
 

รายงานวิจัยฉบับสมบรูณ์ 
โครงการวิจัยทุนอุดหนุนวิจัยประจ าปี 2555 

โครงการวิจัยประเภท: โครงการวิจัยประยุกต์ (โครงการวิจัยสาขาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี) 
ชื่อโครงการวิจัย:         การสกัดกรดไฮยาลูโรนิคจากลูกตาปลาทูน่าและปลานิล 

                                    Extraction of hyaluronic acid from tuna and tilapia eyeballs 

งบประมาณที่ได้รับจัดสรร:  130,000.00 บาท 
รหัสโครงการวิจัย:                พ-ท(ด) 120.55   

หัวหน้าโครงการ:                  รองศาสตราจารย์ วรรณวิบูลย์ กาญจนกุญชร 

เลขที่อ้างอิง:                          5510251000/2555



 

 

  

การสกัดกรดไฮยาลูโรนิคจากลูกตาปลาทูน่าและปลานิล 

Extraction of hyaluronic acid from tuna and tilapia eyeballs 
 

บทคัดย่อ 

กรดไฮยาลูโรนิกเป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีมูลค่าสูงที่สามารถแยกได้จากน้ าเลี้ยงลูก
ตาปลา จากการที่ประเทศไทยมีการส่งออกปลาแช่แข็งและปลากระป๋องจ านวนมาก จึงเห็นควร
สร้างมูลค่าเพิ่มจากเศษเหลือจากการแปรรูป ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงศึกษาการสกัดกรดไฮยาลูโรนิกจาก
น้ าเลี้ยงลูกตาปลา 2 ชนิดคือ ปลานิล (ขนาด 1 กิโลกรัมต่อตัว) และปลาทูน่าท้องแถบ (ขนาด 3 
กิโลกรัมต่อตัว) การสกัดกรดไฮยาลูโรนิกใช้เอนไซม์ปาเปน (EC 3.4.22.2) ในการย่อยโปรติโอ-
ไกลแคนเพื่อปลดปล่อยกรดไฮยาลูโรนิก และวิเคราะห์ปริมาณด้วยวิธีคาร์บาโซล พบว่าลูกตาปลา
นิลและปลาทูน่า มีกรดไฮยาลูโรนิก 20.49 + 3.50 และ 25.49 + 7.66 ไมโครกรัมกรดยูโรนิก ต่อลูก
ตา 1 ลูก ตามล าดับ ผลการวิเคราะห์ด้วยอิเล็กโทรโฟรีซีสแบบเซลลูโลสแอซีเทตเทียบกับสาร
มาตรฐาน ยืนยันเอกลักษณ์ของกรดไฮยาลูโรนิก นอกจากนั้นฟูเรียทรานสฟอร์มอินฟราเรด 
สเปกโทรสโคปีของสารสกัดมีรูปแบบสเปกตรัมที่ใกล้เคียงกับกรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐานโดย
แสดงหมู่ฟังก์ชันส าคัญคือ CONH- (carboxyl amide I) และ C-O-C (O-bridge) ที่ เลขคลื่น(wave 
number) 1651 cm-1และ 1149 cm-1 ตามล าดับในสารสกัดจากปลานิลและที่ เลขคลื่น1654 และ 
1153 cm-1 ในสารสกัดจากตาปลาทูน่าท้องแถบตามล าดับ  ผลการแช่แข็งลูกตาปลานิลพบว่า 
ระยะเวลาการแช่แข็ง (0, 2 และ 4 เดือน) มีผลต่อปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) 
โดยตาปลาที่เก็บแช่แข็ง 2 เดือนมีปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกสูงที่สุด (30.21 + 3.38 ไมโครกรัม กรดยู
โรนิกต่อลูกตา 1 ลูก) และตาปลาที่เก็บแช่แข็ง 4 เดือนมีปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกต่ าที่สุด (18.40 + 
1.28 ไมโครกรัม กรดยูโรนิกต่อลูกตา 1 ลูก) โดยสารที่สกัดได้จากช่วงการเก็บแช่แข็ง 0, 2 และ 4 
เดือน มีความแตกต่างของหมู่ฟังก์ชันบางหมู่ คือ สารสกัดจากตาปลานิลแช่แข็ง  4 เดือนจะไม่
ปรากฏหมู่ฟังก์ชัน C-O-C (O-bridge) ที่ เลขคลื่น 1149 cm-1 และ C-OH group ที่ 1041 cm-1 แสดง
ให้เห็นว่าการเก็บแช่แข็งส่งผลบางประการต่อโครงสร้างในโมเลกุลกรดไฮยาลูโรนิกที่สกัดได้ และ
ท าให้ปริมาณลดลงเมื่อเก็บแช่แข็งเป็นเวลานาน 
 

         
 



 

 

ABSTRACT 

Hyaluronic acid (HA) a valuable bioactive compound was isolated from vitreous humor 
of fish eyeballs. Since Thailand exported large quantity of frozen fish and canned fish it is 
interesting to add more value to fish by-products. Thus, in this study two types of fish, tilapia               
(size 1 kilogram/fish) and skipjack tuna (size 3 kilograms/fish) were used to extract HA from fish 
eyeballs. During extraction papain (commercial enzyme, EC 3.4.22.2) was applied to digest 
proteoglycans and release HA. The amount of HA determined by carbazole reaction method 
were 20.49 + 3.50 and 25.49 + 7.66 µg uronic acid per fish eyeball in tilapia and skipjack tuna, 
respectively. Cellulose acetate electrophoresis and FT-IR spectroscopy analysis of standard HA 
and extracted HA indicated similar identity of which HA functional groups existing as follows: 
peak of CONH- carboxyl amide I and C-O-C (O-bridge) at 1651 and 1149 cm-1 in tilapia eyeball 
extract  and 1654 and 1153 cm-1 in skipjack tuna eyeball extract. Effect of frozen storage (-20 oC) 
at 0, 2, 4 months on HA extraction was studied in tilapia eyeballs. Storage time showed 
significant (p<0.05) effect on HA content in eyeballs, indicating the highest in 2 months frozen 
sample (30.21 + 3.38 µg uronic acid/fish eyeball) and the lowest in 4 months frozen fish eyeball 
(18.40 + 1.28 µg uronic acid/fish eyeball). Cellulose acetate electrophoresis and FT-IR spectra of 
hyaluronic acid from 0, 2 and 4 months frozen fish eyeballs were verified. FI-IR analysis of 
hyaluronic acid in 4 months frozen fish eyeballs showed missing peaks of C-O-C                          
(O-bridge) at 1149 cm-1 and C-OH at 1041 cm-1. These differences indicated that frozen storage 
may cause some changes in molecular structure of extracted HA. Meanwhile increasing of 
storage time to longer than 3 months decreased HA content in eyeballs. 
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บทน า 

 

 ประเทศไทยเป็นผู้แปรรูปปลาทูน่าที่ส าคัญในตลาดโลก โดยมีการส่งออกในรูปผลิตภัณฑ์

แช่แข็งและเนื้อปลาทูน่าบรรจุกระป๋อง มีการน าเข้าวัตถุดิบปลาทูน่าในลักษณะของปลาแช่แข็ง

ทั้งตัว เพื่อแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์แบบต่าง ๆ มีวัสดุเศษเหลือจากกระบวนการถึง ร้อยละ 64 ของ

น้ าหนักปลาทั้งตัว เศษเหลือจากกระบวนการ ได้แก่ เคร่ืองใน เศษเนื้อด าและหนัง หัวและก้างปลา

จ านวนมาก (Prasertsan et al., 1988) ในปัจจุบันใช้ท าปลาป่นเพื่อเป็นอาหารสัตว์และบางส่วน

น าไปแปรรูปท าเป็นอาหารส าเร็จรูปส าหรับสัตว์เลี้ยง เช่น แมว เป็นต้น ดังนั้นจึงมีการน าวัสดุเศษ

เหลือจากอุตสาหกรรมดังกล่าวมาใช้ให้เกิดประโยชน์หรือเพิ่มมูลค่า ซึ่งการน าวัสดุเศษเหลือจาก

ปลามาใช้นั้นได้รับความสนใจมานานกว่า 10 ปีแล้ว โดยการน าเอาวัสดุเศษเหลือมาผลิตเป็น

โปรตีนไฮโดรไลเสต (protein hydrolysate) และสารสกัดจากปลา (fish extract) (Kim et al., 1997) 

จากภาวะการแข่งขันของอุตสาหกรรมอาหาร จึงต้องค้นหาแนวทางน าทรัพยากรหรือวัสดุเศษเหลือ

เหล่านี้มาใช้ประโยชน์และสร้างมูลค่าเพิ่มให้มากขึ้น จากการศึกษาพบว่าผู้บริโภคบางกลุ่มมีความ

นิยมน าลูกตาสัตว์หลายชนิดมาท าเป็นอาหารบริโภค เช่น แกะ ปลาทู ปลาทูน่า เป็นต้น และมี

รายงานจากนักวิจัยระบุว่า กรดไฮยาลูโรนิกเป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ส าคัญและมีมูลค่าสูง 

สามารถแยกได้จากลูกตาปลาทูน่าพันธุ์ครีบเหลือง (Mizuno et al., 1990) และปลาทูน่าพันธุ์ตาโต 

(Amagai et al., 2009) ซึ่งข้อมูลในเร่ืองนี้ยังมีจ ากัด สมควรที่จะศึกษาเพิ่มเติมส าหรับวัตถุดิบจาก

อุตสาหกรรมแปรรูปอาหารทะเลที่มีในประเทศไทย เพื่อสร้างมูลค่าเพิ่มจากวัสดุเศษเหลือจาก

โรงงานอุตสาหกรรมแปรรูปปลาทูน่าต่อไป 

 

 นอกจากปลาทูน่าแล้วยังมีการแปรรูปปลาอ่ืน ๆ อีกมาก เช่น ปลาซาร์ดีน ปลาแมคเคอเรล 

ปลานิล ปลาแซลมอน ซึ่งมีลูกตาปลาเป็นวัสดุเศษเหลือเช่นเดียวกับการแปรรูปปลาทูน่า การเก็บ

