูมิหอง (28 + 2OC) เปนเวลา 24   
   ช่ัวโมง เปรียบเทียบกับ standard marker proteins (lane M) 
 

a b 

c d 
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ผานการกําจัดแคลเซียม ทําการสกัดที่อุณหภูมิหอง (28 + 2OC) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวาความ
เขมขนของเอนไซมเปปซินมีผลตอขนาดโมเลกุลของเปปไทดในสารสกัดคอลลาเจน แตที่ระดับ
ความเขมขนของเอนไซมคงที่ อัตราสวนระหวางเกล็ดตอกรดไมมีผลหรือมีผลไมเดนชัดตอขนาด
โมเลกุลของเปปไทดในสารสกัดคอลลาเจน (ภาพที่ 19a – ภาพที่ 19d) เมื่ออัตราสวนระหวางเกล็ด
ตอกรดเปลี่ยนไปแตระดับความเขมขนของเอนไซมคงที่ แถบของเปปไทดบน SDS-PAGE จะไมมี
การเปลี่ยนแปลงหรือการเปลี่ยนแปลงไมเดนชัด ขณะทีอั่ตราสวนระหวางเกล็ดตอกรดคงที่ ความ
เขมขนของเอนไซมที่เพิ่มขึน้มผีลทําใหแถบของเปปไทดบน SDS-PAGE เปลี่ยนแปลงไป คือ
ปรากฏเปปไทดที่มีขนาดโมเลกุลเล็ก ทั้งนี้เนื่องจากเอนไซมเปปซินเปนเอนไซมชนดิเอนโดเปปติ
เดส (endopeptidase) ซ่ึงจะตัดภายในสายโพลีเปปไทด อีกทั้งเปปซินมคีวามจําเพาะในการยอย
พันธะเปปไทดที่ตอกันโดยกรดแอมิโนชนดิอโรมาตกิ (aromatic amino acid) เชน phenylalanine, 
tyrosine และ tryptophan ผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยโดยเอนไซมเปปซินคือ เปปไทดสายยาว (large 
peptide fragment) และกรดแอมิโนบางสวน (Devlin, 1997) และจากผลของการลดลงของเปปไทด
ที่มีขนาดโมเลกุลใหญ เมื่อเพิ่มความเขมขนของเอนไซมเปปซิน สามารถอธิบายไดจากหลักการ
ทํางานทั่วไปของเอนไซม คือ เมื่อเพิ่มความเขมขนของเอนไซม จะมีผลไปเพิ่มความเร็วของการ
เกิดปฏิกิริยานัน้ๆ ทําใหสามารถเพิ่มความเร็วของการยอยเปปไทด (ปราณี, 2547) ดังนั้นเมื่อความ
เขมขนของเอนไซมเพิ่มขึ้น เปปไทดโมเลกุลใหญจะมีปริมาณลดลง 
 

3.2.2 ปริมาณโปรตีนของสารสกัดคอลลาเจน   
 

จากการวิเคราะหปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลากะพงแดง 
พบวา ความเขมขนของเอนไซมเปปซนิและอัตราสวนระหวางเกลด็ตอกรดอะซิติกในการสกัดคอลลา
เจนมีผลตอปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจน (p < 0.05) อีกทั้งผลรวมของความเขมขนของ
เอนไซมเปปซินและอัตราสวนระหวางเกล็ดตอกรดอะซิติกในการสกัดคอลลาเจนยังมีผลตอปริมาณ
โปรตีนในสารสกัดคอลลาเจน (p < 0.05) โดยมีความแตกตางระหวางทรีทเมนท ดังตารางที่ 13 
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ตารางที่ 13  ปริมาณกรัมของโปรตีน (ตอ 100 กรัมเกล็ดปลาแหงที่ผานการกําจดัแคลเซียม) ในสาร
สกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลาที่ผานการสกัดดวยกรดรวมกับความรอนที่อุณหภูมิ 90OC 
เปนเวลา 9 ช่ัวโมง โดยใชอัตราสวนระหวางเกล็ดตอกรดอะซิติกเปน 1:3 1:5 1:7 และ 
1:9 (w/v) ตามดวยการสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซินที่ความเขมขน 0% 2.5% 5% 
และ 10% w/w ที่อุณหภูมิหอง (28 + 2OC) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

 
ความเขมขนของเอนไซมเปปซิน (%w/w (น้ําหนกัแหง)) อัตราสวนระหวาง 

เกล็ดตอกรด 0% 2.5% 5% 10% 
1:3 74.54 + 0.34ab 75.26 + 0.00ab 76.70  + 1.36b 85.57 + 0.34e 
1:5 81.26 + 1.01cd 85.09 + 0.34e 84.82 + 0.36e 85.18 + 1.05e 
1:7 76.22 + 2.71ab 75.98 + 3.05ab 83.41 + 1.36de 85.81 + 0.68e 
1:9 73.35 + 1.36a 76.46 + 0.34b 80.54 + 0.68c 85.81 + 0.00e 

หมายเหตุ :   +   คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
        a - g  เปรียบเทียบทั้งแนวตัง้และแนวนอน อักษรหอยที่ตางกันแสดงความแตกตางอยางม ี

             นัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
 

จากตารางที่ 13 พบวาเมื่อเพิม่ความเขมขนของเอนไซมเปปซิน ปริมาณโปรตีน
ในสารสกัดคอลลาเจนจะเพิม่ขึ้น เนื่องจากการเพิ่มปริมาณเอนไซม ทําใหปฏิกิริยาเกดิไดเร็วข้ึน แต
เมื่อเพิ่มปริมาณกรดอะซิติกซึ่งแสดงในคาอัตราสวนระหวางเกล็ดตอกรดอะซิติก พบวาปริมาณ
โปรตีนในสารสกัดคอลลาเจนจะเพิ่มขึ้นในชวงแรกที่เพิม่อัตราสวนระหวางเกล็ดตอกรดจาก 1:3 
เปน 1:5 และจะลดลงหรือคงที่ในชวงหลังที่เพิ่มอัตราสวนระหวางเกลด็ตอกรดจาก 1:5 เปน 1:9 
ทั้งนี้เนื่องจากในชวงแรก (อัตราสวนระหวางเกล็ดตอกรดเปน 1:3) ปริมาณกรดมนีอยเกินไป ทําให
การเกิดปฏิกิริยาเกดิไดไมทัว่ถึง และเมื่อเพิ่มปริมาณกรดเปน 1:5 จึงทําใหปฏิกิริยาเกิดไดดีขึ้น แต
เมื่อเพิ่มปริมากรดขึ้นไปมากกวานี้ (1:7 และ 1:9) ปริมาณของเหลวทีม่ากขึ้นทําใหการสัมผัสหรือ
การเกิดปฏิกิริยาระหวางกรดหรือเอนไซมกับเกล็ดปลาลดลง เนื่องจากพื้นที่ในการกระจายตวั
เพิ่มขึ้น ทําใหปฏิกิริยาเกิดขึน้นอยลง เปนเหตุใหปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจนลดลง จะ
เห็นวาสัดสวนของกรดอะซิตกิตอเกล็ดปลาที่ใชในการสกดัคอลลาเจนจะตองไมมากหรือนอย
เกินไป นั่นคือ จะมีสัดสวนหนึ่งๆที่เหมาะสมกับการสกัด ซ่ึงใหผลการทดลองคลายกับการทดลอง
ของนันทพร (2550) ซ่ึงศึกษาสัดสวนที่เหมาะสมของกรดอะซิติกตอหนังปลาในการสกัดคอลลา
เจนจากหนงัปลาสีกูด ซ่ึงไดทดลองใชอัตราสวนระหวางกรดตอหนังปลาเปน 1:10 1:15 1:20 และ 
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1:25 พบวาสัดสวนที่เหมาะสม คือ 1:10 ทั้งนี้เนื่องจากใหความหนืดทีเ่หมาะสมตอการสกัด และได
ปริมาณคอลลาเจนที่สกัดไดสูง 
 

ดังนั้นจึงเลือกความเขมขนเอนไซมเทากับ 2.5% ของน้ําหนักเกล็ดปลาแหงที่
ผานการกําจัดแคลเซียม และอัตราสวนระหวางเกล็ดตอกรดอะซิติกเทากับ 1:5 (w/v) เนื่องจากเปน
วิธีที่ใชปริมาณเอนไซมเปปซินและกรดอะซิติกไมสูงมาก  
 

3.3 อุณหภูมิและเวลาในขั้นตอนการสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลากะพงแดงดวยกรด
รวมกับเอนไซมเปปซิน   
 

3.3.1 หนวยยอยคอลลาเจนของสารสกัดคอลลาเจน   
 

จากภาพที่ 20 แสดงขนาดของเปปไทดที่เปนสวนประกอบในสารสกัดคอลลา
เจนจากเกล็ดปลากะพงแดง ซ่ึงผานขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับความรอนที่อุณหภูมิ 90OC เปน
เวลา 9 ช่ัวโมง โดยเปรียบเทยีบอุณหภูมแิละเวลาในการสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซินพบวา
อุณหภูมิและเวลาในขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซิน มีผลตอขนาดโมเลกุลของ
เปปไทดในสารสกัดคอลลาเจน โดยทีเ่มื่ออุณหภูมิและเวลาในการสกัดเพิ่มขึ้น ขนาดโมเลกกุลของ
เปปไทดในสารสกัดคอลลาเจนจะมีขนาดเล็กลง และที่อุณหภูมิ 37OC (ภาพที่ 20b) จะเหน็ผลการ
ลดลงของขนาดโมเลกุลเปปไทดมากกวาทีอุ่ณหภูมิหอง (28 + 2OC) (ภาพที่ 20a) ทั้งนี้เนื่องจาก
สภาวะทีเ่หมาะสมในการยอยของเอนไซมเปปซิน คือที่อุณหภูม ิ37OC pH 2 (Devlin, 1997)  
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ภาพที่ 20  ลักษณะบน 16.5% SDS-PAGE ของสารสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลากะพงแดงที่ผาน 

   ขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับความรอนที่อุณหภูมิ 90OC เปนเวลา 9 ช่ัวโมง โดยใช 
   อัตราสวนระหวางเกล็ดตอกรดอะซิติกเปน 1:5 (w/v) และสกัดตอในขั้นตอนการสกัดดวย 
   กรดรวมกับเอนไซมเปปซินความเขมขน 2.5% ของน้ําหนักเกล็ดปลาแหงที่ผานการกําจัด 
   แคลเซียม ที่อุณหภูมิหอง (28 + 2OC) (a) และอุณหภูม ิ37OC (b) เปนเวลา 24 48 และ 72 
   ช่ัวโมง (lane 24 48 และ 72) เปรียบเทยีบกับ standard marker proteins (lane M) 

 
จากภาพที่ 21 แสดงขนาดของเปปไทดที่เปนสวนประกอบในสารสกัดคอลลา

เจนจากเกล็ดปลากะพงแดง ทําการสกัดโดยไมผานขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับความรอน 
เปรียบเทียบผลของอุณหภูมแิละเวลาในการสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซิน พบวาอุณหภูมิ
และเวลาในขัน้ตอนการสกดัดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซินไมมีผลหรือมีผลไมเดนชัดตอขนาด
โมเลกุลของเปปไทดในสารสกัดคอลลาเจน ดังจะเห็นไดวาแถบของเปปไทดบน SDS-PAGE ของ
การสกัดที่อุณหภูมิ 4OC (ภาพที่ 21a) และ อุณหภูมิหอง (28 + 2OC) (ภาพที่ 21b) ที่เวลา 24 48 และ 

72 ช่ัวโมง ไมมีความแตกตางกัน โดยประกอบดวย สายเปปไทด β, α1, α2 และเปปไทดที่มีขนาด

โมเลกุลเล็กอื่นๆ การที่ยังคงสายเปปไทด β, α1 และ α2 ไวได เนื่องจากไมมีการใชความรอนที่
เปนปจจยัในการเพิ่มอัตราการเกิดปฏิกิริยาการยอยสลายดวยกรด 
 

 

a b 
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ภาพที่ 21  ลักษณะบน 7.5% SDS-PAGE ของสารสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลากะพงแดงที่ไมผาน 

   ขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับความรอน สกัดเฉพาะขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับ 
   เอนไซมเปปซินความเขมขน 2.5% ของน้ําหนักเกล็ดปลาแหงที่ผานการกําจัดแคลเซียม  
   โดยใชอัตราสวนระหวางเกล็ดตอกรดอะซิติกเปน 1:5 (w/v) ที่อุณหภูมิ 4OC (a) และ  
   อุณหภูมิหอง (28 + 2OC) (b) เปนเวลา 24 48 และ 72 ช่ัวโมง (lane 24 48 และ 72)  
   เปรียบเทียบกับ standard marker proteins (lane M) และคอลลาเจน type I จากหนงั 

     ลูกวัว (lane I) 
 

3.3.2 ปริมาณโปรตีนของสารสกัดคอลลาเจน 
 

จากการวิเคราะหปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลากะพงแดง 
ในการสกัดคอลลาเจนที่ผานขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับความรอนที่อุณหภูมิ 90OC เปนเวลา 9 
ช่ัวโมง จากนัน้สกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซิน พบวาอุณหภูมแิละเวลาในขั้นตอนการสกัด
ดวยกรดรวมกบัเอนไซมเปปซินมีผลตอปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจน (p < 0.05) แต
อุณหภูมิกับเวลาในขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซินไมมีผลรวมกันตอปริมาณ
โปรตีนในสารสกัดคอลลาเจน (p > 0.05) สวนการสกัดคอลลาเจนดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซิน
เพียงขั้นตอนเดียว (ไมผานขัน้ตอนการสกดัดวยกรดรวมกับความรอน) พบวา อุณหภมูิในขั้นตอน
การสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซินไมมีผลตอปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจน (p > 

b a 
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0.05) แตเวลาและผลรวมของอุณหภูมิกับเวลาในขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซินมี
ผลตอปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจน (p < 0.05) เมื่อดูผลการทดลองโดยรวม อาจกลาวไดวา
เมื่อเพิ่มอุณหภูมิและเวลาในขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซิน ปริมาณโปรตีนใน
สารสกัดคอลลาเจนจะมีปริมาณเพิ่มสูงขึน้อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ ดังตารางที่ 14 

 
ตารางที่ 14  ปริมาณโปรตีน (ตอ 100 กรัม เกล็ดปลาแหงที่ผานการกําจดัแคลเซียม) ในสารสกัด

คอลลาเจนที่ผานและไมผานขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับความรอนที่อุณหภูมิ 90OC 
เปนเวลา 9 ช่ัวโมง จากนั้นสกัดตอดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซินที่อุณหภูมิตางๆ เปน
เวลา 24 48 และ 72 ช่ัวโมง 

 
อุณหภูมิในการสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซิน 

ไมผานขั้นตอนการสกัดดวยกรด
รวมกับความรอน 

 ผานขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับ
ความรอนที่ 90OC เปนเวลา 9 ช่ัวโมง 

เวลาในการสกดั
ดวยกรดรวมกบั
เอนไซมเปปซิน 

(ช่ัวโมง) 4OC 
อุณหภูมิหอง 
(28 + 2OC) 

 
อุณหภูมิหอง 
(28 + 2OC) 

37OC 

24 23.74 + 0.35a 24.93 + 0.00b  85.64 + 0.00A 86.62 + 0.69AB 
48 28.14 + 0.35d 26.43+ 0.00c  86.87 + 1.04AB 88.58 + 1.38B 
72 28.14 + 0.35d 28.63 + 0.35d  88.82 + 1.73B 91.76 + 0.35C 

หมายเหตุ :   +     คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
        a - d   เปรียบเทียบทัง้แนวตั้งและแนวนอนของการสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซิน 

เพียงขั้นตอนเดียว (ไมผานขัน้ตอนการสกดัดวยกรดรวมกับความรอน) อักษรหอย 
ที่ตางกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 

      A – C เปรียบเทียบทัง้แนวตั้งและแนวนอนของการสกัดดวยกรดรวมกับความรอนตาม 
ดวยการสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซิน อักษรหอยที่ตางกันแสดงความ 
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
 

สารสกดัคอลลาเจนที่ผานขัน้ตอนการสกดัดวยกรดรวมกับความรอนที่อุณหภูม ิ
90OC เปนเวลา 9 ช่ัวโมง พบวาเมื่อเพิ่มเวลาในขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซม  เปปซิน 
ปริมาณโปรตนีในสารสกดัคอลลาเจนจะเพิม่ขึ้นทั้งการสกดัที่อุณหภูมิหอง (28 + 2OC) และ 37OC อีก
ทั้งปริมาณโปรตีนเพิ่มขึ้น (p < 0.05) เมื่ออุณหภูมเิพิม่จาก 28OC และ 37OC สกัดนาน 48 และ 72 
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ช่ัวโมง แตในการสกดัที่ช่ัวโมงที่ 24 จะยังไมพบความแตกตางระหวางอณุหภูม ิผลการทดลองนี้บงชี้
วา การสกดัคอลลาเจนจากเกล็ดปลาควรใหความรอนเกลด็ปลาในสารละลายกรดกอนจึงนํามายอยดวย
เอนไซม โดยทําการยอยที่อุณหภูมิทีเ่หมาะสมในการเกดิปฏิกิริยาของเอนไซมที่ใช ซ่ึงในการทดลองนี้
สภาวะทีเ่หมาะสมในการยอยของเอนไซมเปปซิน คอื ที่อุณหภูม ิ37OC และpH 2 (Devlin, 1997) 

 
สวนสารสกัดคอลลาเจนที่ไมผานขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับความรอน เมื่อ

สกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซินที่อุณหภูมิ 4OC และอุณหภูมิหอง (28 + 2OC) พบวาปริมาณโปรตีน
ในสารสกัดคอลลาเจนไมมีความแตกตางกัน (p > 0.05) แตเมื่อเพิ่มเวลาในขั้นตอนการสกดัดวยกรด
รวมกับเอนไซมเปปซินทั้ง 2 อุณหภูมิ พบวาปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจนมีปริมาณเพิ่มสูงขึ้น
อยางมีนัยสําคญั (p < 0.05) จากผลการทดลองแสดงวา เปปซินจะยอยคอลลาเจนไดนอยถาเกล็ดปลาไม
ผานการสกัดดวยกรดรวมกับความรอน ดังนั้นการเพิ่มอณุหภูมใินการเกดิปฏิกิริยาของเอนไซมจาก 4OC 
เปน 28 + 2OC จึงไมเหน็ความแตกตางของการสกัดโปรตีน แตการใหเวลาในการสกัดดวยกรดรวมกับ
ความรอนนานขึ้น อาจทําใหเกล็ดปลาพองตัวเพิ่มขึ้น สงผลใหเปปซินสกดัโปรตีนไดมากขึ้น 
 

ดังนั้นวิธีที่เลือกใชในการสกดัคอลลาเจนในขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับ
เอนไซมเปปซิน คือ การสกัดที่อุณหภูมิ 37OC เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เพือ่ใหคอลลาเจนเปปไทดขนาด
โมเลกุลเล็ก และเลือกการสกัดที่อุณหภูมิหอง (28 + 2OC) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เพื่อใหคอลลาเจนเปปไทด
ขนาดโมเลกุลใหญ ซ่ึงใหปริมาณโปรตนีในสารสกัดคอลลาเจนเปน 91.76% และ 28.63% ตามลําดับ 

