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บทที ่1 
บทนํา 

 
1.1  ความสําคญัและทีม่า 
         เน่ืองจากปัจจุบันการแปรรูปปลาสลิดมักทาํการตากแห้งเพื่อจาํหนายในประเทศ และมี่
แนวโนม้ขยายไปตางประเทศ ่ (กรมประมง, 2554) แตผลิตภณัฑจ์ากปลาสลิดยงัไมหลากหลายนกั ่ ่
ดงันนัการนาํหนงัปลาสลิด้ มาสกดคอลลาเจนถือวาเป็นการเพิมั ่ ่ ผลิตภณัฑแ์ละมูลคาใหก้บปลาสลิด่ ั
อีกทางหน่ึง ซ่ึงคอลลาเจนมกัพบใน เส้นเอน็ กระดูก ผวิหนงั และระบบทอลาํเลียงในสัตว์่  รวมถึง
แผนเนือเยือ่เกยวพนัท่ีอยรูอบกลา้มเนือ่ ี่ ่้ ้  ทาํใหก้ลา้มเนือเหนียว้  โดยโปรตีนกลา้มเนือของสตัวเ์ลียงลูก้ ้
ดว้ยนมมีคอลลาเจนประมาณร้อยละ 10 (Foegeding, 1996) คอลลาเจนสามารถนาํมาใชป้ระโยชน์ใน
อุตสาหกรรมฟิลม์และฟอกหนงั  วตัถุดิบชีวเวชภณัฑ์และอาหาร (Kittiphattanabawon และคณะ
, 2005) ในผลิตภณัฑ์เคร่ืองสําอางมีการใชค้อลลาเจนเพราะมีคุณสมบติัให้ความชุมชืนท่ีดี่ ้  
(Swatschek และคณะ, 2002) คอลลาเจนสามารถใชผ้ลิตผา้พนัแผล ทาํรากฟันเทียม และใชผ้ลิตปลอก
หุ้มสาํหรับการขึนรูปในอุตสาหกรรมผลิตภณัฑเ์นือ ้ ้ (ไส้กรอก/salami/ขนมขบเคียว้ ) (Singh และคณะ, 
2011) โดยทวัไปคอลลาเจนมกัสกดมาจากหนงัหมู และกระดูกววั เน่ืองจาก่ ั ววัเป็นสัตวต์อ้งห้ามใน
ศาสนาซิกซ์และฮินดู สวนคอลลาเจนจากหมูเป็่ นท่ีตอ้งหา้มในศาสนาอิสลามและยวิ นอกจากนีการ้
ฆาสัตวด์งักลาวตอ้งกระทาํให้ถูกตอ้งตามหลกัศาสนาอีกดว้ย่ ่  (Shen และคณะ, 2007) รวมทงั้
ผลิตภัณฑ์จากสัตว์ปีกยงัคงมีความเส่ียงจากไขห้วดันก ทาํให้ปัจจุบนัมีงานวิจยัท่ีเกยวขอ้งกบี่ ั
การศึกษา การสกดและการจาํแนกคุณลกัษณะ  รวมั ทงัการใชป้ระโยชน์คอลลาเจนจากสัตวน์าํ เช้ ้ ่
คอลลาเจนจากปลากดอเมริกา (Zhang และคณะ, 2007), คอลลาเจนจากหนงัปลา walleye Pollock  
(Yan และคณะ, 2008), คอลลาเจนจากหนงัปลาสวาย (Singh และคณะ, 2011) คอลลาเจนจากปลา
กระพงแดง (Jongjareonrak และคณะ, 2005) คอลลาเจนจากปลาฉลามกบ (Kittiphattanabawon 
และคณะ, 2010) เป็นตน้ คอลลาเจนจากปลาจะเป็นทางเลือกในการแกปัญหาขอ้จาํกดในการ้ ั
บริโภคคอลลาเจนของประชาชนได ้ 
 
1.2  วตัถประสงค์ุ ของงานวจัิย 
          1.2.1  ศึกษาการสกดคอลลาเจนจากหนงัปลาสลิดโดยวิธีการใชก้รดั  

          1.2.2  จาํแนกคุณลกัษณะของคอลลาเจนท่ีสกดไดโ้ดยวิธีใชก้รดั  
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1.3  ขอบเขตของงานวจัิย 
         ศึกษาวิธีการสกดคอลลาเจนจากหนงัปลาสลิดโดยใชก้รดั อะซิติก วิเคราะห์หาปริมาณผลผลิต 

ตรวจสอบปริมาณไฮดรอกซีโพรลีน การดูดกลืนแสงยูวี และรูปแบบโปรตีน รวมทงัศึกษาการ้

ละลายของคอลลาเจนในสภาวะพีเอช และความเขม้ขน้ของสารละลายเกลือตางๆ่  

 

1.4 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 
         1.4.1 เป็นขอ้มูลพืนฐานในการนาํคอลลาเจนจากหนังปลาสลิดไปประยุกตใ์ชใ้นผลิตภณัฑ ์   ้
อาหารและทางเภสชักรรม 
    1.4.2 เป็นแนวทางในการประยกุตใ์ชว้ิธีการสกดคอลลาเจนดว้ยกรดกบวตัถุดิบอ่ืนได้ั ั  

         1.4.3 สามารถนาํผลการทดลองนีไปใชใ้นการผลิตคอลลาเจนทางเลือกให้้ แกผูบ้ริโภค่ ได ้
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บทที ่2 
ทฤษฎแีละงานวจิยัทีเ่กีย่วข้อง 

 
2.1 ปลาสลดิ  
                     ปลาสลิด เป็นปลานาํจืด ซ่ึงเป็นปลาพืนบา้นของประเทศไทย มีแหลงกาเนิดอยใูนท่ีลุมภาคกลาง้ ้ ่ ํ ่ ่
มีช่ือวิทยาศาสตร์วา ่ Trichogaster pecteralis และนิยมเลียงกนมากบริเวณภาคกลาง สวนท่ีพบในประเทศ้ ั ่
เพื่อนบา้น เชน กมพูชา เวียดนาม มาเลเซีย อินโดนีเซีย อินเดีย ปากสถาน ศรีลงักา และฟิลิปปินส์ นัน่ ั ี ้  
เป็นพนัธ์ุปลาท่ีสงไปจากเมืองไทย เม่ือประมาณ ่ 80-90 ปีท่ีผานมา ่ (กรมประมง, 2554) มีช่ือเรียกในภาษา
มาเลยว์า ่ "sepat siam" ภาษาองักฤษเรียกวา ่ "กระด่ีหนงังู" (snakeskin gourami) และมีช่ือเรียกในราชาศพัท์
อีกวา ่ "ปลาใบไม"้ ทงันีเน่ืองจากคาํวา ้ ้ ่ "สลิด" เพียนมาจากคาํวา ้ ่ "จริต" พระบาทสมเด็จพระจอมเกลา้
เจา้อยูหัว รัชกาลท่ี ่ 4 จึงไดท้รงแนะนาํให้เรียกปลาสลิดในหมูราชบริพารวา ปลาใบไม ้เพราะทรงเห็นวามี่ ่ ่
รูปรางเหมือนใบไม้่  (วิกพีเดีย สารานุกรมเสรีิ , 2555) สาํหรับแหลงปลาสลิด ท่ีมีช่ือเสียเป็นท่ีรู้สักวามีรสชาติ่ ่
ดี เนืออรอย คือ ปลาสลิดบางบอ จงัหวดัสมุทรปราการแตปัจจุบนัโรงงานอุตสาหกรรมไดข้ยายตวัอย้ ่ ่ ่ ่าง
แพรหลายทาํให้นาํ ธรรมชาติที่จะระบายลงสูบอเลียงปลาสลิดมีคุณสมบตัิไมเหมาะสม สวนพืนท่ีดินพรุทา่ ่ ่ ่ ่้ ้ ้
ภาคใตใ้นเขตจงัหวดันราธิวาส ซ่ึงเป็นดินเปรียวกสามารถใชเ้ป็นท่ี เลียงปลาสลิดได ้เพราะปลาสลิดเป็นปลา้ ้็
ท่ีเลียงงาย อดทนตอความเป็นกรด และนาํท่ีมีปริมาณออกซิ้ ่ ่ ้ เจนนอ้ยไดดี้ มีหวงโซอาหารสันคือกนแพลงก่ ่ ิ้
ตอน เป็น อาหารตน้ทุนการผลิตตํ่า โดยจะเลียงอยูในนา คนเลียงปลาสลิดเรียกวา ชาวนาปลาสลิด และบ้ ้่ ่ ่
เลียงปลาสลิดเรียก แปลงนาปลาสลิดหรือลอ้มปลาสลิด  กรมประมงจึงไดส้งเสริมใหเ้ลียงปลาสลิดในพืนท่ี้ ้ ้่
จงัหวดัอ่ืน เชน จงัหวดั่ สมุทรสาคร เพื่อเพิมผลผลิตให้มีปริมาณเพียงพอตอการบริโภค และสงเป็นสินคา้ ่ ่ ่
ออกในรูปผลิตภณัฑป์ลาสลิดเคม็ตากแหง้ (กรมประมง, 2554)   
  2.1.1 อุปนิสยั 
                                ปลาสลิดชอบอยใูนบริเวณทีมีนาํนิง เชน หนอง บึง ตามบริเวณท่ีมีพนัธุ์ไมน้าํ เ่ ่้ ้่ ชน ผกัแ่
สาหราย เพื่อใชเ้ป็นท่ีพกัอาศยักาบงัตวัและกอ หวอดวางไข เน่ืองจากปลาชนิดนีโตเร็วในแหลงนาํธรรมชาต่ ํ ่ ่่ ้ ้
ท่ีมีอาหารพวกพืช ไดแ้ก สาหราย พืชและสตัวเ์ลก็ ๆ จึงสามารถนาํปลาสลิดมาเลียงในบอและ นาขา้วไดเ้ป็น่ ่ ่้
อยางดี ่ (กรมประมง, 2554) 
  
 2.1.2 รูปรางลกัษณะ่  
                                ปลาสลิดมีรูปรางคลา้ยปลากระด่ีหมอ้ แตขนาดโตกวา ลาํตวัแบนขา้งมีครีบ ทอ้งยาว่ ่ ่
ครีบเดียว สีของลาํตวัมีสีเขียวออกเทาหรือมีสีคลาํเป็น พืน และมีริวดาํพาดขวางตามลาํตวัจากหวัถึงโคนหาง้ ้ ้
เกล็ดบนเส้นขา้งตวัประมาณ 42-47 เกล็ด ปากเล็กยืดหดได ้ปลาสลิดซ่ึงมีขนาดใหญเต็มท่ีจะมีความ ยาว่
ประมาณ 20 เซนติเมตร (กรมประมง, 2554) (ภาพท่ี 2.1) 
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ภาพที ่2.1 ลกัษณะของปลาสลิด 
ท่ีมา : กรมประมง (2554) 
 