รักษาวัตถุดิบในระดับอุตสาหกรรมนิยมวิธีการแช่แข็ง ดังนั้นจึงศึกษาผลกระทบของระยะเวลาใน
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การเก็บแช่แข็งต่อการเปลี่ยนแปลงของกรดไฮยาลูโรนิกในลูกตาปลานิลเพื่อเป็นข้อมูลในการใช้

ประโยชนล์ูกตาปลาอื่น ๆ ต่อไป 
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1. ศึกษาองค์ประกอบต่าง ๆ จากลูกตาและน้ าเลี้ยงของปลาทูน่าท้องแถบ (skipjack tuna) 

และปลานิล (tilapia) 

2. แยกกรดไฮยาลูโรนิกจากลูกตาปลาทูน่าและปลานิล และศึกษาสมบัติของ 

กรดไฮยาลูโรนิก  

3. ศึกษาผลของระยะเวลาในการเก็บแช่แข็งลูกตาปลานิลต่อปริมาณและสมบัติของ 

กรดไฮยาลูโรนิก 
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การตรวจเอกสาร 

 

1. ปลานิล 

 

 ปลานิล (อังกฤษ: Nile Tilapia, Mango fish, Nilotica) เป็นปลาน้ าจืดชนิดหนึ่งในวงศ์ปลา

หมอสี (Cichlidae) มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Oreochromis niloticus เป็นปลาเศรษฐกิจ แพร่ขยายพันธุ์

ง่าย และมีรสชาติดี 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1  ปลานิล 

 

ท่ีมา: ศูนย์วิจัยและพัฒนาประมงน้ าจืดพัทลุง (2012) 

 

ปลานิลสามารถอาศัยอยู่ได้ในน้ าจืดและน้ ากร่อย มีถิ่นก าเนิดเดิมอยู่ที่ทวีปแอฟริกา พบทั่ว 

ไปตามหนอง บึง และทะเลสาบในประเทศซูดาน ยูกันดาและทะเลสาบแทนกันยีกา ปลานิลเข้าสู่

ประเทศไทยคร้ังแรกโดยสมเด็จพระจักรพรรดิอะกิฮิโตะ เมื่อคร้ังด ารงพระอิสริยยศมกุฎราชกุมาร

แห่งประเทศญ่ีปุ่นซึ่งทรงจัดส่งเข้ามาทูลเกล้าถวายพระบาทสมเด็จพระเจ้าอยู่หัว เมื่อวันที่  25 

มีนาคม พ.ศ. 2508 จ านวน 50 ตัว คร้ังนั้นได้โปรดเกล้าฯ ให้ทดลองเลี้ยงปลานิลในบ่อภายในสวน

จิตรลดา เป็นหนึ่งโครงการในโครงการส่วนพระองค์ สวนจิตรลดา 
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 ผลการทดลองปรากฏว่าปลานิลที่ทรงโปรดเกล้าให้ทดลองเลี้ยงได้เจริญเติบโตและแพร่

ขยายพันธุ์ได้เป็นอย่างดี ต่อมาจึงได้พระราชทานชื่อว่า ปลานิล (โดยมีที่มาจากชื่อแม่น้ าไนล์ (Nile) 

ที่เป็นถิ่นที่อยู่อาศัยดั้งเดิม หรือชื่อวิทยาศาสตร์ Tilapia nilotica) และพระราชทานพันธุ์ปลาดังกล่าว

ให้กับกรมประมงจ านวนหนึ่ง เมื่อวันที่ 17 มีนาคม พ.ศ. 2509 เพื่อน าไปขยายพันธุ์และแจกจ่าย                            

แก่พสกนิกร และปล่อยลงไว้ตามแหล่งน้ าต่าง ๆ ตามที่เห็นว่าเหมาะสม เนื่องจากปลานิลมีคุณ                  

ลักษณะพิเศษหลายอย่าง เช่น กินอาหารได้ทุกชนิด เช่น ไรน้ า ตะไคร่น้ า ตัวอ่อนของแมลงและสัตว์

น้ า เล็ก ๆ มีขนาดล าตัวใหญ่ ความยาวประมาณ 10-30 เซนติเมตร แพร่ขยายพันธุ์ง่าย และมีรสชาติดี 

(อุเทน, 2547) 

  

1.1 ลักษณะของปลานิล 

 

 ปลานิลมีรูปร่างลักษณะคล้ายกับปลาหมอเทศ ล าตัวสั้น แบนข้าง แต่ลักษณะพิเศษ

ของปลานิลคือ ริมฝีปากบนและล่างเสมอกัน ซึ่งปลาชนิดอ่ืน ๆ มักมีริมฝีปากบนสั้นกว่าริมฝีปาก

ล่าง บริเวณแก้มมีเกล็ด 4 แถว สีของล าตัวจะเปลี่ยนไปตามสภาพแวดล้อมของแหล่งที่อยู่อาศัย              

คือตั้งแต่สีด าอ่อนจนถึงสีเขียวด า ที่บริเวณล าตัวมีลายพาดขวางประมาณ 9-10 แถบตั้งแต่หัวจรด

โคนหาง แม้แต่ลูกปลาก็จะมีลายพาดขวางนี้เห็นได้ชัดเจนไม่น้อยกว่า 7 แถบทั้งเพศผู้และเพศเมีย 

แต่เพศเมียสีจะจางกว่าเพศผู้มาก ครีบหลัง ครีบก้น และครีบหางมีจุดสีขาวและเส้นสีด าตัดขวาง มี

เกล็ด 3 แถวที่บริเวณแก้ม และอีก 1 แถวที่บริเวณเหนือเส้นข้างล าตัวเล็กน้อย ครีบหลังมีอันเดียว

ยาวจรดถึงคอดหาง ครีบหลังประกอบด้วยก้านครีบแข็ง 15-18 อันและครีบอ่อน 12-14 อัน ครีบก้น

ประกอบด้วยก้านครีบแข็ง 3 อันและก้านครีบอ่อน 9-10 อัน ครีบหางตัดตรง บนแถบเส้นข้างล าตัว

มีเกล็ด 33 เกล็ด ทางข้างมีเกล็ดตามแนวเฉียงจากตอนต้นของครีบหลังลงมาถึงเส้นข้างล าตัว 5        

เกล็ด และจากเส้นข้างล าตัวลงมาถึงส่วนหน้าของครีบก้น 13 เกล็ด ตรงกลางเกล็ดมีสีเข้ม                 

บริเวณปลายอ่อนของครีบหลัง ครีบก้น และครีบหางมีจุดสีขาวและเส้นสีด าตัดขวางดูคล้ายลาย

ข้าวตอกอยู่โดยทั่วไป ที่กระดูกแก้มมีจุดสีเข้มอยู่ 1 จุด ลักษณะฟันบริเวณขากรรไกรและหอคอยจะ

มีหลายขนาด ต้ังแต่ค่อนข้างหยาบจนถึงละเอียด เหงือกมีซี่กรองประมาณ 15-17 อัน(อุเทน, 2547) 
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2. ปลาทูน่าท้องแถบ 

 

ปลาทูน่าท้องแถบ ชื่อสามัญภาษาอังกฤษ Skipjack tuna มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า 

Katsuwonus pelamis (Linnaeus, 1758) อยู่ในวงศ์ Scombridae, subfamily: Scombrinae 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2  ปลาทูน่าท้องแถบ (Skipjack tuna) 

 

ท่ีมา: กรมประมง (2555) 

 

ปลาทูน่าท้องแถบเป็นปลาทูนา่ขนาดเล็กอาศัยอยู่ในมหาสมุทรในเขตร้อน ระหว่างละติจูด 

58 องศาเหนือถึง 47 องศาใต้ลองติจูด 180 องศาตะวันตกถึง 180 องศาตะวันออกอุณหภูมิ 15-30 

องศาเซลเซียส ที่ระดับความลึก 0-260 เมตร พบแพร่กระจายอยู่ในมหาสมุทรเขตร้อนแต่ไม่พบ

ทางด้านตะวันออกของทะเลเมดิเตอเรเนียนและทะเลด า เป็นปลาที่อพยพย้ายถิ่น อาศัยอยู่ห่างจาก    

ฝ่ังอุณหภูมิของตัวอ่อนอยู่ที่ 15-30 องศาเซลเซียส มักรวมฝูงกระโดดอยู่บริเวณผิวน้ ารวมกับพวก

นก ขยะลอยน้ า ฉลามและปลาวาฬ อาหารจะเป็นพวกปลา กุ้ง หมึก หอย สามารถวางไข่ได้ตลอดทั้ง

ปีในเขตร้อนไข่และและตัวอ่อนมักจะกลายเป็นอาหารของปลาผิวน้ าขนาดใหญ่ 
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ลักษณะเห็นได้ชัดคือ ล าตัวเป็นรูปทรงเรียวยาวแบบกระสวย ไม่มีกระเพาะลม ด้าน 

ข้างล าตัวมีแถบสีด าทอดตามยาวกับล าตัว 4-5 แถบ ขนาดที่พบที่ใหญ่ที่สุดคือ 108 เซนติเมตรและมี

น้ าหนักระหว่าง 32.5-34.5 กิโลกรัม มีรายงานว่าเคยพบปลาทูน่าท้องแถบมีความยาวถึง 110 

เซนติเมตร น้ าหนักสูงสุดที่เคยพบคือ 34.5 กิโลกรัม อายุสูงสุดที่มีรายงานคือ 12 ป ี  

 

ปลาทูน่าท้องแถบเป็นปลาที่นิยมรับประทานสด รมควัน แช่แข็งและเป็นวัตถุดิบในการท า

ปลาทูน่าบรรจุกระป๋อง ในปัจจุบันปลาทูน่าท้องแถบเป็นปลาทูน่าที่มีอัตราการจับสูงสุดแทนปลา              

ทูน่าครีบเหลือง 

 

ปลาทูน่าท้องแถบอาศัยบริเวณผิวน้ า เกือบทั้งหมดจับได้จากเคร่ืองมือประมงอวนล้อม เบ็ด

ตวัดปลาทูน่า แต่สามารถจับได้บ้างด้วยเคร่ืองมือเบ็ดราว เบ็ดลากและอวนลอย โดยทั่วไปมักจะ