 
จากการทดลองการสกัดคอลลาเจนจากเกลด็ปลากะพงแดงที่เลือกในขอที่ 3.1–

3.3 จึงเลือกวิธีการสกัดเพื่อใหไดเปปไทดโมเลกุลเล็กดังนี้ สกัดดวยกรดรวมกับความรอนที่
อุณหภูมิ 90OC เปนเวลา 9 ช่ัวโมง โดยใชอัตราสวนระหวางเกล็ดตอกรดอะซิติกเปน 1:5 (w/v) ตาม
ดวยการสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซินความเขมขน 2.5% ของน้ําหนักเกล็ดปลาแหงที่ผาน
การกําจัดแคลเซียม ที่อุณหภมูิ 37OC เปนเวลา 72 ช่ัวโมง สวนการสกัดเพื่อใหไดเปปไทดโมเลกุล
ใหญที่ยังคงสวนของสายแอลฟา จะสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซินความเขมขน 2.5% ของ
น้ําหนักเกล็ดปลาแหงที่ผานการกําจัดแคลเซียม และใชอัตราสวนระหวางเกล็ดตอกรดอะซิติกเปน 
1:5 (w/v)  ทําการสกัดที่อุณหภูมหิอง (28 + 2OC) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
ทําการสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลานิลตามวิธีที่ไดจากการศึกษาดวยเกล็ดปลา

กะพงแดง และเปรียบเทยีบผลที่ไดจากเกล็ดปลาทั้ง 2 ชนิด ในการศึกษาตอนตอไป 
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4. การเพิ่มความเขมขนโดยการหมุนเหวี่ยงผานเมมเบรน 
 

จากการสกัดคอลลาเจนไฮโดรไลเซตจากเกล็ดปลากะพงแดงตามขั้นตอนในภาพที่ 13 โดย
ใชสภาวะที่เลือกจากขอที่ 3.1-3.3 (โดยทีไ่มมีการปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น) 
เนื่องจากสารสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลากะพงแดงที่ไดกอนการทําแหงแบบพนฝอยมีปริมาณ
ของแข็งทั้งหมด (% total solid) เทากับ 6.71% (ดังตารางที่ 15) ซ่ึงถือวามีปริมาณของแข็งทั้งหมดที่
คอนขางต่ําสําหรับการนําไปทําแหงแบบพนฝอย โดยที่ปริมาณของแข็งที่มีอยูในสารสกัดคอลลา
เจนสวนใหญ คือ โปรตีน ดังนั้นเพื่อใหเปนการคุมคาทางดานพลังงาน จึงตองมีการเพิ่มความ
เขมขนกอนการทําแหงแบบพนฝอย โดยการหมุนเหวี่ยงผานเมมเบรนที่มีความสามารถในการกรอง
แยกอนุภาคทีม่ีขนาดเล็กกวาหรือเทากับ 3 kDa เพื่อตองการใหมกีารสูญเสียเปปไทดจากสารสกัด
คอลลาเจนนอยที่สุด สารสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลากะพงแดงที่ผานการทําใหเขมขนโดยการ
หมุนเหวีย่งผานเมมเบรนจะมีสีเหลืองเขมขึ้น (retentate ในภาพที ่22) สวนของสารสกัดที่ผานเม
มเบรนออกมา (permeate ในภาพที่ 22) จะมีสีคอนขางใสกวาสารสกัดคอลลาเจนเริ่มตน  
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a 
 

 

 
 

 
b 

 
ภาพที่ 22  สารสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลากะพงแดงเริม่ตน (collagen extracted solution), 

   สารสกัดคอลลาเจนที่ผานการทําใหเขมขนโดยการหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 2,400 x g 
   เปนเวลา 60 นาทีตอรอบ (a) และ 30 นาทีตอรอบ (b) จํานวน 1–3 รอบ และ  
   permeate จากการหมุนเหวีย่งสารสกัดคอลลาเจน 

 

  Permeate        Collagen extracted solution      Retentate                       Retentate 
                                                                                (1 รอบ)                           (2 รอบ) 

   Permeate         Collagen extracted        Retentate                Retentate               Retentate 
                                     Solution                   (1 รอบ)                   (2 รอบ)                   (3 รอบ) 
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จากตารางที่ 15 จะเห็นวาการทําใหเขมขนโดยการหมนุเหวีย่งผานเมมเบรนจะทําใหสาร
สกัดคอลลาเจนมีความเขมขนสูงขึ้นอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเปรียบเทยีบการหมนุ
เหวีย่งรอบละ 30 นาที และ 60 นาที ในจาํนวนรอบที่เทากนั การหมุนเหวี่ยงในเวลาตอรอบนานขึ้น 
จะทําใหเพิ่มความเขมขนไดมากกวา แตเมือ่ระยะเวลารวมทั้งหมดในการหมุนเหวี่ยงที่เทากัน (60 
นาที) จะเหน็วาที่การหมุนเหวี่ยงที่ 30 นาทตีอรอบ จํานวน 2 รอบ จะสามารถเพิ่มความเขมขนของ
สารสกัดคอลลาเจนไดมากกวาการหมุนเหวีย่งที่ 60 นาทีตอรอบ จํานวน 1 รอบ และการหมนุเหวีย่ง
ผานเมมเบรนที่มีความสามารถในการกรองแยกอนุภาคทีม่ีขนาดเล็กกวาหรือเทากับ 3 kDa นี้จะทํา
ใหเกิดการสูญเสียสวนของของแข็งอยูในสารสกัดที่ผานเมมเบรนเทากบั 2.79% จากผลการทดลอง 
จึงเลือกการเพิม่ความเขมขนของสารสกัดคอลลาเจนกอนการทําแหงแบบพนฝอย โดยการหมุน
เหวีย่งผานเมมเบรนที่มีความสามารถในการกรองแยกอนภุาคที่มีขนาดเล็กกวาหรือเทากับ 3 kDa ที่
2,400 x g เปนเวลา 30 นาทีตอรอบ จํานวน 3 รอบ เนื่องจากมีความสามารถในการเพิ่มความเขมขน
ของสารสกัดคอลลาเจนไดมากที่สุดและใชเวลานอยที่สุด โดยปริมาณของแข็งเพิ่มจาก 6.71% เปน 
14.45% และ pH เพิ่มขึ้นจาก 3.30 เปน 3.52 
 
ตารางที่ 15  ปริมาณของแข็งทั้งหมด (% Total solid) และคา pH ของสารสกัดคอลลาเจนจาก

เกล็ดปลากะพงแดงกอนและหลังการเพิ่มความเขมขนโดยการหมนุเหวีย่งผานเมมเบรน 
ที่ความเร็ว 2,400 x g เปนเวลาและจํานวนรอบตางๆ 

 
สวนของสาร
สกัดคอลลาเจน 

เวลาตอรอบ 
(นาที) 

จํานวนรอบ เวลารวม 
(นาที) 

% Total solid pH 

เร่ิมตน - - - 6.71 + 0.25b 3.30 
Retentate 60 1 60 10.89 + 0.10d ND 

 60 2 120 14.30 + 0.03f ND 
 30 1 30 10.40 + 0.07c 3.40 
 30 2 60 12.67 + 0.21e 3.47 
 30 3 90 14.45 + 0.04f 3.52 

Permeate - - - 2.79 + 0.00a 3.37 
หมายเหตุ :   ND, No data 
                     +   คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
        a - f  อักษรหอยที่ตางกนัแสดงความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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5. คอลลาเจนผง 
 

สกัดคอลลาเจนไฮโดรไลเซตจากเกลด็ปลานิลดวยวิธีการที่สรุปไดจากการศึกษาการสกัด
คอลลาเจนไฮโดรไลเซตจากเกล็ดปลากะพงแดง สารสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลากะพงแดงและ
สารสกัดคอลลาเจนจากเกลด็ปลานิลที่ผานการทําใหเขมขนตามวิธีในขอ 4. นํามาทําแหงแบบพน
ฝอยตามวิธีของสุปราณี (2539) ไดเปนคอลลาเจนผง (collagen hydrolysate powder) พบวาคอลลา
เจนผงจากเกลด็ปลากะพงแดง และคอลลาเจนผงจากเกล็ดปลานิล จะมีลักษณะปรากฏที่เหมือนกนั 
คือ เปนผงสีเหลืองออนเกือบขาว ดังภาพที่ 23 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a 
 
 
 
 
 
 
 
 

b 
 
ภาพที่ 23  สารสกัดคอลลาเจนผงจากเกล็ดปลากะพงแดง (a) และสารสกัดคอลลาเจนผงจาก 

   เกล็ดปลานลิ (b) ที่ผานการทําแหงแบบพนฝอย 
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5.1 หนวยยอยคอลลาเจน    
 

เมื่อนําสารสกัดคอลลาเจนกอนและหลังการทําแหงแบบพนฝอยของเกล็ดปลากะพง
แดงและเกล็ดปลานิลมาทําอิเลคโทรโฟริซิสแบบ SDS-PAGE เพื่อเปรยีบเทียบลักษณะของแถบ
เปปไทดที่ได พบวาลักษณะของแถบของเปปไทดในสารสกัดคอลลาเจนกอนและหลังการทําแหง
แบบพนฝอยของเกล็ดปลาทั้ง 2 ชนิด ไมแตกตางกันหรือแตกตางกนันอยมาก ดังภาพที่ 24 ดังนั้นจึง
อาจสรุปไดวา ความรอนจากการทําแหงแบบพนฝอยไมมผีลตอขนาดโมเลกุลของเปปไทด อีกทั้ง
การเพิ่มความเขมขนโดยหมนุเหวี่ยงผานเมมเบรนที่มคีวามสามารถในการกรองแยกอนุภาคที่มี
ขนาดเล็กกวาหรือเทากับ 3 kDa มีผลทําใหเปปไทดที่มขีนาดเล็กกวา 3 kDa สูญเสียออกไปอยูใน
สารละลายที่ลอดผานเมมเบรน ดังจะเห็นจากผลการทดลองในตารางที่ 15 ซ่ึงปริมาณของแข็ง
ทั้งหมดในสวนของสารละลายที่ลอดผานเมมเบรนมีคาอยูที่ 2.79% 