 2.1.3 การสืบพนัธ์ุ 
                                ลกัษณะเพศ ปลาสลิดตวัผูแ้ละตวัเมียมีความแตกตางก่ นั ซ่ึงสามารถสังเกตความแตกตาง่
อยางเห็นไดช้ดัคือ ปลาตวัผูมี้ลาํตวัยาวเรียว สันหลงั และสันทอ้งเกอบเป็นเส้นตรงขนานกน มีครีบหลงัยาว่ ื ั
จรดหรือเลยโคนหาง มีสีลาํตวัเขม้และสวยกวาตวัเมีย สวนตวัเมียมีสันทอ้งยาวมนไมขนานกบ สันทอ้งและ่ ่ ่ ั
ครีบหลงัมนไมยาวจนถึงโคนหาง สีตวัจ่ างกวาตวัผู ้ในฤดูวางไขทอ้งจะอูมเป่งออกมาทงัสองขา้ง อตัราการ่ ่ ้
ปลอยพอแมพนัธ์ุปลาสลิด ่ ่ ่ 1 : 1 เป็น ปลาขนาดกลาง นาํหนกั ้ 10-12 ตวัตอกโลกรัม ดีท่ีสุด่ ิ  (กรมประมง, 
2554) 
 2.1.4 แนวโนม้ในอนาคต 
                             ปลาสลิดมีแนวโนม้ดา้นการตลาดในอนาคตแจมใส่  เพราะปลาสลิดเป็นผลผลิตท่ีตลาด
ตอ้งการสูง สามารถนาํมาประกอบอาหารทงัในรูปสด และทาํเคม็ ตากแหง้โดยเฉพาะผลิตภณัฑป์ลาสลิดตาก้
แห้งเป็นท่ีนิยมบริโภคทงัในประเทศและตางประเทศ ซ่ึงได้สงเป็นสินคา้ออกของประเทศอีกชนิดหน่ึง ้ ่ ่
ดงันนั หากมีพืนท่ีท่ีเหมาะสมและทาํการปรับปรุง้ ้ เพื่อการเลียงปลาสลิด จะชวยเพิมปริมาณอาหารโปรตีน ้ ่ ่
และเสริมรายไดใ้หแ้กครอบครัวเพื่อการมีคุณภาพชีวิตท่ีดี่  (กรมประมง, 2554) 
 2.1.5 การแปรรูปปลาสลิด  
                                การทาํ ปลาสลิดเคม็เป็นการแปรรูปอยางหน่ึงซ่ึงชวยถนอมปลาสลิดให้สามารถเกบไว้่ ่ ็
บริโภคไดเ้ป็นเวลานานมากขึน และไดรั้บความนิยม อยางแพรหลายทวัทุกภูมิภาคทงัยงัสงเป็นสินคา้ออกอีก้ ่ ่ ่่ ้
สวนหน่ึงดว้ย ่ (กรมประมง, 2554) 
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  2.1.5.1 วิธีทาํ 
                                          ขอดเกลด็โดยใชมี้ดหรือชอ้นสังกะสีบากเป็นฟันเล่ือย ตดัหัว ควกัไส้ แยกหวัและ
ไส้ไปบดสับเป็นอาหารเป็ดหรือไก ่ (สาํหรับไส้ถา้เป็นฤดูท่ี มีมนัมากให้เกบเค่ียวนาํมนั นาํมนัปลาสลิดมีรา็ ้ ้
ดีเพราะนาํไปใชใ้นอุตสาหกรรมหลายอยาง เชน อุตสาหกรรมฟอกหนงั สี และอาหารสัตว์่ ่ ) เคลา้ปลาท่ีทาํ 
เสร็จแลว้กบเกลือในอตัราสวน ั ่ 3 : 1 คือ ปลา 3 : เกลือ 1 หมกัไว ้1 คืน ในถงัไม ้โองเคลือบ กะละมงั หรือเขง่ ่
รุงเชา้กอนพระอาทิตยขึ์น ลา้งปลาใหส้ะอาดเรียง ปลาแผครีบใหส้วยงามบนตะแกรงไมโ้ปรง ่ ่ ่่ ้  
                                         ระยะเวลาตากแห้ง ตงัแตแดดเริมถึงเวลาประมาณ ้ ่ ่ 11.00 น. ให้กลบัขา้งจนถึง
เวลาประมาณ 15.00 น. หรือ 3 โมงเยน็ จึงเกบปลาลงเขง เรียงให้ดี ลกัษณะนีเรียกวา ปลาสลิด ซ่ึงเนือ็ ่ ่้ ้
จะนุม ถา้ตอ้งการปลาแห้งกวานี ตากจนถึงเยน็ แลว้ใชพ้ลาสติกคลุมไวต้ลอดคืน รุงเชา้เอาผา้พลาสติก่ ่ ่้
ออก ตากตอ จนถึงเยน็โดยกลบัปลาในตอนกลางวนัเชนเดิม ปลาชนิดนีเรียกวา ปลาส่ ่ ่้ องแดด เนือจะ้
แห้งแข็ง เวลาทอดจะกรอบเคียวไดเ้กอบหมดทงัตวั้ ื ้  
  2.1.5.2 วิธีการรับประทานปลาสลิด 
                                        การทอด ถา้จะให้ดีขึนควรน่ึงกอน คอย ๆ แซะกางใหญตรงกลางออก ประกบไว้้ ่ ่ ้ ่
เหมือนเดิมแลว้ทอดจะไดป้ลาสลิดไมมีกางกนอรอยหรือ ท่ ้ ิ ่ อดอยาให้สุก ทุบตรงสันหลงัปลาเบา ๆ อยาให้่ ่
หนงัฉีก นาํลงทอดใหมเนือปลาจะฟู อรอย ถา้จะใหอ้รอยยิงขึนให้ทอดกรอบแกะเอาแตเนือมายาํกบมะมวง ่ ่ ่ ่ ั ่้ ้่ ้
ใสพริกขีหนู หอม กระเทียม ใบสะระแหน และมะมวงสบั ชิมรสตามชอบ่ ่ ่้  (กรมประมง, 2554) 
 
2.2 คอลลาเจน 

 คอลลาเจนเป็นโปรตีนในกลุ่มโปรตีนเส้นใย (fibrous protein) มีมากกวา ่ 28 ชนิด จะถูกระบุ
ชนิดเป็น Type I–XXVIII  จากสัตวช์นิดตางๆ ในแตละชนิดจะมีลาํดบัของกรดอะมิโน และโครงสร้างของ่ ่
โมเลกุลท่ีโดดเดนแตกตางกนไป ่ ่ ั (Liu และคณะ, 2010; Shoulders และ Raines, 2009)   คอลลาเจนพบไดใ้น
เนือเยือ่เ้ กยวพนั เชน เส้นเอน็ กระดูก ผวิหนงั ระบบทอลาํเลียงในสัตว ์รวมถึงแผนเนือเยือ่เกยวพนัท่ีอยรูอบี่ ่ ่ ่ ี่ ่้
กลา้มเนือ ทาํให้กลา้มเนือเหนียว ้ ้ (Foegeding, 1996) โดยเป็นสวนประกอบหลกัๆของชนัผวิหนงั ทาํหนา้ท่ี่ ้
เป็นตวัประสานเนือเยือ่ของผวิหนงัเขา้ดว้ยกน้ ั  (Ikoma และคณะ, 2003) ในอวยัวะของสัตวมี์กระดูกสันหลงั 
(Liu และคณะ,  2010 ; Shoulders และ  Raines, 2009)  โปรตีนกลา้มเนือของสัตวเ์ลียงลูกดว้ยนม้ ้ มีคอลลาเจนประมาณ
ร้อยละ 10 สวนในปลาจะพบคอลลาเจนมีปริมาณนอ้ยกวา่ ่  คอลลาเจนมีหลายชนิด ทงัท่ีละลายในสารละลาย้
เกลือท่ีเป็นกลาง สารละลายกรด และบางชนิดกไมละลายในสารละลายชนิดใด็ ่  (Foegeding, 1996) คอลลา
เจนชนิด Type I จะมีโครงสร้างท่ีพนัเกลียวกนสามสายภายในเกดพนัธะไฮโดรเจนระหวางไกลซีนและกลุมั ิ ่ ่
ของเอไมด ์ในหวงโซสามสายท่ีพนัเกลียวกน เป็นปัจจยัสาํคญัท่ีทาํใหค้อลลาเจนมีความคงตวัมากยงิขึน ่ ่ ั ่ ้ (Dai 
และ Etzkorn, 2009; Shoulders และRaines, 2009) คอลลาเจนชนิด Type I มีการใชก้นอยางแพรหลายในดา้นั ่ ่
อุตสาหกรรมอาหาร ดา้นเคร่ืองสาํอาง ดา้นยา ดา้นการแพทยว์ิศวกรรมเนือเยือ่และการยอยสลายทางชีวภาพ้ ่
ไดเ้ป็นอยางดี ่ (Liu และคณะ, 2010)   
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2.3 โครงสร้างของคอลลาเจน 
 หน่วยยอยของคอลลาเจนคือ โทรโพคอลลาเจน ่ (tropocollagen subunit) มีลกัษณะเป็นแทง่
ยาวประมาณ 300 นาโนเมตร และเส้นผานศูนยก์ลาง ่ 1.5 นาโนเมตร ประกอบขึนดว้ยสาย  โพลีเปปไทด์ ้
3 สาย เรียกวา ่ -chain หมุนเป็นเกลียวเวียนซา้ยในลกัษณะ Triple helix โดยมีพนัธะไฮโดรเจนทาํใหเ้กิด
ความคงตวัภายในโครงสร้าง -chain แตละสายมีมวลโมเลกลุประมาณ่  100,000 ดาลตนั ดงันนัมวลโมเลกุล้
ทงัหมดของคอลลาเจนคือประมาณ้  300,000 ดาลตนั (Foegeding, 1996) หนวยยอยโทรโพคอลลาเจนเขา้มา่ ่
รวมกนเองเป็นลกัษณะเส้นใยคอลลาเจน ั (collagen fiber) สายเกลียวทงัสามสายยงัส้ ามารถเกดพนัธะโควาิ
เลนทร์ะหวางสาย และระหวางหนวยยอยดว้ยกนทาํให้เกดคอลลาเจนชนิดตางๆ ท่ีพบไดใ้นเนือเยื่อท่ีเจริญ่ ่ ่ ่ ั ิ ่ ้
เตม็ท่ีแลว้ ในลกัษณะท่ีคลา้ยกบแอลฟาเคอราตินในเส้นผม ั (ทวิเม, 2551) การจดัเรียงตวัของกรดอะมิโนใน
แตละสาย เกลียวทงัสามสายของหนวยยอยคอลลาเจนมี่ ่ ่้ ลกัษณะพิเศษ ลาํดบัของกรดอะมิโนมกัเป็น Gly–X–
Pro หรือ Gly–X–Hyp (ในท่ีนี ้ Gly คือ ไกลซีน Pro คือ โพรลีน Hyp คือ ไฮดรอกซีโพรลีน และ X คือ กรดอะ
มิโนอ่ืนๆ ทงันีอาจพบรูปแบบ ้ ้ Gly–Pro–Hyp เชนกน โครงสร้างท่ีมีหนวยซาํ ๆ กนแบบนีและมีปริมาณไกลซีนมา่ ั ่ ั้ ้
ประมาณ 1 ใน 3 ของกรดอะมิโนทงัหมด้  ซ่ึงสามารถพบไดใ้นโปรตีนชนิดเส้นใยอ่ืนๆ เพียงไมกชนิด เชน ไฟโพ่ ี่ ่
รอินของไหมและอิลาสติน คอลลาเจนเป็นหน่ึงในโปรตีนเพียงไมกชนิดท่ีมีไฮดรอกซีไลซีน และคอลาเจนยงัเป็น่ ี่
โปรตีนเพียงชนิดเดียวท่ีมีไฮดรอกซีโพรลีนสูง ดังนันจึงมกัใช้ปริมาณไฮดรอกซี้ โพรลีนเพื่อบอกปริมาณ
คอลลาเจนในอาหาร (Foegeding, 1996) สายเกลียวทงัสามอดักนแนนภายใตแ้รงดึง ตา้นทานการยดืจึงทาํให้้ ั ่
คอลลาเจนไมยืด เพราะไกลซีนเป็นกรดอะมิโนท่ีมีขนาดเลก็ท่ีสุดจึงมีบทบาทเดนในโปรตีนโครงสร้างท่ีเป็นเส้น่ ่
ใย ในคอลลาเจนไกลซีนจะอยใูนทุกๆ ตาํแหนงท่ี่ ่ สาม ยกเวน้กรดอะมิโนท่ี 14 ตวัแรกจากปลายไนโตรเจน 
และกรดอะมิโนท่ี 10 ตวัแรกจากปลายคาร์บอนของโมเลกลุของคอลลาเจน เพราะการรวมตวัของสายเกลียว
สามสายจะเกบสวนนีไวด้า้นในของสายเกลียว อนัเน่ืองมาจากพืนท่ีจาํกดของโครงสร้างคอลลาเจนมีกรดอะ็ ่ ั้ ้
มิโนโพรลีนและไฮดรอกซีโพรลีนสูง ทาํใหโ้ครงสร้างเกลียวของคอลลาเจนแตกตางจากเกลียวแอลฟา่  (-
helix) ทวัไป โดยเกลียวของคอลลาเจนมีลกัษณะวนซา้ยและมีกรดอะมิโน่  3 ตวัตอเกลียว่  1 รอบ ในขณะท่ี
เกลียวแอลฟาทวัไปเป็นเกลียววนขวาและมีกรดอะมิโน่  3.6 ตวัตอรอบ ่ โมเลกุลคอลลาเจนจะเช่ือมตอกน่ ั
ทงัจากปลายแล้ ะดา้นขา้ง ทาํให้เกดคอลลาเจนไฟเบอร์ ซ่ึงอาจเรียงตวัขนานกนเพ่ือให้เกดความแข็งแรง ิ ั ิ
เชน เส้นเอ็น หรือเรียงตวัเป็นแขนงและไมเป็นระเบียบ เชน ผิวหนัง่ ่ ่  (Foegeding, 1996; Nelson, 2005) 
โดยเกดการเช่ือมขา้มิ  (Cross link) มาจากพนัธะโคเวเลนต์จากหมูอลัดิไฮด์และโมเลกุ่ ลของไลซีน 
lysine ซ่ึงทาํการเรงปฏิกริยาดว้ยเอนไซม์่ ิ  lysyl oxidase (Ally และคณะ, 2011) สวน่ วงแหวนของโพรลีนและ
ไฮโดรโพรลีนจะชีออกจากสายเกลียว กรดอะมิโนทงัสองนีชวยใหห้นวยยอยโทรโพคอลลาเจนเสถียรตอความร้อน้ ้้ ่ ่ ่ ่  
ในกระดูกสายเกลียวสามเส้นท่ีควบกนจะวางซอ้นกนเป็นแถั ั วหลวมๆ ชองวางระหวางปลายของหนวยยอย่ ่ ่ ่ ่
โทรโพคอลลาเจนอยหูางกน ่ ่ ั 40 นาโนเมตร ซ่ึงอาจทาํหนา้ท่ีเป็นใจกลาง (นิวเคลียส) สาํหรับผลึกของเกลือ
แรซ่ึงมีลกัษณะละเอียดแข็ง และยาวมาจบักน ไดแ้ก ผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์่ ั ่  (Ca5(PO4)3(OH)) ท่ีมี
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ฟอสเฟตอยดูว้ย กระดูกออนอาจกลายเ่ ่ ป็นกระดูกไดด้ว้ยวิธีนี  ้ คอลลาเจนใหค้วามยดืหยนุแกกระดูกจึงมีสวน่ ่่
ชวยป้องกนกระดูกแตก ่ ั (ทวิเม, 2551) 
 
2.4 การเตรียมคอลลาเจน 
        การเตรียมคอลลาเจนจากเนือเยื่อเกยวพนัของทงัสัตวบ์กและสัตวน์าํโดยทวัไปมีขนัตอนโดยสรุ้ ี่ ้ ่ ้้
ดงัน้ี 