สร้างเคร่ืองล่อปลาให้รวมฝูงหรือซั้ง เพื่อล่อปลาโอแถบให้อยู่รวมกันแล้วจึงท าประมง 

 

3. ลูกตาปลา 
 
 ลูกตามีองค์ประกอบหลักเป็นน้ าเลี้ยงลูกตา มีลักษณะคล้ายเจลที่ประกอบไปด้วยน้ า กรด 

ไฮยาลูโรนิก เส้นใยคอลลาเจน เกลือแคลเซียมและโปรตีนพลาสม่า น้ าเลี้ยงลูกตามีประมาณร้อยละ 

75 ของปริมาตรลูกตา (Baino, 2010) ของเหลวนี้จะเกาะอยู่กับเรตินาบริเวณส่วนหน้าของลูกตา จะ

ประกอบด้วยโครงสร้างที่คล้ายแท่งของคอลลาเจนและมีกรดไฮยาลูโรนิกอยู่ระหว่างเส้นใย -          

คอลลาเจน (Swindle and Ravi, 2007) น้ าเลี้ยงลูกตาจะท าหน้าที่ช่วยให้เกิดการเคลื่อนไหวและ                

คงรูปของลูกตาและยังท าหน้าที่ในการขนส่งอาหารเข้าสู่ตา ศัลยแพทย์จะฉีดกรดไฮยาลูโรนิกเข้า       

ไปโดยตรงเพื่อช่วยรักษารูปทรงของตาในระหว่างการผ่าตัด เมื่อมนุษย์มีอายุมากขึ้นตาของมนุษย์ 

จะหยุดการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกจะส่งผลให้เกิดปัญหาทางสายตาต่าง ๆ เช่น การมองเห็น ตาแห้ง        

เป็นต้น (Hyalogic, 2011) 

 

 

 



7 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพท่ี 3  ส่วนประกอบของลูกตาของปลา 

 

ท่ีมา: ดัดแปลงจากประสิทธิ์ (2011) 

 

4. โปรติโอไกลแคน (Proteoglycans: PGs) 

 

โปรติโอไกลแคนหรือมิวคอพอลิแซ็กคาไรด์ ซึ่งมีแขนงข้างเป็นพอลิแซ็กคาไรด์สายยาว               

ที่เรียกว่าไกลโคซามิโนไกลแคนจะจับอยู่กับส่วนที่เป็นแกนโปรตีน (protein core) (Kiernan, 1999) 

ในเซลล์หรือเน้ือเยื่อต่าง ๆ เช่น กราวนด์ซับสแตนซ์ของกระดูกอ่อน โปรติโอไกลแคนเหล่านี้จะไป

จับกับกรดไฮยาลูโรนิกซึ่งเป็นพอลิเมอร์ที่มีลักษณะเป็นสายตรงยาวโดยใช้โปรตีนเชื่อมต่อ  (link 

protein) 2 ตัว ซึ่งการจับกันดังกล่าวเป็นพันธะแบบนอน-โควาเลนต์ (non-covalently bound)                      

ดังภาพที่ 4 

 

 

 

Vitreous humor 
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ภาพท่ี 4  โครงสร้างของโปรติโอไกลแคนแสดงการจับกับกรดไฮยาลูโรนิก 

 

ท่ีมา: Jeffrey and Watt (2003) 

 
ในกระดูกอ่อน โปรติโอไกลแคนจะรวมตัวกันแบบ supramolecular aggregates หรือ 

proteoglycan aggregates ซึ่งใน 1 proteoglycan aggregate อาจมีความยาวได้ถึง 4 มิลลิเมตร มีการ

เชื่อมต่อด้าน N-terminus ของแกนโปรตีนกับกรดไฮยาลูโรนิก และมีลิงค์โปรตีน (link protein) จับ

ทั้งส่วนแกนโปรตีนและกรดไฮยาลูโรนิกเพื่อเพิ่มความแข็งแรงของการเชื่อมต่อ การรวมตัวกันของ

โปรติโอไกลแคนจะท าให้ตัวมันถูกกีดขวางการเคลื่อนที่ภายในโครงสร้างของคอลลาเจนและใน

ขณะเดียวกันก็จะท าให้เนื้อเยื่อเกิดความยืดหยุ่น (Bailey and Light, 1989; Lodish, 2001) 
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4.1 องค์ประกอบของโปรติโอไกลแคน 

โปรติโอไกลแคนมีโครงสร้างที่ส าคัญ 2 ส่วน คือ  

 4.1.1  แกนโปรตีน โครงสร้างของแกนโปรตีนยังไม่สามารถอธิบายได้อย่าง

สมบูรณ ์ทราบแต่เพียงว่าเป็นสายพอลิเปปไทด์ และแกนโปรตีนนี้จะเชื่อมต่อกับสายของไกลโคซา

มิโนไกลแคนผ่านทางแขนงข้างของกรดแอมิโนเซรีน (amino serine) เชื่อมกันด้วยเททระแซคคา

ไรด์ (link tetrasaccharide) ดังภาพที่ 5 (Loewy, 1991; Albert, 2002) 

 

 

 

ภาพท่ี 5  การเชื่อมกันระหว่างสายไกลโคซามิโนไกลแคนกับแกนโปรตีนในโมเลกุลของ 

               โปรติโอไกลแคน 

ท่ีมา:  Albert (2002) 

 

4.1.2  พอลิแซ็กคาไรด์ ส่วนของพอลิแซ็กคาไรด์ที่เป็นองค์ประกอบของโปรติโอ-        

ไกลแคนหรือเรียกว่าไกลโคซามิโนไกลแคนน้ันเป็นเฮทเทอรอพอลิแซ็กคาไรด์ มีหน่วยของ           

มอนอแซ็กคาไรด์ต่อกันเป็นสายยาว มีน ้าตาล 2 ชนิดหรือมากกว่า ซึ่งหน่วยของมอนอแซ็กคาไรด์

ที่มาต่อกันนั้นส่วนใหญ่เป็น แอซิด ชูการ ์(acid sugar) เช่น กรดยูโรนิก ชนิด ดี-กลูคิวโรนิก แอซิด                                   

(D-glucuronic acid) และ แอล-ไอดูโรนิก แอซิด (L-iduronic acid) และน ้าตาลที่มีไนโตรเจน                        
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(N-containing sugar) เช่น เอ็น-แอซีทิลกลูโคซามีน(N-acetylglucosamine) หรือ เอ็น-แอซีทิลกา

แล็กโทซามีน(N-acetylgalactosamine) โดยน ้าตาลทั้งสองชนิดอาจจะมีหมู่ซัลเฟตอยู่ 1 ถึง 2 หมู่ 

(Kiernan, 1999; Lodish, 2001) 

 

 

5. ไกลโคซามิโนไกลแคน (Glycosaminoglycans: GAGs) 

5.1 องค์ประกอบของไกลโคซามิโนไกลแคน 

ไกลโคซามิโนไกลแคน ส่วนใหญ่ได้มาจากสัตว์โดยการสกัดและการท าบริสุทธิ์ แต่

ในปัจจุบันสารเหล่านี้สามารถสกัดจากกระบวนการดัดแปรทางเคมีหรือจากการสังเคราะห์ (Volpi 

and Maccari, 2006) ไกลโคซามิโนไกลแคนเป็นพอลิแซ็กคาไรด์สายยาวที่มีขนาดใหญ่ มีโครงสร้าง

เป็นสายตรง ไม่มีกิ่งซึ่งเกิดจากหน่วยซ้ าของไดแซ็กคาไรด์ (Gartner and Hiatt, 2001) คือ  

5.1.1  น้ าตาลแอมิโน (amino sugar) ได้แก่ เอ็น-แอซีทิล กลูโคซามีน และ เอ็น-แอ

ซีทิล กาแล็กโทซามีน  

5.1.2  กรดยูโรนิก (uronic acid) ได้แก่ กรดไอดูโรนิก (iduronic acid) และกรด-                        

กลูคูโรนิก (glucuronic acid) 

ไกลโคซามิโนไกลแคนส่วนใหญ่เป็นกรดที่มีประจุลบอยู่บนโมเลกุล ซึ่งเป็นผลมา

จากหมู่คาร์บอกซิล (carboxyl group) และหมู่ซัลเฟต (sulfate group) บนโมเลกุลของไดแซ็กคาไรด ์

5.2 การแบ่งกลุ่มของไกลโคซามิโนไกลแคน (ตารางที่ 1) 

5.2.1 กลุ่มที่ไม่มีซัลเฟต (non-sulfated group) ได้แก่ กรดไฮยาลูโรนิก ประกอบด้วย

หน่วยซ้ าของไดแซคคาไรด์มากกว่า 25,000 หน่วย จับกันด้วยพันธะนอน-โควาเลนต์ ไม่ได้เชื่อม       

ต่อด้วยพันธะโควาเลนต์กับแกนโปรตีนเหมือนไกลโคซมิโนไกลแคนตัวอ่ืน โดยสายของกรด-                  

ไฮยาลูโรนิกจับกับโมเลกุลโปรตีนด้วยโปรตีนเชื่อมต่อ ดังภาพที่ 6 

5.2.2 กลุ่มที่มีซัลเฟต (sulfated group) ประกอบด้วยหน่วยซ้ าของไดแซคคาไรด์น้อย

กว่า 300 หน่วย ได้แก่ เคราแทน ซัลเฟต (keratan sulfate) เฮพาแรน ซัลเฟต (heparan sulfate) เฮพา

ริน (heparin) คอนดรอยติน 4-ซัลเฟต (chondroitin 4-sulfate) คอนดรอยติน 6-ซัลเฟต (chondroitin 

6-sulfate) และ เดอร์มาแทน ซัลเฟต (dermatan sulfate) โดยไกลโคซามิโนไกลแคนในกลุ่มนี้จะจับ

กับโมเลกุลโปรตีนด้วยพันธะโควาเลนต์ในโครงสร้างโปรติโอไกลแคน ดังภาพที่ 6 
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ภาพท่ี 6  ลักษณะการเชื่อมกันระหว่างไกลโคซามิโนไกลแคนกับแกนโปรตีนและไฮยาลูโรแนน 
 