 

 
       a            b 
 
ภาพที่ 24  ลักษณะบน 16.5% SDS-PAGE ของสารสกัดคอลลาเจนจากเกลด็ปลากะพงแดง (a) กอน 

   และหลังการทําแหงแบบพนฝอย (lane R1 และ R2) และสารสกดัคอลลาเจนจากเกล็ดปลา 
   นิล (b) กอนและหลงัการทาํแหงแบบพนฝอย (lane N1 และ N2) เปรียบเทียบกับ standard  
   marker proteins (lane M) 
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5.2 ปริมาณโปรตีนของสารสกัดคอลลาเจนกอนการทําแหงแบบพนฝอย และปริมาณ
ผลได (% yield) ภายหลังการทําแหงแบบพนฝอย   
 

จากตารางที่ 16 จะเห็นวาปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลานิล
เทากับ 88.82% ของเกล็ดปลานิลแหงที่ผานการกําจดัแคลเซียม เปรียบเทียบกับปริมาณโปรตีนใน
สารสกัดคอลลาเจนจากเกลด็ปลากะพงแดง เทากับ 91.76% ของเกล็ดปลากะพงแดงแหงที่ผานการ
กําจัดแคลเซียม การที่สารสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลากะพงแดงมีปริมาณโปรตีนมากกวาสารสกดั
คอลลาเจนจากเกล็ดปลานิล เนื่องจากปริมาณโปรตีนของเกล็ดปลากะพงแดงที่ผานการกําจัด
แคลเซยีมแลวมีมากกวาปริมาณโปรตีนของเกล็ดปลานิลที่ผานการกําจดัแคลเซียมแลว (ตารางที่ 11) 
แมวาในเกล็ดปลาเริ่มตนปริมาณโปรตีนของเกล็ดปลานลิจะมากกวาเกล็ดปลากะพงแดง (ตารางที่ 
6) แตในระหวางการกําจัดแคลเซียม เกล็ดปลานิลมีการสูญเสียปริมาณโปรตีนออกไปมากกวาการ
สูญเสียปริมาณโปรตีนของเกล็ดปลากะพงแดง  
 
ตารางที่ 16  ปริมาณโปรตีน (ตอ 100 กรัม เกล็ดปลาแหงที่ผานการกําจดัแคลเซียม) ในสารสกัด

คอลลาเจนกอนการทําแหงแบบพนฝอย และปริมาณผลได (% yield) ภายหลังการทาํ
แหงแบบพนฝอย 

 

เกล็ดปลา 
ปริมาณโปรตีนของสารสกัดคอลลาเจน 

(% น้ําหนักแหง) 
ปริมาณผลได (% yield) ของ

คอลลาเจนผง 
เกล็ดปลากะพงแดง 91.76 + 0.35 85.61 

เกล็ดปลานิล 88.82 + 3.20 81.40 
 

สวนปริมาณคอลลาเจนผงที่ไดจากเกล็ดปลาทั้ง 2 ชนิด จะมีปริมาณนอยกวาปริมาณ
โปรตีนในสารสกัดกอนการทําแหงแบบพนฝอย ภายหลังการทําใหเขมขน ทั้งนี้เนื่องจากเกดิการ
สูญเสียไปในระหวางการทําใหเขมขน และการทําแหงแบบพนฝอย  

 
จากตารางที่ 16 โปรตีนที่เปนสวนประกอบในคอลลาเจนผงนาจะเปนโปรตีนจาก

คอลลาเจน เนือ่งจาก Bailey and Light (1989) ไดกลาวไววา โปรตีนในเนื้อเยื่อเกีย่วพันสวนใหญ 
คือ คอลลาเจน สวนโปรตีนชนิดอื่นมีอยูเพยีงเล็กนอยเทานั้น  
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จากผลการทดลองขางตน จะเหน็วาวิธีการสกัดคอลลาเจนไฮโดรไลเซต (คอลลาเจน
ผง) ที่เลือกนั้น สามารถนํามาใชในการสกัดคอลลาเจนไฮโดรไลเซตจากเกล็ดปลาชนดิอื่นได
เชนเดยีวกัน ดงัจะเห็นไดจากการสกัดคอลลาเจนไฮโดรไลเซตจากเกล็ดปลานิลซ่ึงใหปริมาณผลได
สูงเชนเดียวกบัเกล็ดปลากะพงแดง 

 
5.3 สมบัติความคงตัวตอความรอน   

 
จากการศึกษาสมบัติความคงตัวตอความรอนของคอลลาเจนผงจากเกลด็ปลากะพงแดง

และเกล็ดปลานิล จากภาพที่ 25 แสดงลักษณะ DSC thermogram ของสารละลายคอลลาเจนผงในน้ํา
ปราศจากอิออน ซ่ึงพบวาไมสามารถหาอุณหภูมิการเสียสภาพไดเนื่องจากไมปรากฏ peak ในกราฟ 

 
การที่กราฟจะปรากฏ peak ขึ้นมา ก็เนื่องจากการ เปลี่ยนแปลงของระดบัพลังงาน ซ่ึง

ไดแก การดูดและคายความรอน ปฏิกิริยาที่มีการดูดความรอน เรียกวา เอนโดเทอรมิค (endothermic) 
สวนปฏิกิริยาการคายความรอน เรียกวา เอกโซเทอรมิค (exothermic) โดยทั่วไปโปรตีนเมื่อไดรับ
ความรอนจะมกีารดูดความรอน เพื่อเปลี่ยนแปลงโครงสรางภายในโมเลกุล นั่นคือมีการทําลาย
พันธะภายในโมเลกุล ซ่ึงพลังงานที่ใชในการสลายพันธะจะแสดงเปนคาพลังงานเอทาลป 
(enthalpy) (Carr, 1953) ซ่ึงทําใหสามารถอธิบายการไมปรากฏ peak ในกราฟ (ภาพที่ 25) ได 
เนื่องจากไมมกีารเปลี่ยนแปลงปริมาณเอนทาลปในปริมาณมากพอตลอดเวลาในการใหความรอน 
แสดงวาเปปไทดที่เปนสวนประกอบในคอลลาเจนผงไมเกิดการเปลีย่นแปลงสภาพหรือโมเลกุล
ของเปปไทดไมเปลี่ยนแปลงตลอดชวงการเพิ่มอุณหภูมิดวยอัตรา 1OC  ตอนาที จาก 20OC ถึง 50OC 
ซ่ึงหากความรอนที่ใหมีผลทาํใหคอลลาเจนเสียสภาพ จะปรากฏการเปลี่ยนแปลงของเอนทาลปใน
กราฟ คือ จะไมเห็นเปนเสนตรง แตจะปรากฏ peak หรืออาจเปนเพราะคอลลาเจนผง ประกอบดวย
เปปไทดที่มีขนาดตางๆจํานวนมาก ทําใหเกิด peak เล็กๆจํานวนมาก แตไมสามารถวิเคราะห
ตําแหนงของอณุหภูมิการเสียสภาพได  
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a 
 

 
 
b 

 
ภาพที่ 25  DSC thermogram ของสารละลายคอลลาเจนผงจากเกล็ดปลากะพงแดง (a) และ 

    คอลลาเจนผงจากเกล็ดปลานิล (b) 
 
 

Collagen powder of red snapper scales 

Collagen powder of Nile tilapia scales 
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6. คอลลาเจน type I จากเกล็ดปลา 
 

จากการสกัดคอลลาเจน type I จากเกล็ดปลากะพงแดงและเกล็ดปลานิล โดยการสกัดดวย
กรดรวมกับเอนไซมเปปซินความเขมขน 2.5% ของน้ําหนักเกล็ดปลาแหงที่ผานการกําจัดแคลเซียม 
และใชอัตราสวนระหวางเกล็ดตอกรดอะซิติกเปน 1:5 (w/v)  ที่อุณหภมูิอุณหภูมิหอง (28 + 2OC) 
เปนเวลา 72 ช่ัวโมง จากนั้นทําใหบริสุทธิ์ดวยการตกตะกอนดวยเกลือโซเดียมคลอไรดใหไดความ
เขมขนสุดทายเปน 0.9 M จากนั้นหมุนเหวีย่งแยกตะกอน และนํามาไดอะไลซิส กอนการทําแหง
แบบระเหิด จะเหน็วาลักษณะปรากฏของคอลลาเจน type I จากเกล็ดปลากะพงแดง มีลักษณะที่ขาว
กวาคอลลาเจน type I จากเกล็ดปลานิล ดงัภาพที่ 26 ทั้งนี้เนื่องจากเกลด็ปลาเริ่มตนมเีม็ดสีแตกตาง
กัน โดยทีเ่กลด็ปลานิลมีสวนที่เปนสีดํามากกวาเกล็ดปลากะพงแดง  

 

 
 
ภาพที่ 26  คอลลาเจน type I จากเกล็ดปลากะพงแดงและคอลลาเจน type I จากเกล็ดปลานิล 
 

6.1 หนวยยอยคอลลาเจน     
 

จากภาพที่ 27 จะเห็นวาเมื่อนําคอลลาเจน type I จากเกล็ดปลากะพงแดงและคอลลา
เจน type I จากเกล็ดปลานิล มาเปรียบเทียบกับคอลลาเจน type I จากหนังลูกววั พบวาคอลลาเจน 

type I จากเกล็ดปลาทั้ง 2 ชนิด ประกอบดวยสาย (α1)2α2 ซ่ึงสอดคลองกับงานวจิัยของ Nagai et 
al.(2004) ซ่ึงกลาววาคอลลาเจนที่ไดจากเกล็ดปลาเปน คอลลาเจน type I ซ่ึงเปน heterotrimers ที่มี

องคประกอบของ (α1)2α2   
 

คอลลาเจน  type I จาก
เกล็ดปลากะพงแดง 

คอลลาเจน  type I จาก
เกล็ดปลานิล 



 

84 

 
 
ภาพที่ 27  ลักษณะบน 7.5% SDS-PAGE ของคอลลาเจน type I จากเกล็ดปลากะพงแดง (lane R)  

   และคอลลาเจน type I จากเกล็ดปลานิล (lane N) เปรียบเทียบกับ standard marker proteins  
   (lane M) และคอลลาเจน type I จากหนังลูกวัว (lane I) 