2.4.1 การเตรียมวตัถุดิบ 
           ทาํการเตรียมตวัอยางโดยตดัตวัอยางเป็นชินเล็กๆ แชในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์่ ่ ่้

(NaOH) ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ในอตัราสวน ่ 1 : 10 (w/v) แลว้กวนอยางตอเน่ือง เป็นเวลา ่ ่ 6 ชวัโมง และทาํ่
การเปล่ียนสารละลายทุก 2 ชวัโมง ่ (Singh และคณะ, 2011) เชนเดียวกบ่ ั วิธีของ Kittiphattanabawon และคณะ 
(2005) และ Nalinanon และคณะ (2007) สวนการเตรียมตวัอยางปลากระพงแดงใชส้ารละลายโซเดียมไฮดรอก่ ่
ไซดท่ี์มีความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ในอตัราสวน ่ 1 : 30 (นาํหนกัตอปริมาตร้ ่ ) กวนอยางตอเน่ืองเป็นเวลา ่ ่ 24 ชวัโมง ่
เปล่ียนสารละลายทุก 8 ชัว่โมง (Jongjareonrak  และคณะ, 2005) เพื่อกาจดัสวนของโปรตีนท่ีไมใชคอลลาเจนและํ ่ ่ ่
เม็ดสีออก จากนันนาํมาลา้งดว้ยนาํเยน็หรือนาํกลนัเพื่อทาให้พีเอชเป็นกลาง กอนนาไปทาการก ําจดัสวนที่เป้ ่้ ้ ํ ํ่ ํ ่
ไขมนัออกดว้ยการสกดโดยบิวทานอลท่ีมีความเขม้ขน้ร้อยละั 10 ในอตัราสวน ่ 1:10 (w/v) (Nagai และ Suzuki, 
2000; Kittiphattanabawon และคณะ, 2010) สวนการกาจดัไขมนัในตวัอยางจากปลากระพงแดงใชบิ้วทานอล่ ํ ่
ความเขม้ขน้ร้อยละ10 ในอตัราสวน ่ 1:30 (w/v) (Jongjareonrak และคณะ, 2005) 
  2.4.2 การสกดคอลลาเจน ั  

                   โดยทวัไปทาํการสกดคอลลาเจนจา่ ั กตวัอยางท่ีผานการกาจดัโปรตีนท่ีไมใชคอลลาเจน่ ่ ํ ่ ่
และไขมนัดว้ยกรดอะซีติกท่ีความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ ดว้ยอตัราสวน ่ 1 : 15 (w/v) เป็นเวลา 24 ชวัโมง ่ (Nagai และ 
Suzuki, 2000) การสกดคอลลาเจนจากปลากระพงแดงใชอ้ตัราสวนตวัอยางตอกรดอะซิติก ั ่ ่ ่ 1 : 30 (w/v) เป็นเวลา 
16 ชัว่โมง (Jongjareonrak และคณะ, 2005) จากนนัทาํการกรองดว้ยผา้ขาวบาง ้ 2 ชนั สวนของสารละลายท่ีกรอง้ ่
ไดเ้ป็นสารละลายคอลลาเจนท่ีละลายดว้ยกรด (Acid solubilized collagen ; ASC) สวนกากท่ีเหลือนาํมาแช่ ่
กรดอะซิติก ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ ในอตัราสวน ่ 1:15 (w/v) โดยมีการใชเ้ปปซินปริมาณ 20 หนวย่ /กรัม
ตวัอยาง ่ (Singh และคณะ, 2011; Kittiphattanabawon และคณะ, 2010) หรือใชเ้ปปซินใชร้้อยละ 10 โดยนาํหนกัต้ ่
ปริมาตร เพื่อชวยในการสกดคอลลาเจน ่ ั (Jongjareonrak และคณะ, 2005) ทาํการกวนสกดอยางตอเน่ืองเป็นเวลา ั ่ ่
24 ชวัโมง จากนนักรองสารละ่ ้ ลายท่ีไดด้ว้ยผา้ขาวบาง 2 ชนั โดยสวนของสารละลายท่ีกรองได ้คือ สารละลาย้ ่
คอลลาเจนท่ีละลายดว้ยเปปซิน หรือ (Pepsin solubilized collagen ; PSC)  

2.4.3 การตกตะกอน 
           ทาํการตกตะกอนคอลลาเจนจาก ASC โดยการเติมเกลือโซเดียมคลอไรดล์งไปใหมี้ความ

เขม้ขน้สุดทา้ยเทา่ กบ ั 2.6 โมลาร์ ในสภาวะท่ีมี 0.05 โมลาร์ tris(hydroxymethyl) aminomethane (Singh และ
คณะ, 2011; Kittiphattanabawon และคณะ, 2010 ; Jongjareonrak และคณะ, 2005) จากนนัปรับพีเอช้
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ของสารละลายคอลลาเจนให้ไดเ้ทากบ ่ ั 7.5 กอนนาํไปเหวี่ยงแยกที่ความเร็ว ่ 20,000g เป็นเวลา 1 ชัวโมง ่
จะทาํให้สามารถเกบเกยวคอลลาเจนไดใ้นสวนของตะกอนจากการหมุนเหวี่ยง็ ี่ ่  

       2.4.4 การทาํแห้ง 
           ทาํการละลายตะกอนคอลลาเจนท่ีเกบเกยวไดจ้ากการตกตะกอนดว้ยเกลือในกรดอะซิติก ็ ี่

ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ ในปริมาตรตํ่าสุด เมื่อคอลลาเจนละลายอยางสมบูรณ์ นาํ่ ไปไดอะไลซ์ด้วย
กรดอะซิติกความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ในอตัราสวนประมาณ ่ 25-50 เทา เป็นเวลา ่ 24 ชวัโมง เพื่อกาจดัเกลือออก่ ํ
จากคอลลาเจน (Nagai และ Suzuki, 2000 ; Kittiphattanabawon และคณะ, 2010) จากนนัทาํการไดอะไลซ์ตอเน่ือง ้ ่
เพื่อกาจดักรดอะซิติกออกจากคอลลาเจน ํ (Nagai และ Suzuki, 2000 ; Kittiphattanabawon และคณะ, 2010) แลว้นาํ
คอลลาเจนท่ีไดไ้ปทาํการระเหิดแหง้ (freeze dried) จนไดค้อลลาเจนท่ีเตรียมสาํหรับการใชง้านหรือการวิเคราะห์ 
  
2.5 คณสมบัตขิองคอลลาเจนุ  

     2.5.1 ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีน 
  ไฮดรอกซีโพรลีนเป็นกรดอะมิโนที่เกดขึิ ้นเมื่อมีการยอยของเนือเยื่อเกยวพนัโปรตีน ่ ี ่้
เชน คอลลาเจน ่ (ประมาณร้อยละ 14 โดยนาํหนัก้ ) และอีลาสติน ซ่ึงเป็นหน่ึงในกรดอะมิโนที่เรียกวา ่
กรดอะมิโนไม่จาํเป็น คือสัตวส์ามารถสังเคราะห์ไดจ้ากกรดกลูตามิกและไมจาํเป็นตอ้งมาจากแหลง่ ่
อาหาร (Britannica Encyclopædia, 2012) โดยโพรลีนจะเปล่ียนเป็นไฮดรอกซีโพรลีนไดต้อ้งมีวิตามินซี
ชวยในการ่ สงัเคราะห์ (อญัชลินทร์ สิงห์คาํ, 2554) โครงสร้างโมเลกุลของไฮดรอกซีโพรลีนมีกลุมอะมิโนรอง่ (> 
NH) มากกวากลุมอะมิโนหลกั ่ ่ (-NH 2 ) ซ่ึงไฮดรอกซีโพรลีนตางกบโพรลีนตรงหมูไฮโดรซิล ่ ั ่ (-OH) โดยไฮดรอก
ซีโพรลีนถือเป็นองคป์ระกอบหลกัของคอลลาเจนและมีความสาํคญัตอความเสถียรของคอลลาเจน รวมถึงทาํ่
ใหค้อลลาเจนบิดเป็นเกลียวฮีลิกซ์ (Kotch และคณะ, 2008) จากการวิจยัของ Nagai และคณะ(2002) พบวา่
คอลลาเจนจากหนงัปลา Walleye Pollock มีระดบัของการเติมหมูไฮดรอกซีลใหก้บโพรลีน่ ั  
 
ร้อยละ 37.5 คลา้ยกบคอลลาเจนจากหนังปลาปักเป้าท่ีมีระดบัของการเติมหมูไฮดรอกซิลให้กบโพรลีนั ่ ั
ร้อยละ 39 (Nagai และคณะ, 2002) แตยงัตํ่ากวาการเติมหมูไฮดรอกซิลแกโพรลีนท่ีพบปลาดุกชอง ่ ่ ่ ่่ (ร้อยละ 
43) (Liu และคณะ, 2007) และ ปลาหมึก (ร้อยละ 48) (Nagai และคณะ, 2001) 
 2.5.2 การดูดกลืนแสงยวูี 

  คอลลาเจนมกัดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนประมาณ 220-230 นาโนเมตร ซ่ึงเกดจากหมูิ ่
คาร์บอนิลเอไมดใ์นพนัธะเปปไทด ์โปรตีนโดยทวัไปมีไทโรซีนและฟินิลอาลานีนซ่ึงเป็นโครโมฟอร์ท่ีไวตอ่ ่
การดูดกลืนแสงยวูีท่ีความยาวคล่ืน 283 นาโนเมตร และ 251 นาโนเมตรตามลาํดบั (Liu และ Liu, 2006) อยางไรก่ ็
ตามโดยทวัไปคอลลาเจนมีปริมาณไทโรซีน และฟีนิลอาลานีนตํ่ามาก ่ การไมพบการดูดกลืนแสงท่ีคล่ืนแสงชวง ่ ่
250-290 นาโนเมตร จึงบงบอกความบริสุทธิของคอลลาเจนไดใ้นระดบัหน่ึง สอดคลอ้งกบคอลลาเจนจาก่ ์ ั
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หนงัปลา Walleye pollok ท่ีสามารถดูดกลืนแสงไดท่ี้ชวงความยาวคล่ืน ่ 220-230 นาโนเมตร และมีการ
ดูดกลืนแสงเกดขึนเลก็นอ้ยท่ีความยาวคล่ืน ิ ้ 280 นาโนเมตร (Yan และคณะ, 2008) 
 2.5.3   รูปแบบโปรตีนของคอลลาเจน 

โดยทวัไปคอลลาเจนท่ีพบมีทงัหมดประมาณ ่ ้ 28 ชนิด โดยมี 5 ชนิดท่ีพบมากได้แก ่
คอลลาเจน Type I พบบริเวณผวิหนงัและเป็นองคป์ระกอบหลกัของกระดูก เส้นเอน็ และหลอดเลือด คอลลา
เจน type II  เป็นองคป์ระกอบหลกัของกระดูกออน ซ่ึงจะทาํใหเ้นือเยือ่ดูดกลืนความสะเทือน และยดืหยนุกบ่ ่ ั้
ความเคน้ได ้ (Gelse และคณะ, 2003) คอลลาเจน Type III เป็นองคป์ระกอบหลกัของเส้นใยไขวก้นัเหมือน
แห มกัพบอยรูวมกบคอลลาเจน ่ ่ ั Type I คอลลาเจน Type VI  เป็นรูปแบบพืนฐานของเยื่อหุ้มเซลล ์และ้
คอลลาเจน Type V พบท่ีพืนผวิเซลลเ์ส้นผมและรก ้ (Wikipedia, 2010) โดยทวัไปคอลลาเจนจากสัตวน์าํ เชน่ ้ ่
คอลลาเจนจากหนงัปลาสวาย(Singh และคณะ, 2011) ปลาฉลามกบ (Kittiphattanabawon และคณะ, 2010) 
และปลา walleye Pollock (Yan และคณะ 2008)  ประกอบดว้ยสาย α1 และ α2 ในอตัราสวน ่ 2:1 เม่ือ
เปรียบเทียบรูปแบบโปรตีนท่ีวิเคราะห์ดว้ยเทคนิคอิเลกโตรโฟลิซิส (electrophoresis) ของคอลลาเจนจาก
หนงัลูกววั ทาํให้สามารถจาํแนกคอลลาเจนจากปลาทงัสามชนิ้ ดไดเ้ป็นคอลลาเจน Type I  นอกจากนี ้
Jongjareonrak และคณะ (2005) พบวา ่ คอลลาเจนจากปลากะพงแดงมีลกัษณะใกลเ้คียงกบคอลลาเจนมาตรฐาน ั
Type I  เชนกน ่ ั ภาพท่ี 2.2 สําหรับคอลลาเจนจากเทา้ เอ็น และหนังของไกแสดงรูปแบบของคอลลาเจน่
เชนเดียวกบคอลลาเจนมาตรฐาน่ ั  Type I แตสาย ่ α ของคอลลาเจนจากเทา้ไกมีขนาดโมเลกุล่ เล็กกวาเล็กน้อย ่
(มณี  วิทยานนท์, 2551) สวนคอลลาเจนจากกระดูกออนของสะโพกไกพบวาเป็นคอลลาเจนชนิด ่ ่ ่่
Type II ประกอบด้วยสาย α และสาย β ซ่ึงมีหนวยยอยท่ีมีมวลโมเลกุลประมาณ่ ่  110 kDa ในรูปแบบคลา้ย
กบคอลลาเจนมาตรฐานั Sigma–Aldrich type II (Beck และ Brodsky, 1998; Helen และ Cahir, 2005; Pieper 
และ Van, 2002) ซ่ึงแสดงดงัภาพท่ี 2.3 
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ภาพที่ 2.2 รูปแบบโปรตีนของ ASC และ PSC จากหนงัปลากะพงแดง ภายใตส้ภาวะมีสารรีดิวซ์ และไมมีสาร่
รีดิวซ์ โดยแถวท่ี 1คือ มวลโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน แถวท่ี 2, 3, 8 และ 9 คือคอลลาเจน Type I II III และ V 
ตามลาํดบั แถวท่ี 4 และ 5 คือ ASC และ PSC ภายใตส้ภาวะท่ีไมมีสารรีดิวซ์ ตามลาํดบั่   และแถวท่ี 6 และ 7 
คือ ASC และ PSC ภายใตส้ภาวะท่ีมีสารรีดิวซ์ ตามลาํดบั 
ท่ีมา : Jongjareonrak และคณะ (2005) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2.3 รูปแบบโปรตีนวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค SDS-PAGE ของคอลลาเจนมาตรฐาน Type II  (แถวท่ี 1) 
และคอลลาเจน Type II บริสุทธิจากกระดูกออนของไกทวัไป ์ ่ ่ ่ (แถวท่ี 2) แถวท่ี 3 และ 4 คือ คอลลาเจน Type 
II บริสุทธิจากกระดูกออน และกระดูกสนัอก ตามลาํดบั และ ์ ่ M คือโปรตีนมาตรฐาน  
ท่ีมา :  Cao และ Xu (2008) 