ท่ีมา:  Albert (2002)
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ตารางท่ี 1  ชนิดของไกลโคซามิโนไกลแคน 

GAGs 
Molecular mass 

(Da) 
Repeating disaccharides Sulfated amino sugar 

Covalent linkage    

to protein 
Location in body 

Hyaluronic Acid   107-108 Glucuronate and                               

N-acetylglucosamine   

None No Most connective tissue, 

synovial fluid, 

cartilage, dermis 

 

Keratan sulfate                                                                                                                                                                                                                                                           10,000-30,000 Galactose and  

N-acetylglucosamine                             

N-Acetylglucosamine Yes Cartilage, cornea, 

intervertebral disk 

 

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

N-acetylgalactosamine                                                                                  

N-Acetylgalactosamine Yes Blood vessels, lung, 

basal lamina      

       

Heparin                             

 

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

N-acetylglucosamine                                                                                                                                                                              

N-Acetylglucosamine No Mast cell granule, liver, 

lung, skin 

 

12 
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ตารางท่ี 1  (ต่อ) 

 

GAGs 
Molecular mass 

(Da) 
Repeating disaccharides Sulfated amino sugar 

Covalent linkage    

to protein 
Location in body 

Chondroitin         

4-sulfate    

 

Chondroitin        

6-sulfate 

 

Dermatan                                                        

10,000-30,000 

 

 

10,000-30,000 

 

 

10,000-30,000 

Glucuronate and                                       

N-acetylgalactosamine   

 

Glucuronate and                                       

N-acetylgalactosamine  

 

Glucuronate (or iduronate) and                        

N-acetylgatosamine                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     

N-Acetylgalactosamine 

 

 

N-Acetylgalactosamine 

 

 

N-Acetylgalactosamine 

Yes 

 

 

Yes 

 

 

Yes 

Cartilage, bone, cornea, 

blood vessels 

 

Cartilage, bone, cornea, 

blood vessels 

 

Heart valves, skin, 

blood vessels    

 
ท่ีมา:  Gartner and Hiatt (2001)

13 
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6. กรดไฮยาลูโรนิก (Hyaluronic acid; HA) 

 

6.1 องค์ประกอบของกรดไฮยาลูโรนิก 

 

กรดไฮยาลูโรนิกผลิตขึ้นตามธรรมชาติในร่างกายมนุษย์เป็นสารประเภทไกลโคซา-            

มิโนไกลแคน พอลิเมอร์สายยาวประกอบด้วยหน่วยของน้ าตาล 2 ชนิด คือ D-glucoronic acid 

(GlcA) และ N-acetylglucosamine (Glc-NAc) เรียงตัวสลับกัน (Kim et al., 2008) เชื่อมกันด้วย

พันธะ β (1-3) ไกลโคซิดิกและระหว่างไดแซคคาไรด์เชื่อมกันด้วยพันธะβ (1-4) ไกลโคซิดิก 

(Volpi and Maccari, 2006) ดังภาพที่ 7 เชื่อมกันมากกว่า 25,000 หน่วยของ ไดแซ็กคาไรด์ สามารถ

จับกับประจุบวกได้ดี เช่น K+, Na+ และ Ca2+ นอกจากนี้ยังมีหมู่ฟังก์ชัน กลุ่มคาร์บอกซิล และ เอ็น-

แอซีทิล ที่มีขั้วอยู่ในปริมาณสูงเมื่อละลายน้ า หมู่ฟังก์ชันเหล่านี้สามารถสร้างพันธะไฮโดรเจนกับ

โมเลกุลของน้ าได้ (Tlapak-Simmons et al., 1999) 

 

กรดไฮยาลูโรนิกหรือไฮยาลูโรเนต (เมื่ออยู่ในสารละลายที่มี pH เท่ากับในสิ่งมีชีวิต) 

มีลักษณะใส หนืด กรดไฮยาลูโรนิกโมเลกุลที่ยาวและขนาดใหญ่จะผลิตสารที่ให้ความหนืดสูง 

(สารหล่อลื่น) จะช่วยต้านการบีบอัดและช่วยข้อต่อและผิวหนังของเราในการรับน้ าหนัก ในปี ค.ศ.  

1934 Meyer และ Palmer ค้นพบกรดไฮยาลูโรนิก คร้ังแรกจากวุ้นตาของวัว (Weigel et al., 1997) 

ต่อมายังพบว่ากรดไฮยาลูโรนิกสามารถพบได้ที่ผิวหนังของสัตว์และมนุษย์   น้ าไขข้อและเอ็น สาย

สะดือ  ผิวหนังปลาฉลาม  หงอนของไก่และในเซลล์แบคทีเรีย  กรดไฮยาลูโรนิกท าหน้าที่หลาย

อย่าง เช่น cell adhesion, cell migration และ cell proliferation (Lee et al., 2000) ที่น่าสนใจอย่าง

มากคือ การควบคุมความชื้นในเนื้อเยื่อ เนื่องจากกรดไฮยาลูโรนิกมีความสามารถในการดูดเก็บน้ า

ได้ดี และยังมีหน้าที่ในการซ่อมแซมเนื้อเยื่อที่ได้รับบาดเจ็บ (Amstrong et al., 1997) จึงมีการน า

กรดไฮยาลูโรนิกมาประยุกต์ใช้ให้เกิดประโยชน์ทั้งในด้านการแพทย์  และในผลิตภัณฑ์เคร่ือง         

ส าอาง  
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ภาพท่ี 7  โครงสร้างของกรดไฮยาลูโรนิก 

 
ท่ีมา: Necas et al. (2011) 
 
 ในระยะแรก ๆ นั้นการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในทางการค้าส่วนใหญ่ผลิตได้โดยการ

สกัดจากหงอนของไก่  สายสะดือ และเน้ือเยื่อของสัตว์มีกระดูกสันหลัง ซึ่งวิธีการสกัด และท าให้

บริสุทธิ์นั้นค่อนข้างยากจึงท าให้ต้นทุนในการผลิตมีราคาแพง และในระหว่างขั้นตอนต่าง ๆ ใน          

การผลิตพบเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสที่สามารถย่อยกรดไฮยาลูโรนิกได้ ท าให้กรดไฮยาลูโรนิกที่            

ได้มีน้ าหนักโมเลกุลต่ า มีผลท าให้ความหนืด และคุณสมบัติในการกักเก็บน้ าลดลงไปด้วย                      

(Morita et al., 1991) 

 

6.2 คุณสมบัติของกรดไฮยาลูโรนิก 
 

คุณสมบัติทางชีวภาพของกรดไฮยาลูโรนิกประกอบด้วย การรักษาความหนืดและ

ความยืดหยุ่น (viscoelastic) ของของเหลวในเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน เช่น ของเหลวไขข้อ ของเหลวในลูก-

ตา การควบคุมความชุ่มชื้นของเนื้อเยื่อและการขนถ่ายของเหลว อีกทั้งยังมีบ ทบาทในการ              

แยกเซลล์และลดการอักเสบ มีความสามารถในการสร้างพันธะกับน้้าและเป็นสารหล่อลื่นในการ

เคลื่อนที่ของส่วนต่าง ๆ ในร่างกาย เช่น ข้อต่อและกล้ามเนื้อ กรดไฮยาลูโรนิก  ถูกน้ามาใช้ใน

ผลิตภัณฑ์ดูแลผิว เนื่องจากกรดไฮยาลูโรนิกมีความสามารถในการเข้ากันได้ดีกับร่างกายของ

สิ่งมีชีวิต (biocompatibility) และไม่ก่อให้เกิดอาการแพ้ (non-immunogenicity) จึงสามารถน้ามา

ประยุกต์ใช้ทางการแพทย์ได้ เช่น น้ามาใช้กับผู้ป่วยที่เป็นโรคไขข้ออักเสบ เพื่อเพิ่มความสามารถ

ในการหล่อลื่นบริเวณข้อต่อ เป็นตัวช่วยในการรักษาและการฟื้นฟูจากบาดแผลผ่าตัด ใช้ใน
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ผลิตภัณฑ์เคร่ืองส้าอาง เพื่อเพิ่มความชุ่มชื้นให้แก่ผิว นอกจากนั้นกรดไฮยาลูโรนิกยังสามารถท้า

หน้าที่เป็นสารตัวพาในการน้ายาเข้าสู่ร่างกาย (Necas et al., 2008) 

 

6.3 การสกัดกรดไฮยาลูโรนิก 
 

Swann (1968) ศึกษาการเตรียมและคุณสมบัติของกรดไฮยาลูโรนิกจากหงอนไก่พันธุ์ 

White leghorn และ Rhode island white โดยสกัดกรดไฮยาลูโรนิกด้วยวิธีการสกัดอย่างต่อเนื่อง 

ออกเป็น 4 Fractions โดย Fraction l สกัดด้วยน้ ากลั่น Fraction 2 ได้จากการน าตะกอนในส่วนแรก

จากการเหวี่ยงแยกมาบดและสกัดด้วยน้ ากลั่น น าตะกอนจาก Fraction 2 มาสกัดด้วยสารละลาย

เกลือโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 1 โมลาร ์ได้เป็น Fraction 3 น าตะกอนจาก Fraction 3 ละลายใน 

สารละลายทริส บัฟเฟอร์และย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์โพรเนส (Pronase) พบว่า Fraction 2 ที่มีการ

บดและใช้น้ ากลั่นในการสกัด ได้ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกสูงสุดและการใช้สารละลายเกลือโซเดียม

คลอไรด์ 1 โมลาร์และเอนไซม์โพรเนสเป็นการช่วยสกัดกรดไฮยาลูโรนิกที่ยังเหลืออยู่ในหงอนไก่

ออกมา ซึ่งผลได้คิดเป็นปริมาณร้อยละของกรดไฮยาลูโรนิกทั้งหมดที่สกัดได้คือร้อยละ 6 ของ

หงอนไก่แห้ง  

 

Sahu and Lynn (1978) สกัดกรดไฮยาลูโรนิกจากสารคัดหลั่งจากปอดของผู้ป่วยโรค

หอบหืดรุนแรงในช่วงอายุ 22 – 34 ปี โดยก าจัดไขมันออกจากตัวอย่างด้วยคลอโรฟอร์มต่อเมทา