 
6.2 ปริมาณโปรตีนของสารสกัดคอลลาเจนกอนการตกตะกอนแยกคอลลาเจน type I และ

ปริมาณผลได (% yield) ภายหลังการทําแหงแบบระเหิด  
 

จากตารางที่ 17 จะเห็นวาปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจน type I จากเกล็ดปลา
นิลเทากับ 26.43% ของเกล็ดปลานิลแหงที่ผานการกําจดัแคลเซียม เปรียบเทียบกับปริมาณโปรตีน
ในสารสกัดคอลลาเจน type I จากเกล็ดปลากะพงแดงเทากับ 28.63% ของเกล็ดปลากะพงแดงแหงที่
ผานการกําจัดแคลเซียม จะเห็นวาปริมาณโปรตีนที่สกัดออกจากเกล็ดปลาทั้ง 2 ชนิด มีปริมาณที่
ใกลเคียงกัน  

 
สวนปริมาณผลไดของคอลลาเจน type I จากเกล็ดปลากะพงแดงและเกล็ดปลานิล มีคา

เปน 0.83% และ 0.82% ซ่ึงเปนปริมาณที่ไมแตกตางกันนัก แตเปนปรมิาณผลไดที่นอยมาก ทั้งนี้
เนื่องจากไมไดทําการสกัดเกล็ดปลาซ้ํา  
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ตารางที่ 17  ปริมาณโปรตีน (ตอ 100 กรัม เกล็ดปลาแหงที่ผานการกําจดัแคลเซียม) ในสารสกัด
คอลลาเจนกอนการตกตะกอนแยกคอลลาเจน type I และปริมาณผลได (% yield) 
ภายหลังการทาํแหงแบบระเหิด 

 

เกล็ดปลา 
ปริมาณโปรตีนของสารสกัดคอลลา
เจนกอนการตกตะกอนแยกคอลลาเจน 

type I (% น้ําหนักแหง) 

ปริมาณผลได (% yield) ภายหลัง
การทําแหงแบบระเหิด 

เกล็ดปลากะพงแดง 28.63 + 0.35 0.83 
เกล็ดปลานิล 26.43 + 0.35 0.82 

 
จากผลการทดลองขางตน จะเหน็วาวิธีการสกัดคอลลาเจน type I ที่เลือกนั้น สามารถ

นํามาใชในการสกัดคอลลาเจน type I จากเกล็ดปลาชนิดอื่นไดเชนเดยีวกัน ดังจะเหน็ไดจากการ
สกัดคอลลาเจน type I จากเกล็ดปลานิล ซ่ึงใหปริมาณทีไ่มแตกตางกันนัก 
 

6.3 อุณหภูมิการเสียสภาพ 
 

จากการศึกษาสมบัติความคงตัวตอความรอนของคอลลาเจน type I จากเกล็ดปลากะพง
แดงและคอลลาเจน type I จากเกล็ดปลานิล จากภาพที่ 28 แสดงลักษณะ DSC thermogram ของ
สารละลายคอลลาเจน type I ในน้ําปราศจากอิออน พบวาคอลลาเจน type I จากเกลด็ปลากะพงแดง
และคอลลาเจน type I จากเกล็ดปลานิลมีคาอุณหภูมิการเสียสภาพเทากับ 35.4OC และ 37.4 OC 
ตามลําดับ 

 
จะเห็นวาจากกราฟจะปรากฏ peak ซ่ึงแสดงอุณหภูมิที่มกีารดูดกลืนความรอนมาก

ที่สุด (peak maximum temperature) หรืออุณหภูมิการเสียสภาพ (denaturation temperature) นั่นคือ 
อุณหภูมิที่โปรตีนมีการเปลี่ยนแปลงโครงสรางไป 50% (Kilara and Harwalkar, 1996) ซ่ึงการที่
อุณหภูมิการเสียสภาพของคอลลาเจน type I จากเกล็ดปลาทั้งสองชนิดมีคาที่แตกตางกัน อาจ
เนื่องจากการที่คอลลาเจน type I ในเกล็ดปลาแตละชนดิมีสัดสวนของกรดอิมิโน (โพรลีน และ  
ไฮดรอกซีโพรลีน) ที่แตกตางกัน (Bailey and Light, 1989) โดยอาจคาดคะเนไดวาปริมาณกรดอิมิ
โนทั้งหมดในคอลลาเจน type I จากเกล็ดปลานิลมีปริมาณสูงกวาปริมาณกรดอิมิโนทั้งหมดใน
คอลลาเจน type I จากเกล็ดปลากะพงแดง  
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a 
 

 
 

b 
 
ภาพที่ 28  DSC thermogram ของสารละลายคอลลาเจน type I จากเกล็ดปลากะพงแดง (a) และ 

    คอลลาเจน type I จากเกล็ดปลานิล (b) 
หมายเหตุ  onset temperature: To คือ อุณหภูมิเร่ิมตนทีม่ีการดูดกลืนความรอนในการเสียสภาพ 
     peak maximum temperature: Tp คือ อุณหภูมิที่มีการดูดกลืนความรอนมากที่สุด 
     recovery or end temperature: Tr คือ อุณหภูมิสุดทายในการดดูกลนืความรอน 
 

Type I collagen of Nile tilapia scales 

Type I collagen of red snapper scales 
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สรุปและขอเสนอแนะ 

 สรุป 

 

1. องคประกอบหลักของเกลด็ปลา คือ โปรตีนและเถา (สารอนินทรีย) เนื่องจากโครงสราง
ของเกล็ดปลา ประกอบดวย extracellular matrix ที่มีคอลลาเจน type I และ calcium-deficient 
hydroxyapatite (Ca10(PO4)6(OH)2)  
 
 2. ปจจัยที่มีผลตอการกําจัดแคลเซียมออกจากเกล็ดปลากะพงแดง ไดแก ความเขมขนของ
กรดไฮโดรคลอริกและเวลาในการแชเกล็ดปลา ซ่ึงสภาวะที่เหมาะสมในการกําจดัแคลเซียม คือ แช
เกล็ดปลากะพงแดงในสารละลายกรดไฮโดรคลอริกที่นํากลับมาใชใหม เปนเวลา 1 ช่ัวโมง กอนที่
จะนํามาแชดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 1.2 N เปนเวลา 6 ช่ัวโมง ซ่ึงเกล็ดปลาที่
ผานการกําจัดแคลเซียมดวยวิธีนี้จะมีปริมาณเถาเหลืออยูต่ํากวา 1% (น้ําหนักแหง) และสารละลาย
สุดทายมี pH ประมาณ 3-4  
 
 3. ปจจัยที่มีผลตอขนาดโมเลกุลของเปปไทดและปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจน 
ไดแก อุณหภมูิและเวลาในกระบวนการใหความรอน, ความเขมขนของเอนไซมเปปซิน, อัตราสวน
ระหวางเกล็ดตอกรดอะซิติก, อุณหภูมิและเวลาในการสกัดคอลลาเจน ซ่ึงพบวาสภาวะทีเ่หมาะสม
ในการสกัดคอลลาเจนที่มีขนาดเปปไทดเล็ก (คอลลาเจนไฮโดรไลเซต) คือ การสกัดดวยกรด
รวมกับความรอนที่อุณหภูมิ 90OC เปนเวลา 9 ช่ัวโมง โดยใชอัตราสวนระหวางเกล็ดตอกรดอะซิติก
เปน 1:5 (w/v) ตามดวยการสกัด ที่อุณหภูมหิอง 37OC เปนเวลา 72 ช่ัวโมง โดยใชกรดรวมกับเอนไซม
เปปซินที่ความเขมขน 2.5% ของน้ําหนกัเกลด็ปลาแหงที่ผานการกําจดัแคลเซียม ซ่ึงทําใหไดปริมาณ
โปรตีนในสารสกัดคอลลาเจนสูงถึงประมาณ 90% ของเกล็ดปลาแหงทีผ่านการกําจัดแคลเซียม 
จากนั้นทาํการเพิ่มความเขมขนโดยการหมุนเหวี่ยงผานเมมเบรนขนาด 3 kDa ที่ความเร็ว 2,400 x g 
เปนเวลา 30 นาทีตอรอบ จํานวน 3 รอบ กอนการทําแหงแบบพนฝอย 
 
 ลักษณะคอลลาเจนผงที่ไดจะมีขนาดโมเลกุลต่ํากวา 25 kDa และไมปรากฏอุณหภูมิการเสีย
สภาพของคอลลาเจนผง เมื่อละลายในน้ําที่ปราศจากอิออน และใหความรอนจาก 20-50OC ดวย
อัตราการใหความรอน เทากบั 1OC ตอนาท ี
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 4. สภาวะทีเ่หมาะสมในการสกัดคอลลาเจนที่มีขนาดเปปไทดใหญ (คอลลาเจน type I) คือ 
การสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซินความเขมขน 2.5% ของน้ําหนักเกล็ดปลาแหงที่ผานการ
กําจัดแคลเซียม โดยใชอัตราสวนระหวางเกล็ดตอกรดอะซิติกเปน 1:5 (w/v) ที่อุณหภูมิหอง (28 + 
2OC) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ซ่ึงใหปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจนประมาณ 25% ของเกล็ดปลา
แหงที่ผานการกําจัดแคลเซียม จากนั้นนํามาแยกคอลลาเจน typ I โดยการตกตะกอนดวยโซเดยีม
คลอไรดใหไดความเขมขนสดุทายเปน 0.9 M ทิ้งไวขามคนื ที่อุณหภูมิ 4OC จากนัน้นํามาหมุน
เหวีย่งที่ 20,000 x g เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4OC  ตะกอนที่ไดละลายในกรดอะซติิกความ
เขมขน 0.5 M แลวนําไปไดอะไลซิสดวยน้ํากลั่น ที่อุณหภมูิ 4OC สุดทายนําไปทําแหงแบบระเหิด  
 

ลักษณะคอลลาเจน type I ที่ไดจะประกอบดวยสาย (α1)2α2 สวนอุณหภูมิการเสียสภาพ
ของคอลลาเจน type I จากเกล็ดปลากะพงแดง (35.4OC) มีคาต่ํากวาคอลลาเจน type I จากเกล็ดปลา
นิล (37.4 OC)  
 