 11

  2.5.4 คุณสมบติัการละลายของคอลลาเจน 
   2.5.4.1 การละลายในสารละลายโซเดียมคลอไรด ์(NaCl) 
    Singh และคณะ (2011) ศึกษาการละลายของคอลลาเจนจากหนังปลาสวายใน
สารละลายโซเดียมคลอไรด ์(NaCl) ท่ีมีความเขม้ขน้ตางกน ตงัแตความเขม้ขน้โ่ ั ่้ ซเดียมคลอไรดร้์อยละ 0-6 พบวา่
คอลลาเจนจากหนงัปลาสวายสามารถละลายในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ เขม้ขน้ร้อยละ 0-2    แตการละลาย่
ลดลงเลก็นอ้ยเม่ือความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรดเ์พิมเป็นร้อยละ ่ 3 และลดลงอยางเห็นไดช้ดัเม่ือความเขม้ขน้่
ของโซเดียมคลอไรดเ์พิมขึนเป็นร้อยละ่ ้  4 หรือสูงกวานนั ่ ้ (P <0.05) เชนเดียวกบการละลายในสารละลายโซเดียม่ ั
คลอไรด์ของคอลลาเจนจากหนังปลาตาหวาน และหนังปลากระพงแดง (Jongjareonrak และคณะ, 2005 ; 
Kittiphattanabawon และคณะ, 2005 ; Montero และคณะ, 1991) การละลายท่ีลดลงของคอลาเจนสามารถอธิบายได้
ดว้ยปรากฏการณ์ ‘salting out’ ของโปรตีน ซ่ึงพบในความเขม้ขน้เกลือสูง (Asghar และ Henrickson, 1982) ความ
แรงของไอออนท่ีเพิมขึนเป็นเหตุให้การละลายของโปรตีนลดลงดว้ยการเปล่ียนแปลงสวนชอบนาํและไมชอบนํ่ ้ ่ ่้ ้
ซ่ึงเป็นปฏิสัมพนัธ์ระหวางสายโปรตีนและไอออนเกลือในนาํ นาํไปสูการตกตะ่ ่้ กอนโปรตีน (Vojdani, 1996) 
นอกจากนีความแตกตางในการ้ ่ ละลายในสารละลายเกลือของโปรตีนเกยวขอ้งกบองคป์ระกอบกรดอะมิโนี่ ั
และโครงสร้างของคอลลาเจนท่ีตางกน่ ั  
   2.5.4.2 อิทธิพลของพีเอชตอการละลายของคอลลาเจน่  

 จากการทดลองทาํการละลายคอลลาเจนจากหนงัปลาสวายในสารละลายท่ีมีพีเอช
ตางกน ในชวงพีเอชตงัแต ่ ั ่ ่้ 1-10  ของ Singh และคณะ (2011) พบวาคอลลาเจน่ จากหนงัปลาสวายละลายได้
สูงสุดท่ีพีเอช 2 และละลายไดต้ ํ่าสุดเมื่อพีเอชประมาณ 7 ซ่ึงใกลเ้คียงกบการละลายคอลลาเจนจากกลา้มเนือั ้
และหนงัปลาเทราท ์ (Montero และคณะ, 1991) และคอลลาเจนจากหนงัปลากระพงแดง (Jongjareonrak 
และคณะ, 2005) โดยทวัไปคอลลาเจนละลายไดดี้ในสารละลายกรดท่ีมีพีเอชประมาณ ่ 1-4 และมกัพบวา่
การละลายลดลงเม่ือชวงพีเอชเป็นกลางและเป็นเบส โดยพีเอชที่่ สูงกวาหรือตํ่ากวา ่ ่ pI ทาํให้ประจุสุทธิของ
โมเลกลุโปรตีนเป็นบวกหรือลบ จะทาํใหค้อลลาเจนสามารถละลายไดดี้ขึนดว้ยแรงผลกัระหวางสายโพลิเปปไทด ์้ ่
(Vojdani, 1996) ในทางตรงกนขา้มเม่ือประจุสุทธิเป็นศูนย์ั  เกดการเปล่ียนแปลงของสวนชอบนาํและไมชอบนํิ ่ ่้
สงผลให้สายโปรตีนเกดอนัตรกริยากนมากขึน นาํมาสูการตกตะกอนท่ี ่ ิ ิ ั ่้ pI  โดยคอลลาเจนทวัไปมกัมี ่ pI 
ในชวงพีเอช ่ 6 ถึง 9 (Foegeding และคณะ, 1996)  
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บทที ่3 
อปกรณ์และวธีิการทดลองุ  

3.1  วตัถดิบุ  
         ปลาสลิด ซือมาจากตลาดหวัตะเข้้  เขตลาดกระบงั กรุงเทพมหานคร ขนาดประมาณ 6-8 ตวัตอกโลกรัม ่ ิ
ถูกบรรจุอยใูนถุงพลาสติก เกบในกลองโฟมบรรจุนาํแขง็ในอตัราสวน ่ ็ ่ ่้ 1:2 ขนสงมาท่ีคณะอุตสาหกรร่ ม
เกษตร สถาบนัเทคโนโลยีพระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั ภายในเวลา 1.5 ชัวโมง่  เม่ือมาถึงนาํปลา
สลิดมาทาํการแลเอาเฉพาะหนงัจากนนักาจดัเศษเนือออกกอนนาํไปทาํความสะอาดดว้ยนาํประปา ทิงใหส้ะเดด็นํ่ ํ้ ้ ่ ้ ้้
จากนนันาํหนงัท่ีไดบ้รรจุในถุงพลาสติกพอลิเอทธิลีนแลว้เกบรักษาท่ีอุณ้ ็ หภูมิ -20 0ซ จนกวาจะนาํมาใช้่  
 
3.2  อปกรณ์และเคร่ืองมือุ  

1. กรรไกร 
2. หมอ้ 
3. กระชอน 
4. เคร่ืองกวน ใบพดัสามแฉก 
5. ผา้ขาวบาง 
6. เคร่ืองหมุนเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) (Sorvall Legend march รุน ่ 1.6 

R centrifuge, USA ) 
7. ถุงไดอะไลซ์ (Dialysis bag) 
8. เคร่ืองกวนแมเหลก็ไฟฟ้า่  (Magnetic stirrer) (IKA, รุน ่ C-MAG HS7 China) 
9. เคร่ืองทาํแหง้แบบระเหิด (Freeze dryer) (LAB CONCO, 7755501, USA) 
10. ตูแ้ชแขง็่  (Freezer) 
11. ถุงพลาสติก 
12. อุปกรณ์เคร่ืองแกว้ 
13. เคร่ืองชงั ่ 2 ตาํแหนง ่ (Mettler Toledo, German) 
14. เคร่ืองชงั ่ 4 ตาํแหนง่  (Mettler Toledo, German) 
15. เคร่ืองปัน่  (Blender) 
16. ท่ีคีบ (Tong) 
17. โถดูดความชืน้  
18. เตาเผาไฟฟ้า (Nabertherm, Model LT40/11/B170, Germany) 
19. ตูอ้บลมร้อน Hot air oven (Memmert Um 400, Germany) 
20. เคร่ืองกลนั ่ (Distillation Unit รุน ่ Vapodest 30 Gerhardt, Denmark ) 
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21. เคร่ืองสกดไขมนัั  (Gerhardt, รุน ่ S 306 AK, Denmark) 
22. พีเอชมิเตอร์ (pH meter) (CG 842 Shott, German)  
23. กระดาษวดัพีเฮช 0-14 (pH paper) 
24. สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (Thermo, รุน ่ S-650, USA) 

 
3.3  สารเคมี 

1. โซเดียมไฮดรอกไซด ์(Sodiumhydroxide) 
2. บิวทานอล (Butanol) 
3. กรดอะซิติก (Acetic acid) 
4. เอนไซมเ์ปปซิน (Pepsin) 
5. โซเดียมคลอไรด ์(Sodium chloride) 
6. ทริซ(ไฮดรอกซีเมทธิว) อะมิโนมีเทน (Tris (hydroxymethyl)  aminomethane)  
7. นาํกลนั้ ่  (Distilled water) 
8. กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid) 
9. กรดบอริก (Boric acid) 
10. กรดซลัฟริูก เขม้ขน้ (Conc. Sulfuric acid) 
11. Bromocresol green 
12. ปิโตรเลียมอีเทอร์ (Petroleum ether)  ท่ีมีจุดเดือด 40-60 0ซ 
13. Bovine serum albumin (BSA) 
14. Sodium dodecyl sulfate (SDS) 
15. Beta-Mercaptoethanol (β-ME) 
16. Molecular weight markers 
17. Acrylamide และ tris-acrylamine 
18. TEMED 
19. แอมโมเนียมเปอร์ซลัเฟต (Ammoniumpersulfate)  
20. กลีเซอรอล (Glycerol) 
21. Coomassie brilliant blue R-250 
22. เมทธานอล (Methanol) 
23. เอทธานอล (Ethanol) 
24. Standard collagen type I, type II, type III 
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3.4  สถานทีด่าํเนินการทดลอง 
        หอ้งปฏิบติัการคณะอุตสาหกรรมเกษตร  สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั 
 
3.5  วธีิการทดลอง 
     3.5.2  การศึกษาการสกดคอลลาเจนจากหนงัปลาสลิดั  
       สกดคอลลาเจนจากหนงัปลาสลิด โดยดดัแปลงจากวิธีของั  Nalinanon และคณะ (2007) การสกดั
ในแตละขนัตอนจะดาํเนินการท่ีอุณหภูมิ ่ ้ 4 0ซ ตลอดกระบวนการ 

     3.5.2.1  การเตรียมตวัอยางหนงัปลาสลิ่ ดสาํหรับการสกดคอลลาเจนั  
      การเตรียมตวัอยางเริมโดยนาํหนงัปลาสลิดมาทาํการกาจดัโปรตีนท่ีไมใชคอลลาเจนออก่ ํ ่ ่่
ดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเ์ขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ในอตัราสวน ่ 1 : 15 (w/v) เป็นเวลานาน 6 ชวัโมง ่
(เปล่ียนสารละลายทุก 2 ชวัโมง่ ) จากนนัลา้งดว้ยนาํกลนัจ้ ่้ นกระทงัตวัอยางมีพีเอชเป็นกลาง ทิงใหส้ะเดด็นํ่ ่ ้ ้
จากนนันาํ้ ไปสกดแยกไขมนัออกดว้ยสารละลายบิวทานอลเขม้ขน้ร้อยละ ั 10 (ปริมาตร/ปริมาตร) ในอตัราสวน ่
1:10 (w/v) เป็นเวลานาน 18 ชวัโมง ่ (เปล่ียนสารละลายทุก 6 ชวัโมง่ ) แลว้นาํตวัอยางไปลา้งดว้ยนาํเพื่อกาจดับิ่ ํ้
ทานอลออก ทั้งนีขนัตอนเตรียมตวัอยางไดส้รุปเป็นแผนภาพดงัแสดงใน้ ้ ่ ภาพท่ี 3.1     
 3.5.2.2  การสกดคอลลาเจนั  
                                  การสกดคอลลาเจนจากหนงัปลาสลิดั ทาํไดโ้ดยนาํหนงัปลาสลิดจากขอ้ 3.5.2.1 มาสกดั
ดว้ยกรดอะซีติกเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ ในอตัราสวน ่ 1 : 15 (w/v) เป็นเวลา 48 ชวัโมง จากนนันาํไปกรองดว้ยผา้ขาว่ ้
บาง 2 ชนั สวนของสารละลายท่ีไดคื้อ สารละลายของคอลลาเจนท่ีละลายดว้ยกรด ้ ่ (Acid solubilized collagen ; 
ASC) (ภาพท่ี 3.2) 
 3.5.2.3 การตกตะกอนคอลลาเจน 
                   นาํ  ASC  ท่ีไดจ้ากขอ้ 3.5.2.2 มาเติมโซเดียมคลอไรดจ์นมีความเขม้ขน้สุดทา้ยเทากบ ่ ั
2.6 โมลาร์ ในสภาวะท่ีมี 0.05 โมลาร์ tris(hydroxymethyl) aminomethane ท่ีพีเอช 7.5 กวน 
 