นอล    (2 : 1, v/v) และย่อยด้วยเอนไซม์โพรเนส เติมกรดไทรคลอโรแอซีติกในรูปของแข็งจนได้

ความเข้มข้นร้อยละ 5 (w/v) หมุนเหวี่ยงเพื่อแยกตะกอน ล้างตะกอนด้วยกรดไทรคลอโรแอซีติก

ความเข้มข้นร้อยละ 5 และตกตะกอนไกลโคซามิโนไกลแคนด้วยเอทานอลที่ประกอบด้วยกรด-                              

แอซีติกร้อยละ 1 (v/v) และโพแทสเซียมแอซีเทตร้อยละ 1 (w/v) ปริมาตร 3 เท่าของสารละลาย                     

เดิม เก็บสารละลายที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสและหมุนเหวี่ยง ล้างตะกอนด้วยเอทานอลและท า

แห้ง เติมซิทิลไพริดีเนียมคลอไรด์ร้อยละ 10 ใน 0.03 โมลาร์ของโซเดียมซัลเฟต (Na2SO4) ลงไปใน

ตัวอย่างที่ได้จากการท าแห้งจนได้ความเข้มข้นสุดท้ายร้อยละ 1 หมุนเหวี่ยงแยกตะกอนและล้าง

ตะกอนด้วยน้ าเปล่าเพื่อแยกซิทิลไพริดีเนียมคลอไรด์ แยกสารประกอบเชิงซ้อนด้วยโพแทสเซียม

คลอไรด์ (KCl) เข้มข้น 2 โมลาร์ ตามด้วย เอทานอล : น้้า : กรดแอซีติก (อัตราส่วน 24 : 7 : 1, v/v/v) 
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ปริมาตร 10 เท่าของสารละลายเดิม หมุนเหวี่ยงแยกตะกอนแล้วล้างส่วนตะกอนด้วยเอทานอลและ

น าไปท าแห้ง ปริมาณไกลโคซามิโนไกลแคนที่สกัดได้มีปริมาณ 2-3 มิลลิกรัมจาก 100 มิลลิกรัม

ของสารคัดหลั่งจากปอดของผู้ป่วย ซึ่งไกลโคซามิโนไกลแคนส่วนใหญ่ที่สกัดได้จะพบอยู่ในส่วน

ของเหลวมากกว่าส่วนที่ตกตะกอนที่ได้จากขั้นตอนการสกัด 

 

 Mizuno et al.  (1990) ศึกษาความหนืดของกรดไฮยาลูโรนิกจากลูกตาของปลาทูน่า

ครีบเหลืองในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 0.5 M โดยใช้ด้วยเคร่ืองวัดความหนืด Ubbelohde 

พบว่าความหนืดภายใน (intrinsic viscosity,  ) มีค่าเท่ากับ 10.85 dl/g ความหนืดเฉลี่ยที่ค านวณได้

เท่ากับ 5.6 x 105 จากสมการ [ ]  = 0.036 x M0.78 ที่แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความหนืดภายใน 

กับน้ าหนักโมเลกุล (M) ของกรดไฮยาลูโรนิก ค่าคงที่ของการตกตะกอนของกรดไฮยาลูโรนิกจาก

ลูกตาของปลาทูน่าครีบเหลืองค านวณได้เท่ากับ 7.2 ซึ่งสูงกว่าที่สกัดได้จากหงอนของไก่  

 

Lago et al. (2005) ศึกษาการแยก การท าให้บริสุทธิ์และสมบัติของกรดไฮยาลูโรนิก   

ที่สกัดจากสายสะดือคน โดยการแยกกรดไฮยาลูโรนิกปรับจากวิธีของ Balazs (1979) โดย Lago 

และคณะกล่าวว่าไม่เคยมีการรายงานการใช้สารละลายแคลเซียมคลอไรด์และการก าจัดกรด

นิวคลิอิกและนิวคลิโอไทด์ด้วยเอทานอลร้อยละ 25 ซึ่งวิธีนี้เป็นวิธีใหม่ที่เหมาะในการแยกกรดไฮ

ยาลูโรนิกจากสายสะดือ เพราะเมื่อน ากรดไฮยาลูโรนิกไปศึกษาดูองค์ประกอบและลักษณะต่าง ๆ 

ด้วยวิธีทางเคมี พบว่ากรดไฮยาลูโรนิกที่สกัดได้มีลักษณะใกล้เคียงกับกรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐาน 

 

Rosa et al.  (2007) ได้ศึกษาการสกัดและการวิเคราะห์ปริมาณและการหามวลโมลาร์

(molar mass)ของกรดไฮยาลูโรนิกจากหงอนของไก่โดยใช้ไก่อายุ 48 วัน สัดส่วนตัวผู้ต่อตัวเมีย

เท่ากับ 50 ต่อ 50 ซึ่งสกัดด้วย สารละลายบัฟเฟอร์และเอนไซม์ปาเปน (papain) ที่ 60 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมงและตกตะกอนกรดไฮยาลูโรนิกด้วยซิทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ พบว่าสามารถ

สกัดกรดไฮยาลูโรนิกได้ 14.9 ไมโครกรัมเฮกซูโรนิกแอซิดต่อมิลลิกรัมน้ าหนักแห้งของหงอนไก่ 

(วิเคราะห์กรดไฮยาลูโรนิกด้วยวิธีคาร์บาโซล) และมีมวลโมลาร์ประมาณ 1.27 x 106 ดาลตัน 
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Amagai et al.  (2009) ท าการพัฒนากระบวนการสกัดกรดไฮยาลูโรนิกจากลูกตาของ

ปลาทูน่าตาโต พบว่าได้กรดไฮยาลูโรนิกปริมาณ 10.5 มิลลิกรัมจากลูกตาปลาทูน่า 1 ลูกและ 0.42 

กรัม ต่อ 1 ลูกบาศก์เดซิเมตรของน้ าเลี้ยงลูกตาปลาทูน่า ซึ่งปริมาณที่ได้นี้สูงกว่าในการทดลอง             

ก่อน ๆ คือ 0.13 กรัมต่อ 1 ลูกบาศก์เดซิเมตร จากน้ าเลี้ยงลูกตา ส าหรับวิธีการเดิมที่เคยใช้ในการ

สกัด เมื่อได้น้ าเลี้ยงจากลูกตา น้ าเลี้ยงจะปนเปื้อนด้วยเลือดและไขมัน จากการแช่แข็งวัตถุดิบและ

ท าละลายน้ าแข็ง ท าให้เสียเวลาในการน าสิ่งที่ปนเปื้อนเหล่านี้ออก วิธีการที่ปรับปรุงใหม่นี้แยกน้ า

เลี้ยงออกจากลูกตาในสภาพที่แช่แข็งอยู่ ดังนั้นจะได้น้ าเลี้ยงที่มีสิ่งปนเปื้อนน้อย ซึ่งช่วยท าให้เวลา

ในการสกัดและท าบริสุทธิ์สั้นลง อีกทั้งยังหลีกเลี่ยงการเปลี่ยน  แปลงของกรดไฮยาลูโรนิกจาก

ความร้อนและสารเคมีในระหว่างการสกัด กรดไฮยาลูโรนิกที่ได้  จากการปรับปรุงกระบวนการ

สกัดจะใช้เวลาในการสกัดเพียงคร่ึงหนึ่งของการสกัดแบบเดิม น้ าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโร

นิกที่ได้จากการปรับปรุงกระบวนการสกัดเท่ากับ 1.04 x 106 ซึ่งใกล้เคียงกับกรดไฮยาลูโรนิกจาก

หงอนของไก่และ Streptrococcus zooepidemicus 

 

7. การวิเคราะห์กรดไฮยาลูโรนิก  

 

7.1 วิธีวิเคราะห์ในรูปกรดยูโรนิกโดยใช้วิธีคาร์บาโซล 

 

 การวิเคราะห์ด้วยวิธีคาร์บาโซลอาศัยหลักการที่กรดซัลฟิวริกเข้มข้นจะเข้าไปสลาย

องค์ประกอบที่เป็นไดแซคคาไรด์ของไกลโคซามิโนไกลแคนให้กลายเป็นมอนอแซ็กคาไรด์ ซึ่ง

สามารถท าปฏิกิริยากับคาร์บาโซลเกิดเป็นอนุพันธุ์ที่มีสีสามารถวัดค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) 

ที่ความยาวคลื่น530 นาโนเมตร และวิเคราะห์ปริมาณกรดยูโรนิกได้ โดยการเทียบกับกราฟ

มาตรฐานที่ใช้ ดี-กลูคิวโรโนแลกโทน (D-glucuronolactone) เป็นสารมาตรฐาน สามารถวิเคราะห์

ปริมาณของกรดยูโรนิกได้ในช่วง 200 นาโนกรัมถึง 20 ไมโครกรัม (Bitter and Muir, 1962; 

Kosakai and Yosizawa, 1979; Beaty and Mello, 1987; Chaplin and Kennedy, 1987; Venkatesan et 

al., 2000) 
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 Sahu and Lynn (1978) วิเคราะห์ปริมาณไกลโคซามิโนไกลแคนที่สกัดจากสารคัด-

หลั่งจากปอดในผู้ป่วยโรคหอบหืด ด้วยวิธีคาร์บาโซล พบว่ากรดไฮยาลูโรนิกมีส่วนประกอบโดย

น้ าหนักคือกรดเฮกซูโรนิกร้อยละ 48.8  เฮกโซซามีนร้อยละ 41.6 และกรดแอมิโนร้อยละ 3 ซึ่ง                  

ในเฮกโซซามีนเป็นกลูโคซามีน ร้อยะ 98 ส่วนที่เหลือคือกาแล็กโทซามีน 

 

 Rosa et al.  (2007) ศึกษาการสกัดและวิเคราะห์ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่สกัดจาก

หงอนของไก่อายุ 48 วันด้วยวิธีคาร์บาโซล พบว่ากรดไฮยาลูโรนิกที่สกัดได้มีความเข้มข้น 14.9 