 5. สภาวะการสกัดคอลลาเจนไฮโดรไลเซตและการสกัดคอลลาเจน type I ที่เลือกได
การศึกษาสภาวะการสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลากะพงแดง สามารถนําไปใชไดกับเกล็ดปลาชนิด
อ่ืนๆ โดยที่ใหปริมาณผลไดที่ใกลเคียงกัน 
 

6. สภาวะในการผลิตคอลลาเจนมีความสําคัญตอลักษณะของคอลลาเจนที่ผลิต ซ่ึงลักษณะ
ของคอลลาเจนที่แตกตางกันจะเหมาะสมตอการใชงานที่แตกตางกัน เชน คอลลาเจนที่ยังคงรักษา
โครงสรางสามมิติจะนํามาประยุกตใชในอุตสาหกรรมดานเครื่องสําอาง ดานการแพทย และดาน
เภสัชกรรม สวนคอลลาเจนที่ผานการยอยสลายใหมีขนาดโมเลกุลเล็ก เชน คอลลาเจนไฮโดรไลเซต 
และเจลาติน จะนํามาประยุกตใชในอุตสาหกรรมดานอาหาร และดานการแพทย  
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ขอเสนอแนะ 

 
1. คอลลาเจนผงที่สกัดไดมขีนาดโมเลกุลต่ํากวา 25 kDa ซ่ึงหากใชเอนไซมเปปซินเพยีง

ขั้นตอนเดยีวในการสกัด ขนาดโมเลกุลของเปปไทดจะเหลือเปปไทดขนาดโมเลกุลใหญ ดังนัน้หาก
ตองการใหขนาดโมเลกุลของเปปไทดมีขนาดเล็ก นาจะทําการยอยโดยใชเอนไซม 2 ชนิด ที่มี
ความจําเพาะในการยอยแตกตางกัน เพื่อเพิม่ความสามารถในการตัดพนัธะของเปปไทด หรือลด
ขนาดเปปไทดโดยใชกรดรวมกับความรอน 

 
2. คอลลาเจน type I ที่ไดจากเกล็ดปลามีปริมาณต่ํามาก จึงควรนําเกล็ดปลาภายหลังการ

สกัดคอลลาเจน type I กลับมาสกัดซ้ํา เพือ่เปนการเพิ่มปริมาณผลได
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ภาคผนวก ก 
 

การวิเคราะหผลทางสถิต ิ
 
ตารางผนวกที่ ก1  คาทางสถิติของการเปรียบเทียบปริมาณองคประกอบทางเคมี (% น้ําหนกัแหง) 

ของเกล็ดปลาที่ผานการกําจดัแคลเซียมที่ความเขมขนของกรดไฮโดรคลอริกและ
เวลาในการแชตางๆกัน 

 
Variables SOV df SS MS F-Value 
Ash Time 1 0.773 0.773 9.429*  
 HCl conc. 3 5468.826 1822.942 22236.812** 
 Time * HCl conc. 3 0.694 0.231 2.821 ns 
 Error 7 0.574 0.082   
 Total 15 11498.034   
Protein Time 1 1.609 1.609 2.548 ns 
 HCl conc. 3 8688.418 2896.139 4587.443** 
 Time * HCl conc.  3 1.618 0.539 0.854 ns 
 Error 15 9.470 0.631   
 Total 23 146416.933   
หมายเหตุ  ns   =   Not significantly different at the confidence intervals of 95% (p > 0.05) 

    *   =   Significantly different at the confidence intervals of 95% (p < 0.05)   
   **  =   Highly significantly different at the confidence intervals of 99% (p < 0.01) 
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ตารางผนวกที่ ก2  คาทางสถิติของการเปรียบเทียบความหนา (มิลลิเมตร) ของเกล็ดปลาที่ผานการ
กําจัดแคลเซียมที่ความเขมขนของกรดไฮโดรคลอริกและเวลาในการแชตางๆกัน 

 
SOV df SS MS F-Value 
Time 1 0.000 0.000 0.001ns 
HCl conc. 3 3.220 1.073 108.812** 
Time * HCl conc. 3 0.023 0.008 0.769 ns 
Error 392 3.866 0.010  
Total 400 48.992   
หมายเหตุ  ns   =   Not significantly different at the confidence intervals of 95% (p > 0.05) 

    *   =   Significantly different at the confidence intervals of 95% (p < 0.05)   
   **  =   Highly significantly different at the confidence intervals of 99% (p < 0.01) 

 
ตารางผนวกที่ ก3  คาทางสถิติของการเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจนที่ผาน

ขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับความรอนที่อุณหภูมิและเวลาตางๆกัน 
 
SOV df SS MS F-Value 
Temp. 1 345.042 345.042 152.200** 
Time 5 959.929 191.986 84.686** 
Temp. * Time 5 281.146 56.229 24.803** 
Error 12 27.204 2.267   
Total 24 147504.548   
หมายเหตุ  ns   =   Not significantly different at the confidence intervals of 95% (p > 0.05) 

    *   =   Significantly different at the confidence intervals of 95% (p < 0.05)   
   **  =   Highly significantly different at the confidence intervals of 99% (p < 0.01) 
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ตารางผนวกที่ ก4  คาทางสถิติของการเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจนที่สกัดโดย
ใชอัตราสวนระหวางเกล็ดตอกรดและความเขมขนของเอนไซมเปปซินตางๆ 

 
SOV df SS MS F-Value 
Enzyme conc. 3 393.717 131.239 81.201** 
Ratio (acid:scale) 3 168.789 56.263 34.812** 
Enzyme conc. * Ratio 9 109.712 12.190 7.542** 
Error 16 25.859 1.616   
Total 32 207416.146     
หมายเหตุ  ns   =   Not significantly different at the confidence intervals of 95% (p > 0.05) 

    *   =   Significantly different at the confidence intervals of 95% (p < 0.05)   
   **  =   Highly significantly different at the confidence intervals of 99% (p < 0.01) 

 
ตารางผนวกที่ ก5  คาทางสถิติของการเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจนผาน

ขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซินเพียงขั้นตอนเดียวที่อุณหภูมิและ
เวลาตางๆกัน 

 
SOV df SS MS F-Value 
Temp. 1 0.000 0.000 0.002ns 
Time 2 35.052 17.526 218.986** 
Temp. * Time 2 4.575 2.288 28.582** 
Error 6 0.480 0.080   
Total 12 8572.374     
หมายเหตุ  ns   =   Not significantly different at the confidence intervals of 95% (p > 0.05) 

    *   =   Significantly different at the confidence intervals of 95% (p < 0.05)   
   **  =   Highly significantly different at the confidence intervals of 99% (p < 0.01) 
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ตารางผนวกที่ ก6  คาทางสถิติของการเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนในสารสกัดคอลลาเจนผาน
ขั้นตอนการสกัดดวยกรดรวมกับความรอนที่อุณหภูมิ 90OC เปนเวลา 9 ช่ัวโมง
ตามดวยการสกัดดวยกรดรวมกับเอนไซมเปปซินที่อุณหภูมิและเวลาตางๆกัน 

 
SOV df SS MS F-Value 
Temp. 1 10.547 10.547 9.648* 
Time 2 35.207 17.603 16.104* 
Temp. * Time 2 1.952 0.976 0.893ns 
Error 6 6.559 1.093   
Total 12 93079.089     
หมายเหตุ  ns   =   Not significantly different at the confidence intervals of 95% (p > 0.05) 

    *   =   Significantly different at the confidence intervals of 95% (p < 0.05)   
   **  =   Highly significantly different at the confidence intervals of 99% (p < 0.01) 

 
ตารางผนวกที่ ก7  คาทางสถิติของการเปรียบเทียบปริมาณของแข็งทั้งหมดในสารสกัดคอลลาเจนที่

ผานการเพิ่มความเขมขนดวยวิธีตางๆ 
 
SOV df SS MS F-Value 
Between Groups 6 229.207 38.201 1632.066** 
Within Groups 8 0.187 0.023   
Total 14 229.394     
หมายเหตุ  ns   =   Not significantly different at the confidence intervals of 95% (p > 0.05) 

    *   =   Significantly different at the confidence intervals of 95% (p < 0.05)   
   **  =   Highly significantly different at the confidence intervals of 99% (p < 0.01) 
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ภาคผนวก ข 
การใชไมโครมิเตอร 
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ภาคผนวก ข 
 

การใชไมโครมเิตอร 
 

ไมโครมิเตอร (Micrometer) เปนเครื่องมือวัดขนาดของวตัถุที่ตองการความละเอยีดสงูใน
ระดับทศนยิม 3 ตําแหนงของมิลลิเมตร เครื่องมือวัดชนดินี้อาศัยหลักการ การเคลื่อนที่ของสกรู ซ่ึง
มีสวนประกอบที่สําคัญ ดังแสดงในภาพผนวกที่ ข1 

 

 
 

ภาพผนวกที่ ข1  สวนประกอบของไมโครมิเตอร 
ท่ีมา: บัญชา และคณะ (2537) 

  
โครง A    มีลักษณะคลายคันธนูหรือตะขอเกีย่ว โครง A นี้มีปากวดั C และ 

สเกลนอน B ติดอยู 
แกนสเกลนอน B แบงสเกลเปนมิลลิเมตร และดานบนมีขีดบอกระยะครึ่ง 

มิลลิเมตรกํากับอยูทุกชอง สเกลนี้ถือเปนสเกลหลัก 
 แกนวัด E  ติดกับปลอกวดั F และปุม G เมื่อหมุนปุม G ทั้งแกนวัด I ปลอก 

วัด F และปุม G จะเคลื่อนทีไ่ปบนโครง A 
ปากวัด D  เปนสวนปลายสุดของแกนวดั ปากวดั D และ C เปนผิวราบ 

เกลี้ยงตัดตรง สําหรับใชหนบีวัตถุที่ตองการวัดขนาด 
สเกลวงกลม H  อยูตรงขอบโดยรอบปลอกวดั แบงเปนชองกวางเทาๆกนั มี 