ทิงไวเ้ป็นเวลานาน ้ 1 ชวัโมง แลว้นาํไปหมุนเหวี่ยงท่ี่  15,000g เป็นเวลา 1 ชวัโมง ท่ีอุณหภูมิ ่ 4 0ซ จากนนันาํ้
ตะกอนท่ีไดม้าละลายดว้ยกรดอะซิติกความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ แลว้ทาํการไดอาไลซ์ดว้ยกรดอะซิติกเขม้ขน้ 0.1 
โมลาร์ จนไดส้ารละลายใส แลว้ไดอาไลซ์ตอเน่ืองดว้ยนาํกลนั จะไดส้ารละลายคอลลาเจนบริสุทธิ นาํไปทาํแห้่ ์้ ่
โดยการทาํแห้งแบบระเหิด (freeze dry) จะไดค้อลลาเจนแห้งเพื่อใชใ้นการวิเคราะห์คุณลกัษณะตอไป ่ ทงันี้ ้
ขนัตอนโดยสรุปแสดงดงั้ ภาพท่ี 3.3 
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แชในสารละลาย ่ NaOH ท่ีความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ 
ในอตัราสวน ่ 1 : 10 (w/v) 

กวนอยางตอเน่ือง่ ่  

ลา้งสารละลายดางออกดว้ยนาํประปาเยน็่ ้  
จนตวัอยางมี่ พเีอชเป็นกลาง 

หนงัปลาสลิด 

แชสารละลาย่ บิวทานอล ท่ีมีความเขม้ขน้ร้อยละ 10  
(v/v) ในอตัราสวน ่ 1 : 10 (w/v) เป็นเวลา 18 ชวัโมง่  

ทาํการเปล่ียนสารละลายทุก  6 ชวัโมง ่  

ลา้งตวัอยางดว้ยนาํประปาเยน็ จนหมดกลิ่ ้ ่นบิวทานอล 

หนงัปลาสลิดท่ีผานการกาจดัโปรตีนท่ีไมใชคอลลาเจนและไขมนัํ ่ ่  ่

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่3.1 แผนภาพแสดงขนัตอนการเตรียมหนงัปลาสลิด้  
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หนงัปลาสลิดท่ีผานการกาจดัไขมนั ํ่

 
 
 

แชในสารละลาย่ กรดอะซิติก เขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ ในอตัราสวน่  
1 : 15  โดย (w/v) 

ซ oสกดโดยการกวนตลอดเวลา ท่ีอุณหภูมิ ั 4 
เป็นเวลา  48 ชวัโมง่  

 

 
 
 
 
 
 
 
 

กรองดว้ยผา้ขาวบาง 2 ชนั้  

สวนใส่  สวนกา่ ก 

ทิง้  
(ASC) 

สารละลายคอลลาเจนท่ีละลายดว้ยกรด 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่3.2 แผนภาพแสดงขนัตอนการสกดคอลลาเจนดว้ยกรด ้ ั (ASC) 
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สารละลาย ASC 

 

่

ตกตะกอนโดยเติมโซเดียมคลอไรด ์(NaCl) ใหมี้ความเขม้ขน้สุดทา้ย 
เทากบ ่ ั 2.6 โมลาร์ในสภาวะท่ีมี tris  (เขม้ขน้ 0.05 โมลาร์) และพีเอช 7 

่

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

กวนจนเกลือละลายอยางสมบูรณ์ และกวนตอเน่ืองเป็นเวลา ่ ่ 1 ชวัโมง่  

นาํไปหมุนเหวี่ยงท่ี 15,000g เป็นเวลา 1 ชวัโมง ท่ีอุณห่ ภูมิ 4 0ซ   

เกบสวนตะกอนคอลลาเจนท่ีได้็ ่  

กรดอะซิติก เขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ 

ไดอะไลส์ดว้ยสารละลายกรดอะซิติก เขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ เป็นเวลา 48 ชวัโมง่  

ทาํการเปล่ียนสารละลายทุก 4 – 6 ชวัโมง่   

ไดอะไลส์ตอดว้ยนาํกลนั่ ้ ่   

นาํคอลลาเจนไปทาํแหง้ ดว้ยวิธี Freez-dry 

ละลายตะกอนคอลลาเจนท่ีไดม้าดว้ย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ASC  
 
ภาพที ่3.3 ขนัตอนการตกตะกอนและไดอะไลซีสและทาํแหง้คอลลาเจนจากหนงัปลาสลิด้  
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 3.5.3 การวิเคราะห์ปริมาณผลผลิต องคป์ระกอบทางเคมี และคุณลกัษณะคอลลาเจน 
 3.5.3.1  ปริมาณผลผลิต 
   3.5.3.1.1 ปริมาณผลผลิตโดยนาํหนกัฐานเปียก้   
   ร้อยละผลผลิต (ฐานเปียก) = [คอลลาเจน (g) /หนงัปลาสด (g)] x 100  
   3.5.3.1.2 ปริมาณผลผลิตโดยนาํหนกัฐานแหง้้  

ร้อยละผลผลิต (ฐานแหง้) = [คอลลาเจน (g) / หนงัปลาแหง้ (g)] x 100  
3.5.3.1.3 ปริมาณผลผลิตโดยฐานปริมาณไฮดรอกซีโพรลีน (Hyp) 
ร้อยละผลผลิต (Hyp) = [( ปริมาณ Hyp รวมของคอลลาเจนท่ีได)้ /       (ปริมาณ 

Hyp รวมในตวัอยางหนงัปลาแหง้่ )] x 100 
 3.5.3.2 คุณลกัษณะและองคป์ระกอบทางเคมี 

3.5.3.2.1 การตรวจสอบรูปแบบโปรตีนดว้ยวิธี SDS-polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE)  

   ตรวจสอบรูปแบบโปรตีนของคอลลาเจนท่ีสกดไดต้ามวิธีั ของ Laemmli (1970) 
โดยละลายตวัอยางดว้ยสารละลาย ่ SDS ความเขม้ขน้ร้อยละ 5 นาํไปให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 85 0ซ เป็น
เวลา 1 ชัวโมง่   นาํไปหมุนเหวี่ยงแยกสารผสมท่ี 4000g เป็นเวลานาน 5 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง (แยกสวน่
ท่ีไมละลายออก่ ) แลว้ ผสมตวัอยางท่ีละลายไดด้ว้ยบฟัเฟอ่ ร์ (tris ไฮโดรคลอริกความเขม้ขน้ 0.5 โม
ลาร์ท่ีมีพีเอช 6.8 ท่ีมี SDS ความเขม้ขน้ร้อยละ 4 และ กลีเซอรอลความเขม้ขน้ร้อยละ 20) ในอตัราสวน ่
1:1 (v/v)ในสภาวะท่ีไมมีและมี ่ β-ME ความเขม้ขน้ร้อยละ 10 จากนนัตม้สารผสมใน้ นาํเดือด เป็นเวลา ้ 2 นาที 
ทิงให้เยน็้  นาํตวัอยาง ่ (15 ไมโครกรัมโปรตีน) ใสลงในเจลโพลิอคลิลาไมด์่  (polyacrylaminde gels) ซ่ึง
ประกอบดว้ย running gel เขม้ขน้ร้อยละ 7.5 และ stacking gel เขม้ขน้ร้อยละ 4 ทาํการแยกสายโปรตีน
โดยให้กระแสไฟฟ้า 15 มิลลิแอมแปร์/เจล เป็นเวลา 1 ชัวโมง ่ 30 นาที โดยใชเ้คร่ือง Mini PROTEIN II 
เม่ือครบกาหนดเวลา แกะเจลออก แลว้ยอ้มสีเจลเป็นเวลา ํ 3 ชัวโมง ดว้ยสารละลายผสม่   Comasie blue 
R-250 ท่ีมีความเขม้ขน้ร้อยละ 0.05 ในสารละลายเมทานอลความเขม้ขน้ร้อยละ 15 (v/v) และกรดอะ
ซิติกความเขม้ขน้ร้อยละ (v/v) จากนันลา้งสียอ้มออกดว้ยสารละลายเมทานอลเขม้ขน้ร้อ้ ยละ 30 
(v/v)และกรดอะซิติกเขม้ขน้ร้อยละ 10 (v/v) ทาํการเปรียบเทียบนาํหนักโมเลกุลโปรตีนโดยใชโ้ปรตี้
มาตรฐาน วิเคราะห์ปริมาณแถบโปรตีนท่ีแยกไดโ้ดยใชโ้ปรแกรม ImageJ V.1.42q 

3.5.3.2.2 การตรวจสอบการดูดกลืนแสงยวู ี
       นาํตวัอยางคอลลาเจนละลายในกรดอะซิติกเขม้ขน้ ่ 0.5 โมลาร์ จนได้
ความเขม้ขน้ของสารละลายเทากบ ่ ั 2 กรัมตอลิตร ่ จากนันบนัทึกคาการดูดกลืนแสงโดยใช้สเปกโตร้ ่
มิเตอร์ท่ีชวงความยาวคล่ืน ่ 200 – 300 นาโนเมตร 
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  3.5.3.3 ตรวจสอบการละลายของคอลลาเจน 
              ทาํการละลายคอลลาเจนในกรดอะซิติกความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ จนไดค้วามเขม้ขน้
ของสารละลายคอลลาเจนสุดทา้ยเทากบ ่ ั 3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร กวนท่ีอุณหภูมิ ่ 4 0ซ เป็นเวลา 24 ชวัโมง ่
จากนนันาํไปหมุนเหวี่ยงท่ี ้ 5000g เป็นเวลา 15 นาที อุณหภูมิ 4 0ซ 

3.5.3.3.1 ผลของพีเฮชตอการละลาย่  
    นาํสารละลายคอลลาเจน 3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริม่ าตร 50 มิลลิลิตร 
ใสลงในหลอดทดลอง่  แลว้ทาํการปรับพีเฮชดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด์หรือกรดไฮโดรคลอริก ความ
เขม้ขน้ 6 นอร์มลั จนไดพ้ีเฮชสุดทา้ยในชวง ่ 1-12 ปรับปริมาตรสารละลาย ให้ได ้10 มิลลิลิตรดว้ยนาํกลนัท่ีผา้ ่ ่
การปรับพีเอช ท่ีตอ้งการศึกษา นาํสารละลายท่ีไดไ้ปปันเหวี่่ ยงท่ี 2000g เป็นเวลา 30 นาที อุณหภูมิ 4 0ซ นาํ
สารละลายสวนใสไปวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนดว้ยวิธี ่ Lowly โดยใชซี้รัมอลับูมินจากววัเป็นโปรตีน
มาตรฐาน จากนนัคาํนวณหาร้อยละของการละลายของคอลลาเจนในแตละพีเฮช้ ่     

3.5.3.3.2  ผลของปริมาณโซเดียมคลอไรดต์อการละลาย่  
นําสารละลายคอลลาเจน  (ความเข้มข้น  6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร่ ) 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร มาผสมกบสารละลายกรดอะซิติกความเขม้ขน้ ั 0.5 โมลาร์ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีมีเกลือ
โซเดียมคลอไรดจ์นได ้ความเขม้ขน้สุดทา้ยเทากบร้อยละ ่ ั 0 1 2 3 4 5 และ 6 ทาํการกวนสารละลายอยาง่
ตอเน่ืองท่ี ่ 4 0ซ เป็นเวลา 30 นาที กอนนาํไปหมุนเหวี่ยงท่ี ่ 2000g เป็นเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 0ซ นาํ
สารละลายสวนใสไปวิเคราะห์โปรตีนดว้ยวิธี ่ Lowry โดยใชซี้รัมอลับูมินจากววัเป็นโปรตีนมาตรฐาน คาํนวณหาร
ร้อยละของการละลายของคอลลาเจนในแตละความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด์่  
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บทที ่4 
ผลการทดลองและวจิารณ์ผลการทดลอง 

 
4.1  ปริมาณผลผลติของคอลลาเจนทีส่กดัด้วยกรด (ASC) จากหนังปลาสลดิ 
 จากการทดลองสกดคอลลาเจนจากหนงัปลาสลิดดว้ยวิธีการใชก้รดพบวา ไดผ้ลผลิตั ่  ASCเทากบ่ ั
ร้อยละ 9.43 และ 34.65 โดยนาํหนกัฐานเปียกและฐานแหง้ ตามลาํดบั ซ่ึงการสกด ้ ั ASC จากหนงัปลากะพง
แดง และปลาฉลามกบโดยวิธีเดียวกนนี ทาํใหไ้ดป้ริมาณผลผลิตคิดเป็นร้อยละ ั ้ 9.0 (Jongjareonrak และคณะ, 
2005) และ 9.38 (Kittiphattanabawon และคณะ, 2010) โดยนาํหนกัฐานเปียก้  ตามลาํดบั  โดย ASC จากหนงั
ปลาสลิดและหนังปลาสลิดมีปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนเทากบ่ ั  23.2±1.24 มิลลิกรัมตอ่ กรัมตวัอยาง และ ่
7.22±0.6 มิลลิกรัมตอ่ กรัมตวัอยาง ตามลาํดบั จะเห็นไดว้า่ ่  ASC มีปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนสูงกวาท่ีพบใน่
หนงัปลาสด เน่ืองจากองคป์ระกอบอ่ืนท่ีไมใชคอลลาเจนถูกกาจดัออกจากหนงัปลาสลิดในชวงการเตรียม่ ่ ํ ่
คอลลาเจน (Yata และคณะ, 2001) สอดคลอ้งกบงานวิจยัของ ั Nalinanon และคณะ (2011) ซ่ึงพบวา่
ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนของ ASC จากหนงัปลา ornate threadfin bream และหนงัปลา ornate threadfin bream 
สดเทากบ ่ ั 72.3 ± 0.5 มิลลิกรัมตอ่ กรัมตวัอยาง และ ่ 49.5 ± 0.4 มิลลิกรัมตอ่ กรัมตวัอยาง ่ เม่ือคาํนวณผลผลิต
จากฐานของปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนของ ASC จากหนังปลาสลิดพบวามีปริมาณผลผลิตเทากบร้อยละ ่ ่ ั
30.32 ซ่ึงผลผลิตมีคาใกลเ้คียงกบปริมาณผลผลิตคอลลาเจนฐานแห้ง ่ ั ซ่ึงบงบอกถึงประสิทธิภาพการสกดท่ีดี ่ ั
อยางไรกตามขอ้มูลนีชีให้เห็นวาสวนของหนังปลาวตัถุดิบท่ีเหลือจากการสกดยงั่ ็ ่ ่ ั้ ้ คงมีคอลลาเจนหลงเหลืออยู่
เป็นจาํนวนประมาณร้อยละ 70 ดงันนัเพื่อให้เกดการใชป้ระโยชน์วตัถุดิบสูงสุดจึงควรมีการศึกษาเพ่ือปรับปรุง้ ิ
การสกดเพิมเติมใหมี้ประสิทธิภาพมากขึนั ่ ้  
 