ไมโครกรัมของกรดเฮกซูโรนิกต่อมิลลิกรัมหงอนไก่แห้ง เมื่อเทียบกับ Nakano และ Sim (1989)                 

ที่สกัดจากหงอนของไก่ที่มีอายุ 52 สัปดาห์ สามารถสกัดได้ถึง 42.1 ไมโครกรัมกรดเฮกซูโรนิก                

ต่อ 1 มิลลิกรัมหงอนไก่แห้ง  

 

7.2 วิธีวิเคราะห์ด้วยอิเล็กโทรโฟรีซีส (Electrophoresis) 

 

 อิเล็กโทรโฟรีซีส (electrophoresis) เป็นเทคนิคการแยกและวิเคราะห์สารด้วยประจุ

ของสาร นั้น ๆ ในสนามไฟฟ้า ในทางชีวเคมี ชีววิทยาระดับโมเลกุลและเทคโนโลยีชีวภาพ นิยมใช้

เทคนิคน้ีในการแยกและวิเคราะห์สมบัติของพอลิเมอร์ชีวภาพ ได้แก่ โปรตีน (protein) กรดดีออกซี

ไรโบนิวคลิอิกหรือดีเอ็นเอ (deoxyriboneucleic acid, DNA) และกรดไรโบนิวคลิอิกหรืออาร์เอ็นเอ 

(ribonucleic acid, RNA) เทคนิคนี้มีความสามารถในการจ าแนกสารตัวอย่างได้สูง สามารถจ าแนก

ชีวโมเลกุลที่มีประจุหรือมวลแตกต่างกัน แม้เพียงเล็กน้อยได้ และสามารถประยุกต์ในงานด้าน              

ต่าง ๆ ได้มาก จึงได้รับความนิยมอย่างแพร่หลาย (สุกัญญา, 2549) ระดับความเข้มข้นในการตรวจ

วิเคราะห์ไกลโคซามิโนไกลแคนด้วยวิธีนี้อยู่ในช่วงน้อยกว่า 0.1 ถึง 1 ไมโครกรัม (Volpi and 

Maccari, 2006) การวิเคราะห์ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในแบบต่าง ๆ  แสดงในตารางที่  2
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ตารางท่ี 2  เทคนิคทางอิเล็กโทรโฟรีซีสและสภาวะในการวิเคราะห์ของพอลิแซ็กคาไรด์และอนุพันธ์ของพอลิแซ็กคาไรด์ 

 

Electrophoretic technique Limit of detection GAGs detected Procedure Application 

Cellulose acetate 

 

Nitrocellulose 

 

Agarose-gel 

 

Agarose-gel 

 

 

Agarose-gel 

 

 

 

0.001 – 1 µg (alcian blue) 

 

0.1 – 0.3 µg (azur-A) 

 

>0.1 µg (toluiodine blue) 

 

>1 µg (precipitation in 

cetyltrimethylammonium 

bromide) 

0.1 µg (alcian 

blue/toluiodine blue) 

 

 

HA, HA, CSA, DS, KS, 

Hep 

HA, CS, DS, SMHep, 

HS/FMHep 

CS, DS, SMHep, 

HS/FMHep 

CS, DS, SMHep, 

HS/FMHep 

 

Nonsulfated GAGs, CS, 

DS, SMHep, 

HS/FMHep 

 

Discontinuous separation by 

using increasing % of ethanol 

Continuous separation 

 

Discontinuous separation by 

using two different buffers 

GAGs fixed in the agarose-gel 

and recovered 

 

Blothing GAGs on membrane 

after electrophoretic separation 

and immunodetection by 

antibodies 

Evaluation of GAGs in mixtures 

and purity of single GAGs 

Evaluation of GAGs in mixtures 

and purity of single GAGs 

Evaluation of GAGs in mixtures 

and purity of single GAGs 

Evaluation of the structure and 

properties of GAGs 

 

Evaluation of the nature of GAGs 

 20 
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ตารางท่ี 2  (ต่อ) 

 

Electrophoretic technique Limit of detection GAGs detected Procedure Application 

Agarose-gel 

 

 

Agarose-gel 

 

 

 

Polyacrylamide gel 

(PAGE) 

 

Polyacrylamide gel 

(PAGE) 

Approximately 0.001 µg 

(azur-A/ammoniacal 

silver) 

0.01 µg (toluiodine 

blues/Stains-All) 

 

 

0.05 µg (alcian 

blue/ammoniacal silver) 

0.001 µg (azur-

A/ammoniac silver) 

HA, CS,DS, KS, HS, 

Hep 

 

Nonsulfated GAGs, CS, 

DS, SMHep, 

HP/FMHep 

 

HA, CS, DS, HS, Hep 

 

Oligosaccharide from 

HA, CS, DS, HS, Hep 

Sequential staining by means 

azur-A and ammoniacal silver 

 

Sequential staining by means 

toluidine blue and Stain-All 

 

 

Discontinuous or continuous 

separation of single GAGs 

Discontinuous separation of 

GAG oligosaccharides 

 

Evaluation of GAGs in mixtures 

and purity of single GAGs 

 

Evaluation of GAGs in mixtures 

and purity of single GAGs, 

Determination of The nature of 

GAGs 

Evaluation of the molecular mass 

and distribution of single GAGs 

Evaluation of the structure and 

properties of GAGs 

 

 21 
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ตารางท่ี 2  (ต่อ) 

 

Electrophoretic technique Limit of detection GAGs detected Procedure Application 

High-performance capillary 

electrophoresis (HPCE) 

 

High-performance capillary 

electrophoresis (HPCE) 

 

Fluorophore-assisted 

carbohydrate 

electrophoresis (FACE) 

0.03 µg (detection at                  

230 nm) 

 

Depends on the 

technique 

 

Approximately 0.005 µg 

Nonsulfated GAGs, 

LPS 

 

GAGs disaccharide and 

oligosaccharide 

 

Disaccharide and 

oligosaccharide from 

HA, CS, DS, KS, HS, 

Hep and bacterial 

polysaccharide 

Electrokinetic chromatography 

with sodium dodecyl sulfate 

 

Depends on technique 

 

 

Separation of labeled 

derivatives based on a PAGE 

Quantitative evaluation and 

determination of some properties 

of nonsulfated GAGs 

Quantitative evaluation and 

determination of the structure and 

properties of GAGs 

Determination of the fine 

structure and properties of GAGs 

 

ท่ีมา: Volpi and Maccari, (2006) 
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7.2.1 อิเล็กโทรโฟรีซีสแบบเซลลูโลสแอซีเทต (cellulose acetate electrophoresis) 

 

การแยกสารกลุ่มพอลิแซ็กคาไรด์ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสแบบเซลลูโลสแอ-                   

ซีเทต มีการพัฒนาน าเอาแผ่นเซลลูโลสแอซีเทต (cellulose acetate membrane) มาใช้เป็นตัวกลาง     

ค้ าจุนหมู่ไฮดรอกซิลของเซลลูโลสส่วนมากจะถูกเปลี่ยนเป็นหมู่แอซีเทต จึงไม่ดูดซับสารชีว -

โมเลกุลเป็นการเพิ่มความสามารถในการแยกสารชีวโมเลกุลได้ดีขึ้นโดยผลการแยกจะปรากฏเป็น

แถบแคบ ๆ เทคนิคนี้ท าได้รวดเร็วโดยใช้เพียงความต่างศักย์ไฟฟ้าต่ า ๆ (สุกัญญา, 2549) 

 

 Mizuno et al.  (1990) ได้ทดสอบตัวอย่างกรดไฮยาลูโรนิกที่สกัดได้จากลูกตา

ปลาทูน่าครีบเหลืองด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีส 2 มิติ โดยใช้แผ่นเซลลูโลสแอซีเทต ขนาด                       

10 x 10 เซนติเมตร พบว่า ต าแหน่งการเคลื่อนที่ของตัวอย่างบนอิเล็กโทรโฟรีซีส 2 มิติสอดคล้อง

กับกรดไฮยาลูโรนิก จึงสามารถยืนยันได้ว่าตัวอย่างบริสุทธิ์ที่ได้จากลูกตาปลาทูน่าครีบเหลืองคือ

กรดไฮยาลูโรนิก 

 

 Nakano et al.  (2002) ทดสอบการเคลื่อนที่ของกรดไฮยาลูโรนิกจากเยื่อเปลือก

ไข่ที่ใช้เอนไซม์ปาเปนในการย่อยด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสแบบเซลลูโลสแอซีเทต พบว่าการ

เคลื่อนที่ของตัวอย่างบนแผ่นเซลลูโลสแอซีเทต แสดงให้เห็นแถบออกมา 2 แถบ โดยแถบแรกมี

การเคลื่อนที่ช้าและอยู่ใกล้กับแถวของกรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐาน ส่วนอีกแถบที่เคลื่อนที่เร็วจะเห็น

อยู่ระหว่างแถบของสารมาตรฐานของกรดไฮยาลูโรนิกกับเดอร์มาแทนซัลเฟต แถบที่เคลื่อน ที่ช้า

จะหายไปเมื่อย่อยตัวอย่างด้วยเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส จาก Steptomyces และเช่นเดียว กับแถบที่

เคลื่อนที่เร็วจะไม่ปรากฎแถบดังกล่าวเมื่อใช้เอนไซม์คอนดรอยติเนส ABC ในการย่อยสารสกัด 

ดังนั้นสารสกัดจากเยื่อเปลือกไข่คือกรดไฮยาลูโรนิก คอนดรอยตินซัลเฟตและเดอร์มาแทนซัลเฟต 

 

 Amagai et al. (2009) ใช้วิธี cellulose acetate membrane electrophoresis 

ทดสอบการเคลื่อนที่ของตัวอย่างที่สกัดได้จากลูกตาปลาทูน่าตาโตโดย พบว่าการเคลื่อนที่ของ

กรดไฮยาลูโรนิกเป็นไปในทางเดียวกันกับการเคลื่อนที่ของกรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐานและใช้

เหตุผลในการยืนยันเอกลักษณ์ของกรดไฮยาลูโรนิกที่สกัดได้ 
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7.3 วิธีวิเคราะห์โดยใช้ฟูเรียทรานสฟอร์มอินฟราเรด สเปกโทรสโคปี (Fourier 

transform infrared spectroscopy)  