ทั้งหมด 50 ชอง (n = 50) 
ปุม G   ใชหมุนเพื่อนเลื่อนใหปาก D ไปสัมผัสกับผิววัตถุ ซ่ึงนํามาไว 

ระหวางปากวดั C-D ภายในปุม G มีสปริงเพื่อรับแรงกด เมื่อปาก 
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วัด D สัมผัสพอดีกับวัตถุ จะมีเสียงดังกริ๊กเบาๆ แสดงวา สปริง
รับแรงกดพอดีแกนวดัจะไมเดินหนาอีกตอไป เราก็จะอานคาจาก
สเกลได 

ปุม I   ใชตรึงแกนวดั ปลอกวัด และปุมG ใหติดกับโครง A ทําใหสเกล 
ไมเลื่อนตําแหนงขณะอาน เวลาใชจะตองบิดไปทางซายสุด 

 
วิธีการใชไมโครมิเตอร: หมุนแกน G ใหแกนวดัถอยหลัง เพื่อทําใหปาก C-D เปดกวางกวา

ขนาดของวัตถุเล็กนอย แลวนําวัตถุที่จะวดัขนาดไปไวระหวางปาก C-D ใหดานหนึ่งชิดปากวดั C 
ไว แลวหมุนแกน G ใหปากวัด D มาสัมผัสพอดีกับผิวดานหนึ่งของวตัถุ โดยสังเกตจากเสียงกริ๊ก
เบาๆ จากนั้นใหบิดปุม I ไปทางซายเพื่อตรึงแกนวัดไว แลวอานคาการวัดได 

 
การอานคาการวัดบนสเกลไมโครมิเตอร: เมื่อวัดขนาดของวัตถุอันหนึ่ง ดังแสดงในภาพ

ผนวกที่ ข2 โดยที่ Least Count ของไมโครมิเตอร = 0.010 mm. (ถาหมนุแกนวดัถอยหลังไปเพียง 1 
ชอง ปากวัด C-D จะหางกันเปนระยะทาง 0.5/50 = 0.010 mm. ซ่ึงเปนคาที่นอยที่สุดที่สามารถอาน
ไดจากเครื่องวดัชนิดนี้ เรียกวา Least Count โดยปกติคา Least Count ของไมโครมิเตอร จะเขียนไว
บนโครง A) 

 
 
 
 

 
ภาพผนวกที่ ข2  ตัวอยางสเกลบนไมโครมิเตอรที่วัดได 
ท่ีมา: ภาควิชาฟสิกส คณะวทิยาศาสตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคล, ม.ป.ป.  
 

1. ขณะนี้ขอบของสเกลวงกลมอยูที่ตําแหนง 11.500 มิลลิเมตร เลยออกมาเล็กนอยบนสเกล
หลัก 

2. ขีดที่ 22.5 ของสเกลวงกลมตรงกับแกนนอนบนสเกลหลัก แลวเอาตัวเลข 22.5 นี้คูณ
กับคา Least Count จะไดเปนคาเศษของมิลลิเมตร เปน 22.5 x 0.010 = 0.225 mm. 

3. นําคาที่ไดจากขอ 1. และขอ 2. รวมกัน จะไดเปนผลการวัดครั้งนี้ นั่นคือ  
ผลการวัด   =   11.500 mm. + 0.225 mm.   =   11.725 mm.   
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4.1 4.2 

ความคลาดเคลื่อนของไมโครมิเตอร (Zero Error): ไมโครมิเตอรที่อยูในสภาพพรอมใช
งาน เมื่อปากวดั C-D สัมผัสพอดี ขีดที่ศูนยของสเกลวงกลมจะทับกับแกนนอนของสเกลหลัก และ
ขอบของสเกลวงกลมจะทับขีดที่ศูนยของสเกลหลักพอดี ดังแดงในภาพผนวกที่ ข3 

 
   
 

 
 
ภาพผนวกที่ ข3  ตัวอยางไมโครมิเตอรที่อยูในสภาพพรอมใชงาน 
ท่ีมา: ภาควิชาฟสิกส คณะวทิยาศาสตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคล, ม.ป.ป.  

 
แตในบางครั้งอาจจะเกิดความคลาดเคลื่อนขึ้นได ดังกรณใีนภาพผนวกที่ ข4.1 เมื่อใชวัด

ของสิ่งใดแลวจะไดคานอยกวาความเปนจริงอยู 0.020 มิลลิเมตร เสมอ ดังนั้นเมื่ออานคาการวัดใดๆ
แลวจึงตองบวกดวย 0.020 มิลลิเมตร เขาไปดวย และสําหรับในกรณีภาพผนวกที่ ข4.2 เมื่อใชวดัสิ่ง
ใดแลวจะไดคามาก กวาความเปนจริงอยู 0.030 มิลลิเมตร ดังนั้นเมื่อเมือ่อานคาการวดัใดๆแลวจึง
ตองลบออกดวย 0.030 มิลลิเมตร เสมอ 

 
 

 
 
 

ภาพผนวกที่ ข4  ตัวอยางไมโครมิเตอรที่อยูในสภาพไมพรอมใชงาน 
ท่ีมา: ภาควิชาฟสิกส คณะวทิยาศาสตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคล, ม.ป.ป.  
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ภาคผนวก ค 
วิธีการทําอิเลคโทรโฟริซิสแบบ SDS-PAGE 
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ภาคผนวก ค 
 

วิธีการทําอิเลคโทรโฟริซิสแบบ SDS-PAGE 
ดัดแปลงจากวธีิของ Laemmli (1970) 

 
การเตรียม Separating Gel 
 

1.  ประกอบ mini-gel apparatus (Bio-Rad, Mini Protein II) ตามวิธีประกอบ แผนแกวตอง
สะอาดและแหง สวมถุงมือในการประกอบเครื่อง 

2.  ผสมสารละลายของเจล ตามตารางผนวกที่ ง1 โดยผสมสารละลายตาง ๆ ตามตารางใน 
sidearm flask ยกเวน APS และ TEMED ซ่ึงจะใสหลังการ degas แลว 15 นาที โดยคอยๆผสม APS 
และ TEMED ลงในสารละลายที่ผานการ degas เพื่อชวยใหเกิด polymerization 

3.  ใช Pasteur pipette ดูดเจลใสลงชองระหวางแผนแกว (ระวังอยาใหเกดิฟองอากาศ) จน
ระดับประมาณ 1.5 ถึง 2 เซนติเมตรจากขอบบนของแผนแกวที่มีระดบัต่ํากวา ทําโดยรวดเร็วกอนที่
เจลจะแข็งตัว 

4.  ใช Pasteur pipette อันใหมดูดสารละลาย water-saturated isobutyl alcohol ปดทับ gel 
(หนาประมาณ 3 มิลลิเมตร) 

5.  ตั้งทิ้งไว 45-60 นาท ีใหเจลเกิดการ polymerize ใต isobutyl alcohol ซ่ึงจะเหน็รอยตอ
ระหวางเจลและสารละลายทีค่ลุมผิวเจลอยูอยางชัดเจน 

6.  เมื่อเจล polymerize ใหดดู water-saturated isobutyl alcohol ออกทันทีดวย Pasteur 
pipette ลางสวนบนของเจลดวยน้าํกลั่น 3 คร้ังและซับใหแหงดวยกระดาษกรอง 

 
* ถาเก็บไวทําวันตอไปใหปดทับดวย 1: 4 solution B จํานวน 5 มิลลิลิตร เพื่อกันไมใหแหง  
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ตารางผนวกที่ ค1  สูตรสําหรับการเตรียม SDS-PAGE Separating and Stacking Gel 
 

Separating Gel 
(0.375 M Tris, pH 8.8) 

Stacking Gel 
(0.125 M Tris, pH 6.8) สวนประกอบ 

16.5% gel 7.5% gel 4% gel 
1. Distilled Water 1.85 ml 4.85 ml 6.1 ml 
2. 1.5M Tris-HCl, pH 8.8 2.5 ml 2.5 ml - 
3. 0.5M Tris-HCl, pH 6.8 - - 2.5 ml 
4. 10% (w/v) SDS 100 μl 100 μl 100 μl 
5. Acrylamide/bis (30%a, 2.67%(Stock) 
(Degas for ≥ 15 min at room 
temperature) 

5.5 ml 2.5 ml 1.33 ml 

6. 10% ammonium persulfate (fresh 
daily) 

50 μl 50 μl 50 μl 

7. TEMED 5 μl 5 μl 10 μl 
TOTAL MONOMER 10 ml 10 ml 10 ml 

 
การเตรียม Stacking Gel 

 
1.  เตรียม 10 มิลลิลิตรของ Stacking gel ตามตารางการเตรียมในขอ 2 โดยผสมสารทั้งหมด

เขาดวยกันใน sidearm flask ที่ผานการ degas แลว 15 นาที จึงคอยๆเติม APS และ TEMED ลงไป 
2.  ซับตอนบน Separating gel ใหแหงดวยกระดาษกรองอยาใหมฟีองอากาศคางอยูบน gel 
3.  ดูด Stacking gel ดวย Pasteur pipette ที่สะอาด คอย ๆ ใสลงตรงกลางลงมาตามดานขาง

ของ spacer จนไดความสูงของเจลในแผนแกวประมาณ 3 เซนติเมตร  
4.  คอย ๆ สอด Teflon Comb ลงในชั้น Stacking gel ทีละชองเพื่อปองกันไมใหเกิด

ฟองอากาศ ไวโดยเติม Stacking gel ใหเต็ม 
5.  ปลอยใหเจล polymerize 30-40 นาท ีที่อุณหภูมิหอง  
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Loading ตัวอยาง 
 

การ load ตัวอยางม ี2 วิธี คือ ใสในหลุมเจลที่เตรียมโดยใช well-forming comb หรือ load 
ตัวอยางเดียวบน gel surface ในกรณีตัวอยางเหลว 