4.2  การดดกลนืแสงยวขีองคอลลาเจนทีส่กดัด้วยกรด ู ู (ASC) จากหนังปลาสลดิ 
 จากการทดลองพบวา่  ASC จากหนงัปลาสลิดดูดกลืนแสงยวูีไดสู้งสุดท่ีความยาวคล่ืน 230.7 ± 0.3 
นาโนเมตร โดยโปรตีนทัวไปที่ประกอบดว้ยกรดอะมิโน ไทโรซีน ทริปโปเฟน และฟีนิลอาละนีน ่
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนชวง ่ 260-290 นาโนเมตร ซ่ึง ASC จากหนงัปลาสลิดมีการดูดกลืนแสงเลก็นอ้ย
ท่ีความยาวคล่ืนประมาณ 290 นาโนเมตร แสดงใหเ้ห็นวา่  ASC ไมมีการปนเปือนจากโปรตีนชนิดอ่ืน ดงันนั่ ้ ้
สรุปไดว้าขนัตอนการกาจดัโปรตีนท่ีไมใชคอลลาเจนมีประสิทธิภาพดี ซ่ึงสอดคลอ้งกบคอลลาเจนจากหนงั่ ํ ่ ่ ั้
ปลา Walleye pollok และปลาฉลามกบท่ีสามารถดูดกลืนแสงไดท่ี้ชวงความยาวคล่ืน ่ 220-230 นาโนเมตร 
รวมทงัมีการดูดกลืนแสงเกดขึนเล็กน้อยท่ีความยาวคล่ืน ้ ิ ้ 280 นาโนเมตร (Yan และคณะ, 2008 ; 
Kittiphattanabawon และคณะ, 2010)  
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ภาพที ่ 4.1 สเปกตรัมชวงคล่ืนแสงยวูี ่ (UV-Spectrum) ของคอลลาเจนท่ีละลายดว้ยกรด (ASC) จากหนงัปลา
สลิด 
 
4.3 รปแบบโปรตีนของหนังปลาสลดิู  และ ASC  

เม่ือพิจารณารูปแบบโปรตีนของ ASC และหนงัปลาสลิด ซ่ึงแสดงดงัรูปแบบท่ี 4.2 พบวารูปแบบ่
โปรตีนของหนงัปลาสลิดประกอบดว้ยโปรตีนหลากหลายชนิดกระจายตวัอยโูดยเฉพาะโปรตีนมวลโมเลกุล่
ต ํ่ากวา ่ 95 กโิ ลดาลตนั ปะปนอยใูนปริมาณมาก สวน ่ ่ ASC จากหนงัปลาสลิดท่ีสกดไดป้ระกอบไปดว้ยแถบ ั
  1 และ 2 โดยไมพบแถบอ่ืนๆปะปนแสดงใหเ้ห็นถึงความบริสุทธิของคอลลาเจนท่ีสกดได ้่ ์ ั ASC มี
องคป์ระกอบ  ในปริมาณมากท่ีสุด รวมทงัอตัราสวน ้ ่ 1 ตอ่  2 คิดเป็นอตัราสวนประมาณ ่ 2:1 จึง
สามารถจาํแนก ASC จากหนงัปลาสลิดในเบืองตน้ไดเ้ป็นคอลลาเจนชนิด ้ type I ในลกัษณะเดียวกบคอลลาั
เจนจากหนงัปลาโดยทวัไป ่ (Hwang และคณะ, 2007; Jongjareonrak และคณะ, 2005; Kittiphattanabawon 
และคณะ, 2005; Ogawa และคณะ, 2003) เม่ือพิจารณาความหนาแนนของแถบ ่ ASC จากหนงัปลาสลิดโดย
ใชแ้ผนภาพภาพท่ี 4.3 และตาราง 4.1 พบวาสวนขององคป์ระกอบท่ีมีพนัธะเช่ือมขา้ม ่ ่ (องคป์ระกอบ และ 
) มีคาสูง ซ่ึงพบในลกัษณะเชนเดียวกบคอลลาเจนจากปลา่ ่ ั  Ornate threadfin bream ( Nalinanon และคณะ, 
2011) เม่ือคาํนวณหาอตัราสวนระหวาง ่ ่ 1 และ 2 ของหนงัปลาสลิด พบวามีคาเทากบ ่ ่ ่ ั 2.37 ซ่ึงใกลเ้คียง
กบสดัสวน ั ่ 1 และ 2 ท่ีพบในคอลลาเจนจากหนงัปลา Ornate threadfin bream (2.18) และปลา Deep-sea 
redfish (2.47) ตามลาํดบั (Nalinanon และคณะ, 2011; Wang และคณะ, 2007; Ogawa และคณะ, 2003) 
นอกจากนีพบวาอตัราสวน้ ่ ่  β/(α1 + α2) ของ ASC จากหนงัปลาสลิดมีคาเทากบ ่ ่ ั 1.18 ซ่ึงตํ่ากวา ่ ASC จาก
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ปลา Ornate threadfin bream ปลา Deep-sea redfish และปลา Black drum ท่ีมีอตัราสวน่  β/(α1 + α2) 
เทากบ ่ ั 1.39, 1.52 และ 1.59 ตามลาํดบั( Nalinanon และคณะ, 2011; Wang และคณะ, 2007; Ogawa และ
คณะ, 2003) ซ่ึงอตัราสวน ่ α1/α2 β/(α1 + α2) γ/(α1 + α2) และ HMC/(α1 + α2) เป็นลกัษณะเฉพาะ
ที่พบในคอลลาเจนที่แตกตางกนและบงบอกถึงสัดสวนปริมาณของสายโมโนเมอร์และการเกดพนัธะ่ ั ่ ่ ิ
เช่ือมขา้มของคอลลาเจน (Nalinanon และคณะ, 2011)  
 

 
 MW (kDa) 

γ  
 

β 
 

        175 
 
         130 

α1 
 α2 

           95 

 
           70 

 
          62 

 
           51 
 
           42 

 
 
           29 

     M       SS       ASC 
 
ภาพที ่4.2 รูปแบบโปรตีนของหนงัปลาสลิด (SS) และคอลลาเจนท่ีละลายดว้ยกรด (ASC) จากหนงัปลาสลิด 
M คือ แถบโปรตีนมาตรฐาน 
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ภาพที ่4.3 แผนภาพความหนาแนน ่ (Densitogram) ของคอลลาเจนท่ีละลายดว้ยกรด (ASC) จากหนงัปลา
สลิด 
 
ตารางที ่4.1 อตัราสวนความเขม้ขององคป์ระกอบตางๆของคอลลาเจนท่ี่ ่ ละลายดว้ยกรด (ASC) จากหนงัปลา
สลิด ปลา Ornate threadfin bream ปลา Deep-sea redfish ปลา Black drum และหนงัลูกววั 

Band intensity ratio 
Components 

ASC 
Ornate threadfin 
bream(a) 

Deep-sea 
redfish(b) 

Black drum(c) Calf (c) 

α1/α2 2.37 2.18 2.47 ND ND 
β/(α1 + α2) 1.18 1.39 1.52 1.59 1.26 
γ/(α1 + α2) 0.45 0.33 1.1 1.32 0.75 
HMC/(α1 + α2) 1.15 0.62 ND ND ND 

ND = Not determined. 
ท่ีมา: (a) Nalinanon et al. (2011); (b) Wang et al. (2007) and (c) Ogawa et al. (2003). 
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4.4 ผลของความเข้มข้นของเกลอืต่อการละลายของ ASC 
จากการทดลองนาํ ASC จากหนงัปลาสลิดมาทาํการละลายในสารละลายโซเดียมคลอไรดท่ี์มีความ

เขม้ขน้ร้อยละ 0 1 2 3 4 5 และ6 ตามลาํดบั พบวา ่ ASC สามารถละลายไดดี้ในสารละลายโซเดียมคลอไรดท่ี์
มีความเขม้ขน้ประมาณร้อยละ 1-2 แสดงผลดงัภาพท่ี 4.4 ซ่ึงผลสอดคลอ้งกบคอลลาเจนจากหนังปลาั
สวายท่ีสามารถละลายไดดี้ในสารละลายโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ร้อยละ 0-2 (Singh และคณะ, 2011) การ
ละลายของ ASC ลดลงอยางเห็นไดช้ดัเม่ือความเขม้ขน้เพิมขึนเป็นร้อยละ ่ ่ ้ 4 ผลการทดลองนีสอดคลอ้งกบการ้ ั
ละลายของ ASC ในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ของคอลลาเจนจากหนังปลาตาหวาน และหนังปลากระพงแดง 
(Jongjareonrak และคณะ, 2005 ; Kittiphattanabawon และคณะ, 2005 ; Montero และคณะ, 1991) ซ่ึงเป็นผล
จากปรากฏการณ์ ‘salting out’ ของโปรตีนท่ีพบในความเขม้ขน้เกลือสูง (Asghar และ Henrickson, 1982) 
ความแข็งแรงของไอออนเพิมขึนเป็นเหตุให้การละลายโปรตีนล่ ้ ดลงดว้ยการเปล่ียนแปลงของสวนชอบนํ่ ้
และไมชอบนาํ ปฏิสมัพนัธ์ระหวางสายโปรตีนและไอออนเกลือในนาํท่ีเพิมขึน นาไปสูการตกตะกอนโปรต่ ่ ่้ ้ ่ ้ ํ

 (Vojdani, 1996) ซ่ึงความแตกตางในการละลายของคอลลาเจนในสารละลายเกลือเกยวขอ้งกบองคป์ระกอบ่ ี่ ั
กรดอะมิโนและโครงสร้างของคอลลาเจนท่ีต่างกนั จากการทดลองของ Kittiphattanabawon และคณะ (2005) 
พบวา่  ASC จากกางปลาตาหวานมีความทนตอความเขม้ขน้เกลือสูงกวาหนงัปลาตาหวาน ดงันนัคอลลาเจน้ ่ ่ ้
จากแหลงท่ีมาตางกนอาจมีสมบติัของโมเลกลุท่ีแตกตางกน ่ ่ ั ่ ั  

 
ภาพที ่4.4 ผลของความเขม้ขน้ของสารละลายเกลือตอการละลายข่ อง ASC  
 
4.5 ผลของพเีอชต่อการละลายของ ASC 

เม่ือนาํคอลลาเจนจากหนังปลาสลิดมาทาํการละลายในสารละลายที่มีสภาวะพีเอชเทากบ ่ ั 2 4 6 
8 10 และ12 ตามลาํดบั ไดผ้ลแสดงดงัภาพท่ี 4.5 ผลการทดลองพบวาคอลลาเจนสามารถละลายไดดี้ใน่
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สภาวะพีเอชเทากบ ่ ั 2 จากนันความสามารถในการละลายของ ้ ASC ลดลงอยางเห็นไดช้ดัท่ีสภาวะพีเอช่
เทากบ ่ ั 6 โดยผลการทดลองที่พบเป็นไปในลกัษณะใกลเ้คียงกบการละลายของคอลาเจนจากหนังปลาั
สวายซ่ึงพบละลายสูงสุดที่พีเอช 2 และละลายไดต้ ํ่าสุดเมื่อพีเอชประมาณ 7 (Singh และคณะ, 2011) 
นอกจากนีการละลายของคอลลาเจนจากกลา้มเนือและหนงัปลาเ้ ้ ทราท ์ และคอลลาเจนจากหนงัปลากระพงแดง 
Montero และคณะ (199) Jongjareonrak และคณะ (2005) กใหผ้ลในลกัษณะเดียวกนโดย็ ั ทวัไปคอลลาเจนละลาย่
ไดดี้ในสารละลายกรดท่ีมีพีเอชประมาณ 1-4 พบวาการละลายลดลงเม่ือชวงพีเอชเป็นเป็นกลางและเบส โดย่ ่
ท่ีพีเอชตํ่ากวาหรือสูงกวา ่ ่ pI ทาํให้คอลลาเจนสามารถละลายไดดี้ขึนดว้ยแรงผลกัระหวางสาย ้ ่ (Vojdani, 
1996) ในทางตรงกนขา้มเม่ือประจุสุทธิเป็นศูนย ์เกดอนัตรกริยาระหวางสายโปรตีนเพิมขึน นาํมาสูการั ิ ่ ่่ ้
ตกตะกอนท่ี pI  โดยทวัไปคอลลาเจนมี ่ pI ในชวงพีเอช ่ 6 ถึง 9 (Foegeding และคณะ, 1996) นอกจากนี ้
Kittiphattanabawon และคณะ (2005) อภิปรายไวว้า การท่ี่  ASC จากหนงัปลาตาหวานสามารถละลายได้
ดีกวา่  ASC จากกางปลาตาหวานในสภาวะท่ีมีพีเอชมากกวา ้ ่ 6  บงบอก่ ถึงการมีระดบัพนัธะเช่ือมขา้ม
ภายในคอลลาเจนตํ่า ซ่ึงเป็นความแตกตางของโมเลกุลภายในและการจัดเรียงรูปแบบกรดอะมิโน่
ของคอลลาเจน  