 

 เคร่ืองมือทางสเปกโทรสโคปีเป็นเทคนิคที่ใช้ศึกษาธรรมชาติทางเคมีของสาร โดย

อาศัยการฉายแสงอินฟราเรดในช่วง เลขคลื่น ที่สนใจไปยังตัวอย่างแล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่

เกิดขึ้นในช่วงคลื่นที่สนใจ (วิชัย และคณะ, 2526) พลังงานที่ดูดกลืนเข้าไปจะไปท าให้เกิดการ

เปลี่ยนสภาวะการสั่นของพันธะโมเลกุลจากสภาวะพื้นไปสู่การสั่นที่สภาวะกระตุ้น เนื่องจ าก

สารอินทรีย์แต่ละชนิดประกอบด้วยหมู่ฟังก์ชันแตกต่างกัน ดังน้ันการดูดกลืนพลังงานเพื่อท าให้เกิด

การเปลี่ยนสภาวะการสั่นจึงแตกต่างกันตามไปด้วย (เย็นหทัย, 2549) ช่วงคลื่นอินฟราเรดที่ถูก

น ามาใช้มากอยู่ในช่วง 4000 – 670 cm-1 เป็นช่วงที่มีประโยชน์มากที่สุดในการวิเคราะห์ทางเคมี 

เป็นช่วงทีม่ีความถี่ตรงกับความถี่ของการสั่นของพันธะโควาเลนต์ในโมเลกุลของสาร การสั่น  หรือ

การหมุน  ของพันธะของโมเลกุลจะท าให้เกิดการจัดเรียงตัวใหม่ในรูปแบบต่าง ๆ เช่น การยืดออก 

การบิดงอ  แถบการดูดกลืนจะให้ข้อมูลเกี่ยวกับการวิเคราะห์เชิงคุณภาพและปริมาณของหมู่

ฟังก์ชันและข้อมูลที่เกี่ยวกับโครงสร้างของโมเลกุลในรูปแบบสเปกตรัม (นิพนธ์และคณิตา, 2547) 

ประโยชน์เด่นชัดของเทคนิคนี้ คือ สามารถบอกหมู่ฟังก์ชันในโมเลกุลของสารประกอบ ซึ่ง

สารประกอบแต่ละชนิดมีสเปกตรัมที่จ าเพาะที่บ่งบอกลายพิมพ์ (fingerprint) ของสารนั้น ๆ (อรทัย, 

2546) 

 

Servaty et al. (2001) ได้น าวิธีการวิเคราะห์ด้วยฟูเรียทรานสฟอร์มอินฟราเรด 

สเปกโทรสโคปี เทคนิค ATR (Attenuated Total Reflectance) มาใช้ในการศึกษาสมบัติการจับ

กับน ้าของกรดไฮยาลูโรนิกและคอนดรอยตินซัลเฟตที่เป็นองค์ประกอบที่ส าคัญในกระดูกอ่อน 

 

 Rosa et al. (2007) ท าการวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันเพื่อบ่งชี้และระบุเอกลักษณ์ของสาร

สกัดกรดไฮยาลูโรนิกจากหงอนของไก่อายุ 48 วันด้วยวิธี FT-IR เทียบกับกรดไฮยาลูโรนิก

มาตรฐาน พบว่าสเปกตรัมของกรดไฮยาลูโรนิกที่สกัดได้มีลักษณะเหมือนกับกรดไฮยาลูโรนิก

มาตรฐาน จึงสามารถบ่งชี้ว่าสารสกัดที่ได้นั้นเป็นกรดไฮยาลูโรนิก 
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อุปกรณ์และวิธีการ 

 

อุปกรณ์ 

  

1. วัตถุดิบ 

 

1.1 ลูกตาของปลานิลจากตลาดคลองเตย ซึ่งปลานิลที่เป็นวัตถุดิบมีขนาด 1 กิโลกรัมต่อตัว 

 

1.2 ลูกตาปลาทูน่าพันธุ์ท้องแถบแช่แข็ง ได้รับความอนุเคราะห์จาก บริษัท ไทยรวมสิน

พัฒนาอุตสาหกรรม จ ากัด มีขนาดประมาณ 3 กิโลกรัมต่อตัว 

 

2. สารเคมี 

 
2.1 สารเคมีส าหรับวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี 

 
2.1.1 กรดซัลฟิวริกเข้มข้น (Sulfuric acid, Merck) 

2.1.2 กรดบอริก (Boric acid, Merck) 

2.1.3 กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid, Ajax) 

2.1.4 คอปปเปอร์ (II) ซัลเฟต (Copper (II) sulfate, Fisher) 

2.1.5 โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide, Ajax) 

2.1.6 พอแทสเซียมซัลเฟต (Potassium sulfate, Merck) 

2.1.7 ปิโตรเลียม อีเทอร์ (Petrolium ether, Fisher) 

2.1.8 เมธิลเรด (Methyl red, Pacreac) 

2.1.9 โบรโมครีซอล กรีน (Bromocresol green, Ajax) 
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2.2 สารเคมีส าหรับสกัดกรดไฮยาลูโรนิก 
 

2.2.1 เฮกซะเดซิลไพริดีเนียม คลอไรด์ โมโนไฮเดรตหรือ ซิทิลไพริดีเนียมคลอไรด์ 

(Hexadecyl pyridinium chloride, Fluka) 

2.2.2 โซเดียมคลอไรด์ (Sodium chloride, Ajax) 

2.2.3 โพแทสเซียมแอซีเทต (Potassium acetate, Sigma-Aldrich) 

2.2.4 เอทานอลบริสุทธิ์ (99.99% Ethanol, Merck) 

2.2.5 Trizma®  base  

2.2.6 เอนไซม์ปาเปน (Papain; EC 3.4.22.2, Sigma-Aldrich) 

2.2.7 กรดไทรคลอโรแอซีติก  (Trichloroacetic acid, Fisher) 

2.2.8 แอซีโทน (Acetone, Fisher) 

 
2.3 สารเคมีส าหรับวิเคราะห์ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก 

 
2.3.1 คาร์บาโซล (Carbazole, Fluka) 

2.3.2 โซเดียมเททระบอเรต (Sodium tetraborate, Ajax) 

2.3.3 กรดซัลฟิวริกเข้มข้น (Sulfuric acid, Merck) 

2.3.4 เอทานอลบริสุทธิ์ (99.99% Ethanol, Merck) 

2.3.5 ดี-กลูคิวโรโนแลกโทน (D-glucuronolactone, Fluka) 

 
2.4 สารเคมีส าหรับวิเคราะห์สมบัติของกรดไฮยาลูโรนิก 

 
2.4.1 กรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐาน (Sodium salt hyaluronate, Sigma-Aldrich) 

2.4.2 ไพริดีน (Pyridine, Ajax) 

2.4.3 กรดแอซีติก (Acetic acid, Merck) 

2.4.4 โซเดียม เอไซด์ (Sodium azide, Ajax) 

2.4.5 สีย้อมอัลเชียน บลู 8 จีเอ็กซ์ (Alcian blu 8 GX, Sigma-Aldrich) 

2.4.6 เอทานอลบริสุทธิ์ (99.99% Ethanol, Merck) 
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3. อุปกรณ์และเครื่องมือ 

 

3.1 อุปกรณ์และเคร่ืองมือส าหรับการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี 

 

3.1.1 ถ้วยอลูมิเนียมส าหรับหาความชื้น 

3.1.2 เคร่ืองย่อยโปรตีน (Digestion Unit K-435, Buchi) 

3.1.3 หลอดย่อยโปรตีน (Digestion Unit K-435, Buchi) 

3.1.4 เคร่ืองกลั่นวิเคราะห์โปรตีน (Disstillation Unit B-324, Buchi) 

3.1.5 เคร่ืองดักจับไอกรด (Scrubber B-414, Buchi) 

3.1.6 อุปกรณ์ไทเทรต 

3.1.7 ถ้วยกระเบื้องเคลือบ 

3.1.8 ตู้อบลมร้อนควบคุมอุณหภูมิ (Memmert) 

3.1.9 เตาเผาไฟฟ้าปรับและควบคุมอุณหภูมิ (Muffle Furnace size 3, Gallenkamp) 

3.1.10 เคร่ืองวิเคราะห์ไขมัน (Soxtec System HT 1043 Extraction Unit, Tecator) 

3.1.11 Thimble ส าหรับวิเคราะห์ไขมัน 

3.1.12 เคร่ืองชั่งทศนิยม 2 ต าแหน่ง (Precission Advanced, Ohaus)  

3.1.13 เคร่ืองชั่งทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Analytical Plus, Ohaus) 

3.1.14 โถดูดความชื้น 

3.1.15 กระดาษกรองเบอร์ 1 และ 4 (Whatman) 

3.1.16 Glass bead 

3.1.17 อุปกรณ์เคร่ืองแก้ว 

3.1.18 เคร่ืองปั่นผสมอาหาร (HR2011/70, Philips) 

3.1.19 ตูแ้ช่แข็ง  
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3.2 อุปกรณ์และเคร่ืองมือส าหรับสกัดกรดไฮยาลูโรนิก 

 

3.2.1 เคร่ืองหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ  (Sorval RC 5C Plus Superspeed 

Centrifuge, Sorvall) 

3.2.2 อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Edelstahl, Post Frei และ BS-11, Lab Companion) 

3.2.3 เคร่ืองชั่งทศนิยม 2 ต าแหน่ง (Precission Advanced, Ohaus)  

3.2.4 เคร่ืองชั่งทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Analytical Plus, Ohaus) 

3.2.5 เคร่ืองกวนควบคุมอุณหภูมิและความเร็วรอบ (MSH basic, Yellowline) 

3.2.6 เคร่ืองผสมสาร (VX 100, Labnert) 

3.2.7 ถุงไดแอลิซิส (ขนาดรูพรุน 6,000 – 8,000 ดาลตัน, Cellu Sep) 

3.2.8 ตู้แช่เย็น 

 