 
1. Loading Sample Well 
 

เตรียมตัวอยางจํานวน 1 มิลลิลิตร โดยละลายตัวอยางโปรตีนใน sample buffer ที่มี 
10% glycerol อยางนอย 1 เทาของตัวอยางโปรตีนใน microcentrifuge tube ปดฝา นําไปตม 1 นาท ี
ที่ 100OC (ตามคูมือของ BIORAD ใหเจือจางตัวอยางอยางนอย 1:4 เทาดวย sample buffer และตมที่ 
95OC นาน 4 นาที) ถาตัวอยางแหงละลายดวย sample buffer จํานวน 50-100 μl ทําใหเย็นถึง
อุณหภูมิหองแลวหมุนเหวีย่งใหตวัอยางใส นําตัวอยางใสลงในหลุมกลางเจล 

 
1.1  เตรียม electrode buffer 300 มิลลิลิตร โดยผสม 5x electrode buffer 60 มิลลิลิตร 

กับน้ํา 240 มิลลิลิตร 
1.2  เล่ือนระดบั inner cooling core ลงใน buffer chamber อันลางเติม buffer ประมาณ 

115 มิลลิลิตร ใน upper buffer chamber ซ่ึงอยูดานใน แลวเติมเพิ่มจนระดับครึ่งหนึง่ระหวาง short 
และ long plate อยาใหลน chamber อันบน 

1.3  เติม buffer ที่เหลือใส chamber ลางจนทวม gel ตอนลาง 1 เซนติเมตร ถามี
ฟองอากาศใชปเปตตกวนไลฟองอากาศ 

1.4  ใสตัวอยาง 5 μl ลงใน well ขางใต electrode buffer ดวย Hamilton syringe หรือป
เปตต การใสตวัอยางใหปลอยตัวอยางลงที่ระยะ 1-2 มิลลิเมตร จาก well bottom โดยใหปลาย 
syringeหรือปลายปเปตตจรดที่บริเวณมุมของหลุม 
 

2. Loading a Single Sample per gel 
 

เปนการแยกตวัอยางบน flat gel surface ในการวิเคราะห เตรียม stacking gel ใหถึงระดบั 
1 มิลลิเมตร จาก short plate โดยไมใช comb ปดทับดวย overlay solution เมื่อเจลแขง็แลวรินออกและ
ประกอบสวน core บรรจ ุelectrode buffer ลงใน chamber บนและลาง แลวคอย ๆ ใสตวัอยางให
สม่ําเสมอเริ่มจาก gel ดานหนึง่จนตลอดตามยาวโดยใสลงใหใกลผิวเจลมากที่สุด (1-2 มิลลิเมตร)  
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Running the gel 
 

เมื่อ apply โปรตีน ตัวอยางจะอยูระหวาง electrode และเมื่อ apply potential ก็จะครบวงจร 
โปรตีนจะเคลือ่นที่ไปเปนแถบ (band) สีน้ําเงิน ซ่ึงจํานวนแถบคือจํานวนชนดิของโปรตีน 

 
1.  ปดฝาของ chamber อันลาง 
2.  ตอ electrical lead กับ power supply (200V minimum) ปรับกระแสไฟ 60 mA ตอ gel 

(120mA ตอ 2 gel) หลังจาก run 45 นาที กระแสจะลดไปที่ 30mA ตอเจลซึ่งเกิดจากการ
เปลี่ยนแปลงของอิออนใน buffer ทําใหเกดิความตานทานเพิ่มขึ้น 

 
Removing the gel 
 

1.  ปด power supply และเอาสายที่ตอออก 
2.  เปดฝาเซลลนํา cooling core ช้ันในขึน้มาจาก chamber ลาง เท buffer ใน chamber อัน

บนทิ้งไป 
3.  ดัน clamp ออกจาก cooling core 
4.  คลายสกรู sandwich clamp assemblies ออก 
5.  นําแผน sandwich ออกและใช forcep ขวดน้ํากลั่นคอยๆดันแผนแกวออกในระหวางที่

ดันแผนแกวออกใหใชน้ํากลัน่ rinse ตามตลอด 
 
การทํา Staining 
 

การยอมสีโดยวิธี Commassie Brillian Blue R-250 
 
1.  เตรียม Staining solution คือ 0.1% (w/v) Commassie Brillian Blue ใน 40% Methanol, 

10% (v/v) Acetic acid เมื่อสีละลายแลวกรองดวยกระดาษกรอง 
2.  คอยนําเจลบนแผนแกวมาใสในถาดที่ม ีStaining solution ทิ้งไวประมาณ 30 นาที 
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การทํา Destaining 
 

นําเจลมาแชในสารละลาย 40% Methanol, 10% Acetic acid เปลี่ยนสารละลายที่ใชหลายๆ
คร้ัง จะเหน็แถบโปรตีนอยางชัดเจน 

 
* การ Stain และ Destain ทําที่อุณหภูมิหอง และควรเขยาเบาๆ บน orbital shaker 

 
วิธีการเตรียมสารเคมี 
 

1. Acrylamide/bis (30% T, 2.67% C) 
 

ช่ัง acrylamide 29.2 กรัม และ methylenebisacrylamide 0.8 กรัม ปรับปริมาตรดวยน้ํา
ปราศจากอิออนเปน 100 มิลลิลิตร  กรองและเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในที่มืด  (เก็บไวได
ไมเกนิ  30  วนั) 

 
ความเขมขนของ acrylamide  เปนตัวกําหนดความยาวของสารพอลิเมอร  สวนความ

เขมขนของ methylenebisacrylamide  เปนตัวกําหนดขนาดของการเชื่อมโยงเปนตาขายรางแห  
สวนประกอบของ polyacrylamide gel มีตัวแปรอยู 2 ชนดิคือ  % T  และ % C 

 
% T  คือ  ความเขมขนของโมโนเมอรทั้งหมดที่ใชในการสรางเจล  มีหนวยเปน กรัมตอ 

100 มิลลิลิตร 
 

% T = acrylamide (กรัม) + methylenebisacrylamide (กรัม) × 100 
                                 ปริมาตรทั้งหมด 
 
% C คือ  น้ําหนักเปนกรัมของ methylenebisacrylamide ตอน้ําหนกัเปนกรัมของ 

acrylamide กบัน้ําหนกัเปนกรัมของ methylenebisacrylamide 
 

% C =                            methylenebisacrylamide (กรัม)                 × 100 
                   acrylamide (กรัม) + methylenebisacrylamide (กรัม) 
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2. 1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 
 

ช่ัง Tris base 27.23 กรัม ใสน้ําปราศจากออิอนประมาณ  80 มิลลิลิตร  ปรับ pH เปน 8.8  
ดวย  สารละลาย  HCl  ความเขมขน 6 N แลวปรับปริมาตรใหเปน 150 มิลลิลิตร  เก็บไวที่อุณหภูม ิ
4 องศาเซลเซียส 

 
3. 0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 
 

ช่ัง Tris base 6 กรัม ใสน้ําปราศจากอิออนประมาณ  60 มิลลิลิตร  ปรับ pH เปน 6.8  ดวย  
สารละลาย  HCl  ความเขมขน 6 N แลวปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร  เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส 

 
4. 10% SDS 
 

ละลาย SDS 10  กรัม  ในน้ําปราศจากอิออนประมาณ 90 มิลลิลิตร คนเบา ๆ และปรับ
ปริมาตร เปน 100 มิลลิลิตร 

 
5. Sample buffer 
 

มีสวนประกอบดังนี ้(หนวยเปน มิลลิลิตร) 
น้ําปราศจากออิอน  3.8  
0.5 M Tris-HCL, pH 6.8  1.0  
Glycerol   0.8  
10% SDS   1.6  
2-mercaptoethanol  0.4  
1% (w/v) bromophenol blue 0.4  
ปริมาตรรวม   8.0  
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6. 5X electrode (Running) buffer, pH 8.3 
 

ช่ัง Tris base  9  กรัม  Glycine  43.2  กรัม  และ  SDS  3 กรัม  ปรับปริมาตรเปน 600 
มิลลิลิตรดวยน้ําปราศจากออิอน  เก็บที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  เมื่อนํามาใหใชทําการเจือจาง
สารละลาย 5X electrode (Running) buffer ปริมาตร 60 มิลลิลิตร  ดวยน้าํปราศจากอิออน 240 
มิลลิลิตร  

 
7. Staining solution 

 
เติม Coomassie brilliant blue R-250 1 กรัม ใน fixing solution (มีสวนผสมของ methanol 

40% และ กรดอะซิติก 10%) ปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร  คนจนละลายหมด  กรองเกบ็ในขวดแกว
ที่อากาศเขาไมได 
 

8. Destaining solution 
 

เตรียมโดยเติม  methanol 100 มิลลิลิตร  ในน้ํากลั่น  825  มิลลิลิตร  แลวจึงเติม กรดอะซิติก  
(Glacial) 
 
 
 
 

 
 
 
 



 

ประวัติการศึกษา และการทํางาน 

 
ช่ือ –นามสกุล นางสาวฉลองขวัญ  พิพัฒนเจริญวงศ 
วัน เดือน ป ที่เกิด 7  พฤศจิกายน  2526 
สถานที่เกิด  กรุงเทพมหานคร 
ประวัติการศึกษา ระดับปริญญาตรี  ภาควิชาอตุสาหกรรมเกษตร  คณะ

เทคโนโลยีการเกษตร  สถาบันเทคโนโลยพีระจอมเกลา
เจาคุณทหารลาดกระบัง 

ตําแหนงหนาที่การงานปจจบุัน - 
สถานที่ทํางานปจจุบัน - 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  เขารวมเสนอผลงานภาคบรรยายในการประชุมทาง

วิชาการของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ครั้งที่ 46 
ทุนการศึกษาที่ไดรับ ทุนสนับสนุนงานวิจยัระดับบัณฑิตศึกษา เพื่อการตีพิมพ

ในวารสารระดับชาติและนานาชาติ จากบณัฑิตวิทยาลัย
มหาวยิาลัยเกษตรศาสตร ประจําปงบประมาณ 2549 และ 
โครงการทุนวจิัยมหาบณัฑิต สกว. สาขาวทิยาศาสตรและ
เทคโนโลยี ประจําปงบประมาณ 2549 

 