 

 
ภาพที ่4.5 ผลพีเอชตอการละลายของ ่ ASC 
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บทที ่5 
สรปุ ผลการวจิยั และข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรปผลการวจิยัุ  
 การทดลองการสกดคอลลาเจนจากหนงัปลาสลิดดว้ยกรดอะซิติก ทาํใหไ้ดค้อลลาเจนั ท่ีละลายด้วย
กรด (ASC) ท่ีมีปริมาณผลผลิตคิดเป็นร้อยละ 34.65 โดยนาํหนักฐานแห้ง ้ โดยพบปริมาณไฮดรอกซีโ
รลีนเทากบ ่ ั 23.22±1.24 มิลลิกรัมตอกรัมตวัอยาง่ ่  ASC ประกอบด้วยสาย และ  เป็นองคป์ระกอบ
หลกั และสามารถจาํแนกชนิดเบืองตน้ไดเ้ป็นคอลลาเจน ้ Type I สารละลาย ASC สามารถดูดกลืนแสงยูวี
ได้สูงท่ีสุดท่ีความยาวคล่ืน 230.7 ± 0.3 นาโนเมตร ASC ละลายไดดี้ในชวงท่ีพีเอช ่ 4 และสารละลายท่ีมี
ความเขม้ขน้เกลือร้อยละ 2 
 
5.2 -ข้อเสนอแนะ 
 ควรมีการศึกษาเพิมเติมเกยวกบสมบติัทางเคมีกายภาพ และการแปรสภาพคอลลาเจนให้มีสมบติัทาง่ ี่ ั
ชีวเคมีท่ีเป็นประโยชน์ตอการประยุกตใ์ชใ้นดา้นเภสัชกรรม และดา้นอาหาร ซ่ึงจะเป็นการสร้างมูลคา่ ่ เพิม่
ใหแ้กปลาสลิด่  
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บทที ่6 
สรปผุ ลผลติทีไ่ด้จากงานวจิยั 

 
6.1 ผลงานนําเสนอในการประชมวชิาการนานาชาติุ  (ภาคผนวก ง) 

 Nalinanon, S., Benjakul, S. and Kishimura, H. 2013. Characterization of acid solubilized collagen 
from the skin of Siamese gourami (Trichogaster pectoralis). EUROFOODCHEM XVII, Istanbul, 
Turkey, 7th-10th May. Poster presentation. 
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ภาคผนวก 
ภาคผนวก ก 

การตรวจสอบปริมาณไฮดรอกซีโพรลนี (Nalinanon และคณะ, 2010) 
 

1.  สารเคมี 
 1.1  สารละลายออกซิเดชนั (oxidant solution) 
        (a) สารละลายคอลลามีนทีความเขม้ขน้ร้อยละ 7โดยนาํหนกัตอปริมาตร ้ ่ (เตรียมกอนใช้่ ) 

        (b) เตรียม acetate/ citrate buffer pH 6.0 โดยละลาย Sodium acetate•(3H2O) ปริมาณ 57กรัม 
tri-sodiumcitrate•(2H2O) ปริมาณ 37.5กรัม acetic acid ปริมาณ 5.5กรัม  

และiso-propanol ปริมาตร 385 มิลลิลิตร ละลายใหเ้ขา้กนดว้ยนาํแลว้ปรับปริมาตรเป็น ั ้ 1000
มิลลิลิตร  

 ผสมสารละลายออกซิเดชนัโดยใชส้ารละลาย a 1สวน ตอ สารละลาย ่ ่ b 4 สวน่   โดยเตรียมกอน่
การวิเคราะห์ 
 1.2  สารละลายเออร์ริช (Ehrlich’s reagent)  
        (a) ละลายp-Dimethylamine-benzoldehyde ดว้ยpercholric acid ความเขม้ขน้ร้อยละ 60 โดย
ปริมาตร ในอตัราสวน ่ 2 ตอ ่ 3 โดยนาํหนกัต้ อปริมาตร เกบสารละลายในขวดแกวสีชา่ ็ ้  
 (b) สารละลาย iso-propanol 
 เตรียมสารละลายเออร์ริก โดยใชส้ารละลาย a 3 สวน ตอ สารละลาย ่ ่ b 13 สวน่  โดยเตรียมกอน่
การวิเคราะห์ 
 
2.  การเตรียมตัวอย่าง 
 2.1  ชงันาํหนกัตวัอยาง โดยตวัอยางสดชงันาํหนกัใหไ้ด ้่ ่้ ้่ ่ 0.5-1.0 กรัม  ตวัอยางเจลาตินผง่  ชงันาํหนั่ ้
ใหไ้ด ้0.1 กรัม นาํตวัอยางมาทาํการยอยดว้ยกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ ่ ่ 6 โมลาร์  ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

2.2  นาํตวัอยางท่ีเติมกรดไฮโดรคอลริกแลว้มาทาํการยอยโดยการให้ความร้อนในอางนาํมนัเป็่ ่ ่ ้
ระยะเวลา24 ชวัโมง่  

 2.3  เม่ือครบระยะเวลา ทิงใหเ้ย ้้ นท่ีอุณหภูมิหอ้ง แลว้ใสผงถานกมมนัต ์่ ่ ั (activated carbon)         
นาํไปผสมใหเ้ขา้กนดว้ยเคร่ือง ั Vortex mixer 

2.4  กรองดว้ยกระดาษกรองWhat man No.4 ใสใน ่ flask ขนาด 100 มิลลิลิตร ปรับใหเ้ป็นกลาง (พี
เอช6.0-6.5) ดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์ความเขม้ขน้ 6 โมลาร์ 

 2.5  นาํมาปรับปริมาตรใหเ้ป็น50 มิลลิลิตร ดว้ยนาํกลนั ในขวดปรับปริมาตร้ ่  
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3.  การวเิคราะห์ 

3.1  ปิเปตตวัอยางท่ีไดจ้ากการเตรียมมาตวัอยางละ่ ่ 0.1 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองฝาเกลียว่ เติม
สารละลาย iso-propanol ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตรนาํมาผสมใหเ้ขา้กนดว้ยเคร่ืองั Vortex mixer 

 3.2  นาํสารละลายท่ีไดจ้ากขอ้3.1 มาเติมสารละลายออกซิเดชนั 0.1 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั
 จากนนัตงัทิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา ้ ้ ้ 4 นาที 
 3.3  เม่ือครบระยะเวลา เติมสารละลาย Ehrlich ทนัที แลว้ผสมใหเ้ขา้กนั 

นาํไปใหค้วามร้อนในอางควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณ่ หภูมิ60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 25 นาที จากนนัทาํ้
ใหเ้ยน็โดยใชน้าํประปาไหลผานดา้นขา้งหลอดทดลองเป็นเวลา ้ ่ 2-3 นาที 

3.4 

 3.5  นาํมาเจือจางดว้ยสารละลายiso-propanol ปริมาตร 3.3 มิลลิลิตร 
นาํสารละลายท่ีไดข้า้งตน้มาทาํการวดัคาดูดกลืนแสงทนัทีท่ีความยาวคล่ืน่ 558 นาโนเมตร 3.6

 3.7  ทาํblank ตามขอ้ 3.1-3.5 โดยเปล่ียนจากตวัอยางเป็นนาํกลนัแทน่ ้ ่  
 3.8  นาํคาท่ีไดจ้ากการวดัคาดูดกลืนแสงมาคาํนวณปริมาณไฮดรอกซีโพลีน จากสมการ่ ่         
กราฟมาตรฐาน 

 

 
 
ภาพที ่ก.1กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพนัธ์ระหวางคาการดูดกลืนแสงกบปริมาณไฮดรอกซีโพรลีน่ ่ ั  
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ภาคผนวก ข 
การหาปริมาณโปรตนีโดยวธีิของ Lowry (Lowry และคณะ, 1951) 

 
1.วธีิเตรียมสารเคมี 

1.1 สารละลายโซเดียมคาร์บอเนตในดาง ่  
เตรียมโดยละลายโซเดียมคาร์บอเนต 2 กรัม ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดค์วามเขม้ขน้ 1 

โมลาร์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร (เตรียมใหมทุกครัง่ ้ ) 

1.2 สารละลายคอปเปอร์ซลัเฟต – โซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรต 

 เตรียมโดยละลายคอปเปอร์ซัลเฟต 0.5 กรัม ในสารละลายโซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรตท่ีมี
ความเขม้ขน้ร้อยละ 1ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

1.3 สารละลายดาง่  

ผสมสารขอ้ 1.1.1 ปริมาณ 50 สวนโดยปริมาตร กบสารละลายในขอ้ ่ ั 1.1.2 ปริมาณ 1 สวนโด่ ย
ปริมาตร (ผสมกอนใช้่ ) 

1.4 Folin 

 เจือจางสารละลายจากขวดสําเร็จดว้ยนาํกลนั ในอตัราสวน ้ ่ ่ 1:1 โดยปริมาตร (จาก 2 นอร์มลั
เป็น 1นอร์มลั) สารละลายนีเป็นสารละลายของโซเดียมทงัสเทตตและโซเดียมโมลิบเดต ในกรด้
ฟอสฟอริกและไฮโดรคลอริก 

1.5 สารละลายมาตรฐาน BSA 

 ละลาย Bovine Serum Albumin (BSA) 0.0125 กรัม ปรับปริมาตรในขวดวดัปริมาตรขนาด 50 
มิลลิลิตร ดว้ยนาํกลนั จะไดส้ารละลายมาตรฐานเขม้ขน้ ้ ่ 250 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร่  
 

2. วธีิวเิคราะห์ 

2.1 การเตรียมกราฟมาตรฐาน 

2.1.1 เตรียมหลอดทดลอง 6 หลอด ปิเปตสารละลายโปรตีนมาตรฐานท่ีเตรียมได ้ปริมาตร 0, 
0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลอง ใชน้าํกลนัเป็น ่ ้ ่ Blank (ทาํ 3 ซาํ้ ) 

2.1.2 เติมนาํกลนัโดยปรับปริมาตรรวมในแตละหลอดเป็น ้ ่ ่ 1 มิลลิลิตร จะไดป้ริมาณโปรตีนแต่
ละหลอดเป็น 0, 50, 100, 150, 200 และ250 ไมโครกรัม ตามลาํดบั 

2.1.3 เติมสารละลายดางหลอดละ  ่ 5 มิลลิลิตร เขยาให้เข้ากนอยางรวดเร็ว  ตังทิงไว้ท่ี่ ั ่ ้ ้
อุณหภูมิหอ้ง 10 นาที 
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เติมสารละลายFolinหลอดละ 0.5 มิลลิลิตร ในขณะท่ีเติมให้เขยาหลอดดว้ยตงัทิงไวท่ี้่ ้ ้

อุณหภูมิหอ้ง 30 นาที 

2.1.4 

นาํไปวดัคาการดูดกลืนแสงท่ี ่ 750 นาโนเมตร เขียนกราฟความสัมพนัธ์ระหวางคาการ่ ่
ดูดกลืนแสง (OD

2.1.5 

750) กบปริมาณโปรตีน ั (ไมโครกรัม) ในแตละหลอดโดยใชค้าเฉล่ียจาก่ ่
การวดั 3 ซาํ้  

2.2 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในตวัอยาง่  

เจือจางตวัอยางใหมี้ปริมาณโปรตีนนอ้ยกวา ่ ่ 250 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดว้ยนาํกลนั่ ้ ่  2.2.1 
ปิเปตตวัอยางเจือจาง ่ 1 มิลลิลิตร ใสหลอดท่ ดลอง 2.2.2 

เติมสารละลายดางหลอดละ ่ 5 มิลลิลิตร เขยาให้เขา้กนอยางรวดเร็ว ตงัทิงไวท่ี้่ ั ่ ้ ้
อุณหภูมิหอ้ง 10 นาที 

2.2.3 

เติมFolinหลอดละ 0.5 มิลลิลิตร ในขณะท่ีเติมใหเ้ขยาหลอดดว้ยตงัทิงไวท่ี้อุณหภูมิห้อง ่ ้ ้
30 นาที 

2.2.4 

นาํไปวดัคาการดูดกลืนแสงท่ี ่ 750 นาโนเมตร คาํนวณหาปริมาณโปรตีนในตวัอยางโดย่
ใชก้ราฟมาตรฐานของ BSA 

2.2.5 

 

 
 
ภาพที ่ข.1 กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพนัธ์ระหวางคาการดูดกลืนแสงกบความเขม้ขน้ของ่ ่ ั  BSA 
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ภาคผนวก ค 
การหาปริมาณโปรตนีโดยวธีิ Biuret (Copeland และคณะ, 1994) 

 
1.วธีิเตรียมสารละลายไบยเรตู  
 ผสมคอปเปอร์ซัลเฟต 1.5 กรัม ให้เขา้กบโซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรต ั 6 กรัม เติมนาํกลั้ ่
ปริมาณ 500 มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร์แลว้คนให้เขา้กน ขณะคนเติมโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเขม้ขน้ร้อยละ ั
10 โดยนาํหนกัตอปริมาตร ปริมาตร ้ ่ 300 มิลลิลิตร และเติมโพแทสเซียมไอโอไดด์ 1 กรัม จากนนัยา้ยใส้ ่
ขวดปรับปริมาตรใหไ้ด ้1000 มิลลิลิตร แลว้เกบในขวดพลาสติกทึบแสง็  
2. วธีิวเิคราะห์ 

2.1  ปิเปตตวัอยางท่ีมีความเขม้ขน้โปรตีนประมาณ ่ 1-10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร ่ 500 

ไมโครลิตร ใสหลอดทดลอง่  

2.2 เติมสารไบยเูรต รีเอเจนท ์ปริมาตร 2 มิลลิลิตร จากนนัผสมดว้ย ้ Vortexmixer 

2.3 ทิงไวใ้้ นอุณหภูมิหอ้ง ประมาณ 30-45 นาที  

2.4 นาํสารละลายท่ีไดไ้ปวดัคาการดูดกลืนแสงท่ี ่ 540 นาโนเมตร คาํนวณหาปริมาณโปรตีนใน

ตวัอยางโดยใชก้ราฟมาตรฐานของ ่ BSA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่ค.1 กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพนัธ์ระหวางคาการดูดกลืนแสงกบปริมาณโปรตีน่ ่ ั  
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ภาคผนวก ง 
รายละเอยีดผลงานวจิยัทีผ่ลติได้ 
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ภาคผนวก จ 
สรปค่าใช้จ่ายการดาํเนินโครงการวจิยัุ  

 
1. รายละเอยีดงบประมาณทีเ่สนอขอ 
รายละเอียดงบประมาณท่ีเสนอขอ 
 1. คาใชส้อย ่     30,000 บาท 
 2. คาวสัดุ่     68,000 บาท 
 3. คาสารธารณูปโภค่      2,000 บาท 
    รวม  100,000 บาท 

 
2. แผนการใช้จ่ายเงิน 

วงเงินทีใ่ช้แต่ละเดือน 
รายการ 

ต.ค. พ.ย. ธ.ค. ม.ค. ก.พ. มี.ค. เม.ย. พ.ค. มิ.ย. ก.ค. ส.ค. ก.ย. 

คาใชส้อย่    5,000 5,000  5,000 5,000  5,000 5,000   

คาวสัดุ่   5,000 5,000 5,000 10,000 5,000 5,000 5,000 5,000 5,000 4,000 4,000 

คาสาธารณูปโภค่      1,000    1,000    
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ประวตัผ้ิวจิัยู  
 

ช่ือ - นามสกล ุ (ภาษาไทย)  นายสิทธิพงศ ์นลินานนท ์
ช่ือ - นามสกลุ (ภาษาองักฤษ)  Mr. Sitthipong Nalinanon 
ตําแหน่งปัจจบันุ  อาจารย ์และผูช้วยคณบดี ่ คณะอุตสาหกรรมเกษตร สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณ
ทหารลาดกระบงั  
ประวตัิการศึกษา 

ระดบั สถานศึกษา ประเทศ ปีท่ีจบ วฒิุการศึกษา 
ปริญญาตรี มหาวิทยาลยัวลยัลกัษณ์ ไทย 2545 วท.บ. (เทคโนโลยอีาหาร) 
ปริญญาโท มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ ไทย 2549 วท.ม. (เทคโนโลยอีาหาร) 
ปริญญาเอก มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ ไทย 2553 ปร.ด. (เทคโนโลยอีาหาร) 

 
ทนุ วจัิยทีก่าํลงัดําเนินการ และที่เคยได้รับ 
Projects Year Granting agency Status  
Preparation and characterization of collagens and 
collagen hydrolysates from the skin of splendid 
squid and Pharaoh cuttlefish 

2013 
The Thailand Research 
Fund 

Principal 
investigator 

O 

Purification and characterization of acid 
solubilized collagen from the skin of snakeskin 
gourami (Trichogaster pectoralis) 

2013 
Thailand Toray Science 
Foundation 

Principal 
investigator 

O 

Characterization of acid solubilized collagen 
from the skin of snakeskin gourami (Trichogaster 
pectoralis) 

2013 
King Mongkut’s Institute 
of Technology Ladkrabang 

Principal 
investigator 

O 

Quality improvement of fishery products and the 
maximized uses of fish processing by-products: 
Phase 2 

2012-
2014 

The Thailand Research 
Fund 

Co-
investigator 

O 

Extraction and characterization of collagen from 
the inner-lining tissue of chicken gizzard 

2012 King Mongkut’s Institute 
of Technology Ladkrabang 

Principal 
investigator 

O 

Study of  Acacia mangium Leaves Utilization for 
Feedstuff in Broiler Chickens 

2012-
2013 

National Research Council 
of Thailand 

Co-
investigator 

O 

Isolation and characterization of collagen from 
the skin of splendid squid (Loligo formosana) and 

2012 King Mongkut’s Institute 
of Technology Ladkrabang 

Principal 
investigator 

O 
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pharaoh cuttlefish (Sepia pharaonis) 

Purification, partitioning and uses of fish pepsin 
for collagen extraction and protein hydrolysate 
production 

2007-
2010 

Prince of Songkla 
University 

Principal 
investigator 

D 

Uses of pepsin for collagen and gelatin extraction 
from bigeye snapper (Priacanthus tayenus) skin 

2004-
2006 

Prince of Songkla 
University 

Principal 
investigator 

D 

D: done; O: on-going 
 
ผลงานทางวชิาการและงานวจัิย 

Book Chapter 
Benjakul, S., Nalinanon, S. and Shahidi, F. 2012. Fish collagen. In Food biochemistry and food 

processing. 2nd Ed. (Simpson, B.K., Nollet, L.M.L., Toldrá, F., Benjakul, S., Paliyath, G. and Hui, 
Y.H. eds.). pp. 646-675. John Wiley & Sons, Inc. USA. 

International Peer Reviewed Papers 

 Kaewruang, P., Benjakul, S., Prodpran, T., Encarnacion, A.B., and  Nalinanon, S. 2014. Impact of 
divalent salts and bovine gelatin on gel properties of phosphorylated gelatin from the skin of unicorn 
leatherjacket. LWT - Food Science and Technology. 55: 477–482. (Impact factor 2012 = 2.546) 

 Kaewruang, P., Benjakul, S., Prodpran, T., Nalinanon, S. 2013. Physicochemical and functional 
properties of gelatin from the skin of unicorn leatherjacket (Aluterus monoceros) as affected by 
extraction conditions. Food Bioscience. 2: 1-9. 

 Sae-Leaw, T., Benjakul, S., Gokoglu, N., Nalinanon, S. 2013. Changes in lipids and fishy odour 
development in skin from Nile tilapia (Oreochromis niloticus) stored in ice. Food Chem. 141: 2466-
2472. (Impact factor 2012 = 3.334) 

 Yarnpakdee, S., Benjakul, S., Nalinanon, S. and Kristinsson, H.G. 2012. Lipid oxidation and fishy 
odour development in protein hydrolysate from Nile tilapia (Oreochromis niloticus) muscle as affected 
by freshness and antioxidants. Food Chem. 132: 1781-1788. (Impact factor 2012 = 3.334) 

 Kanno, G., Kishimura, H., Yamamoto, J., Ando, S., Shimizu, T., Benjakul, S., Klomklao, 
S., Nalinanon, S., Chun, B.-S. and Saeki, H. 2011. Cold-adapted structural properties of trypsins from 
walleye pollock (Theragra chalcogramma) and Arctic cod (Boreogadus saida). Eur. Food Res. 
Technol. 233: 963-972. (Impact factor 2012 = 1.436) 
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 Fuchise, T., Sekizaki, H., Kishimura, H., Klomklao, S., Nalinanon, S., Benjakul, S. and Chun, B.-S. 
2011. Simple Preparation of Pacific Cod Trypsin for Enzymatic Peptide Synthesis. J. Amino Acids. 
vol. 2011, Article ID 912382, 8 pages, 2011. doi: 10.4061/2011/912382 

 Chun, B.-S., Kishimura, H., Nalinanon, S., Klomklao, S. and Benjakul, S. 2011. Mackerel trypsin 
purified from defatted viscera by supercritical carbon dioxide. J. Amino Acids, vol. 2011, Article ID 
728082, 7 pages, 2011. doi:10.4061/2011/728082 

 Kanno, G., Kishimura, H., Ando, S., Klomklao, S., Nalinanon, S., Benjakul, S., Chun, B.-S. and 
Saeki, H. 2011. Structural properties of trypsin from cold-adapted fish, arabesque greenling 
(Pleurogrammus azonus). Eur. Food Res. Technol. 232: 381-388. (Impact factor 2012 = 1.436) 

 Nalinanon, S., Benjakul, S. and Kishimura, H. 2011. Type I collagen from the skin of ornate threadfin 
bream (Nemipterus hexodon): Characteristics and effect of pepsin hydrolysis. Food Chem. 125: 500-
507. (Impact factor 2012 = 3.334) 

 Nalinanon, S., Benjakul, S. and Kishimura, H. 2011. Functionalities and antioxidative properties of 
protein hydrolysates from the muscle of ornate threadfin bream treated with pepsin from skipjack tuna 
(Katsuwonus pelamis). Food Chem. 124: 1354-1362. (Impact factor 2012 = 3.334) 

 Kishimura, H., Nagai, Y., Fukumorita, K., Adachi, K., Chiba, S., Nakajima, S., Saeki, H., Klomklao, 
S., Nalinanon, S., Benjakul, S. and Chun, B.-S. 2010. Acid- and heat-stable trypsin inhibitory peptide 
from the viscera of Japanese common squid (Todarodes pacificus). J. Food Biochem. 34: 748-763. 
(Impact factor 2012 = 0.76) 

 Nalinanon, S., Benjakul, S. and Kishimura, H. 2010. Collagens from the skin of arabesque greenling 
(Pleurogrammus azonus) solubilized with the aid of acetic acid and pepsin from albacore tuna 
(Thunnus alalunga) stomach. J. Sci. Food Agric. 90: 1492-1500. (Impact factor 2012 = 1.759) 

 Ahmad, M., Benjakul, S. and Nalinanon, S. 2010. Compositional and physicochemical characteristics 
of acid solubilized collagen extracted from the skin of unicorn leatherjacket (Aluterus monoceros). 
Food Hydrocolloid. 24: 588-594. (Impact factor 2012 = 3.494) 

 Nalinanon, S., Benjakul, S. and Kishimura, H. 2010. Purification and biochemical properties of 
pepsins from the stomach of skipjack tuna (Katsuwonus pelamis). Eur. Food Res. Technol. 231: 259-
269. (Impact factor 2012 = 1.436) 

 Chun, B.S., Kishimura, H., Kanzawa, H., Klomklao, S., Nalinanon, S., Benjakul, S. and Ando, S. 
2010. Application of supercritical carbon dioxide for preparation of starfish phospholipase A2. Process 
Biochem. 45: 689-693. (Impact factor 2012 = 2.414) 
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 Kishimura, H., Klomklao, S., Nalinanon, S., Benjakul, S., Chun, B.S. and Adachi, K. 2010. 
Comparative study on thermal stability of trypsin from the pyloric caeca of threadfin hakeling 
(Laemonema longipes). J. Food Biochem. 34: 50-65. (Impact factor 2012 = 0.76) 

 Nalinanon, S., Benjakul, S. and Kishimura, H. 2010. Biochemical properties of pepsinogen and 
pepsin from the stomach of albacore tuna (Thunnus alalunga). Food Chem. 121: 49-55. (Impact factor 
2012 = 3.334) 

 Nalinanon, S., Benjakul, S., Visessanguan, W. and Kishimura, H. 2009. Partitioning of protease from 
stomach of albacore tuna (Thunnus alalunga) by aqueous-two phase systems. Process Biochem. 44: 
471-476. (Impact factor 2012 = 2.414) 

 Nalinanon, S., Benjakul, S., Visessanguan, W. and Kishimura, H. 2008. Tuna pepsin: Characteristics 
and its use for collagen extraction from the skin of threadfin bream (Nemipterus spp.). J. Food Sci. 73: 
C413-C419. (Impact factor 2012 = 1.775) 

 Nalinanon, S., Benjakul, S., Visessanguan, W. and Kishimura, H. 2008. Improvement of gelatin 
extraction from bigeye snapper skin using pepsin-aided process in combination with protease inhibitor. 
Food Hydrocolloid. 22: 615-622. (Impact factor 2012 = 3.494) 
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National papers 

 Nalinanon, S., Benjakul, S. and Kishimura, H. 2011. Characterization of collagen from the skin of 
unicorn leatherjacket (Aluterus monoceros) solubilized by albacore tuna pepsin. King Mongkut’s 
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Published Proceeding Papers 

 Nalinanon, S., Benjakul, S. and Kihimura, H. 2013. Characterization of acid solubilized collagen 
from the skin of Siamese gourami (Trichogaster pectoralis). EUROFOODCHEM XVII, Istanbul, 
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