3.3 อุปกรณ์และเคร่ืองมือส าหรับวิเคราะห์ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก 

 

3.3.1 อุปกรณ์เคร่ืองแก้ว 

3.3.2 อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Edelstahl, Post Frei และ BS-11, Lab Companion) 

3.3.3 เคร่ืองผสมสาร (VX 100, Labnert) 

3.3.4 เคร่ืองวัดค่าการดูดกลืนแสง (Genesis 10 series, Thermo) 

 

3.4 อุปกรณ์และเคร่ืองมือส าหรับวิเคราะห์สมบัติของกรดไฮยาลูโรนิก 

 

3.4.1 เคร่ืองวัดพีเอช (pH-Vision 6071, Jenco) 

3.4.2 เคร่ืองอิเล็กโทรโฟรีซีสแบบเซลลูโลสแอซีเทต (Titan Plus, Helena 

Laboratories) 

3.4.3 แผ่นเซลลูโลสแอซีเทต (Titan III, Helena Laboratories) 

3.4.4 ตู้อบลมร้อนควบคุมอุณหภูมิ (Memmert) 

3.4.5 เคร่ืองฟูเรียทรานสฟอร์มอินฟราเรด สเปกโทรมิเตอร์ (Tensor 27, Bruker) 
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3.4.6 แผ่นแก้วแบเรียมฟลูออไรด์ 

3.4.7 เคร่ืองเป่าแห้งชนิดลมเย็น 

3.4.8 กระดาษเช็ดเลนส์ (Kimwipes, Kimtech) 

 

วิธีการ 

 

1. การหาน  าหนักลูกตาและปริมาณน  าเลี ยงในลูกตาปลานิลและปลาทูน่าท้องแถบ 

 

แยกลูกตาออกจากหัวปลา น ามาล้างท าความสะอาดบรรจุถุงพลาสติกแล้วน าไปเก็บแช่แข็ง

ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส หลังจากแช่แข็งประมาณ 1 – 2 วัน น าตัวอย่างลูกตาปลานิลและปลาทู

น่าท้องแถบที่แช่แข็งมาชั่งน้ าหนักเร่ิมต้นเพื่อค านวณเป็นร้อยละของลูกตาปลาเทียบกับน้ าหนักตัว

ปลา ตัดแยกเอาส่วนน้ าเลี้ยงลูกตา (vitreous humor) ซึ่งเป็นก้อนใสคล้ายวุ้นที่อยู่ในสภาพแช่แข็ง 

น าไปชั่งน้ าหนักบันทึกน้ าหนักลูกตาแต่ละลูก เพื่อค านวณเป็นร้อยละของน้ าเลี้ยงลูกตาเทียบกับ

น้ าหนักลูกตาปลา โดยใช้ลูกตาปลานิลและปลาทูน่าท้องแถบจ านวน 67 ลูกและ 42 ลูก ตามล าดับ 

และวิเคราะห์องค์ ประกอบทางเคมีในส่วนของลูกตาปลาและน้ าเลี้ยงลูกตา  

 

2. การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของลูกตาของปลานิลและปลาทูน่าท้องแถบ 

 

สุ่มตัวอย่างลูกตาและน้้าเลี้ยงลูกตา (ก้อนใส ๆ คล้ายวุ้น) ปลานิลสดจ้านวน 40 ลูกและปลา

ทูน่าท้องแถบจ้านวน 30 ลูก ตามวิธีในข้อ 1 มาวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี ได้แก่ ปริมาณ

ความชื้น โปรตีน ไขมันและเถ้า โดยวิธีการของ AOAC (1999) (ภาคผนวก ก) ส่วนปริมาณของ

คาร์โบไฮเดรตจะได้จากการค านวณดังนี้ 

 

% คาร์โบไฮเดรต = 100 – (% ความชื้น + % เถ้า + % โปรตีน + % ไขมัน) 
 

 โดยน้าตัวอย่างลูกตามาบดผสมแล้วสุ่มตัวอย่างจ้านวน 3 ตัวอย่าง เพื่อวิเคราะห์

องค์ประกอบทางเคมีดังกล่าวข้างต้น 
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3. การสกัดกรดไฮยาลูโรนิกจากลูกตาปลา 

 

 น าลูกตาปลาไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แยกเอาส่วนน้ า

เลี้ยงลูกตาในสภาพที่เป็นของแข็ง ปล่อยให้เกิดการละลายน้ าแข็งที่อุณหภูมิห้อง เหวี่ยงแยกของแข็ง

ที่ 6,000 g เป็นเวลา 15 นาทีที่ 4 องศาเซลเซียส ขั้นตอนการสกัดได้มีการดัดแปลงจาก Amagai et al. 

(2009) โดยน าของเหลวที่ได้จากการกรองเติมซิทิลไพริดีเนียมคลอไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 3 โดย

ปริมาตร (Cetylpyridinium chloride, CPC หรือ Hexadecyl pyridinium chloride) เพื่อตกตะกอน              

พอลิแซ็กคาไรด์แล้วน าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 g  เป็นเวลา 15 นาทีที่ 4 องศาเซลเซียส แยก

ส่วนใสออกแล้วเติมโซเดียมคลอไรด์ 0.4 M ลงไปในตะกอนที่ได้จากการหมุนเหวี่ยงเพื่อแยก

กรดไฮยาลูโรนิกจากสารประกอบ CPC น าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 g เป็นเวลา 15 นาทีที่ 4 

องศาเซลเซียส เก็บของเหลวที่แยกได้ (ท าซ้ าจ านวน 3 คร้ัง) ของเหลวทั้งหมดที่ได้จากการหมุน

เหวี่ยงข้างต้นน ามาเติมโพแทสเซียมแอซีเทตและตกตะกอนกรดไฮยาลูโรนิกด้วยเอทานอลความ

เข้มข้นร้อยละ 95 จากนั้นน าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 g เป็นเวลา 15 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส 

แยกตะกอนมาเติม Tris-HCl 0.1 M (pH 7.7) และเอนไซม์ปาเปน ให้ความร้อนในอ่างน้ าร้อนที่ 65                   

องศาเซลเซียสเป็นเวลา 4 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์โดยให้ความร้อนแก่สารละลายผสมที่

อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที เติมกรดไทรคลอโรแอซิติกความเข้มข้นร้อยละ 30 

ปริมาตร 2 เท่าของสารละลายตัวอย่าง ผสมให้เข้ากันแล้วน าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 g เป็น

เวลา 15 นาทีที่ 4 องศาเซลเซียส เก็บสารละลายส่วนใสไว้ เติมแอซิโตนลงไปในสารละลาย แล้ว

น าไปหมุนเหวี่ยงที่ ความเร็ว 6,000 g  เป็นเวลา 15 นาทีที่ 4 องศาเซลเซียส น าตะกอนที่ได้ไปเติม         

น้ ากลั่นและท าไดแอลิซิสเป็นเวลา 2 วัน (เปลี่ยนน้ ากลั่นทุกวัน) จนน้ ากลั่นนอกถุงไดแอลิซิสมี                   

พีเอชเท่ากับน้ ากลั่นก่อนท าการไดแอลิซิส เก็บตัวอย่างสารละลายในถุงไดแอลิซิสที่อุณหภูมิ -20 

องศาเซลเซียสเพื่อน าไปทดสอบขั้นต่อไป กระบวนการสกัดกรดไฮยาลูโรนิกแสดงในภาพที่ 8 

จ านวนตัวอย่างที่ใช้ในการสกัดคือ 40 และ 30 ลูกตาในปลานิลและปลาทูน่าท้องแถบ ตามล าดับ 

โดยท าการทดลอง 2 ซ้ า ในแต่ละซ้ าจะสุ่มตัวอย่างน้ าเลี้ยงลูกตาปริมาณ 5 มิลลิลิตร จ านวน 2 

ตัวอย่างเพื่อสกัดกรดไฮยาลูโรนิกตามวิธีการดังกล่าว 
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ตัดเอาน้ าเลี้ยงลูกตาปลาในสภาพแช่แข็ง 
 

ละลายและหมุนเหวี่ยงเป็นเวลา 15 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส 
 

เติมซิทิลไพริดีเนียมคลอไรด์เข้มข้นร้อยละ 3  ลงไปในของเหลว 

หมุนเหวี่ยงเป็นเวลา 15 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส 
 

น าตะกอนไปเติมโซเดียมคลอไรด์ 0.4 โมลาร์ ปริมาณ 5 มิลลิลิตร แล้วหมุนเหวี่ยง 

เป็นเวลา 15 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เก็บของเหลวไว้ (ท าซ้ า 3 คร้ัง) 
 

เติมโพแทสเซียมแอซีเทตจนสารละลายขุ่น ตกตะกอนด้วยเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 95 * 

หมุนเหวี่ยงเป็นเวลา 15 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส (ทิ้งสารละลายส่วนใส) 
 

เติม Tris-HCl (pH 7.7) ความเข้มข้น 0.1 โมลาร ์ปริมาณ 5 มิลลิลิตรในตะกอน 
 

เติมเอนไซม์ปาเปน ให้ความร้อนที่ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง * 

ให้ความร้อนที่ 80 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 

เติมกรดไทรคลอโรแอซีติกร้อยละ 30 ปริมาตร 2 เท่าของตัวอย่าง 
 

หมุนเหวี่ยงเป็นเวลา 15 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เก็บของเหลวไว้ 
 

เติมแอซีโทนแล้วหมุนเหวี่ยงเป็นเวลา 15 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส (ทิ้งส่วนใส) 
 

เติมน้ ากลั่น 10 มิลลิลิตรในตะกอน ท าไดแอลิซิสในอ่างน้ ากลั่นที่ 4 องศาเซลเซียส 2 วัน 
 

เก็บตัวอย่างในถุงไดแอลิซิสในรูปสารละลายที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
ภาพท่ี 8   แผนภาพกระบวนการสกัดกรดไฮยาลูโรนิกจากลูกตาปลา 

 
หมายเหตุ  *ขั้นตอนที่มีการดัดแปลงจากวิธีการของ Amagai et al. (2009) 
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4. การวิเคราะห์ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกด้วยวิธีคาร์บาโซล 

 

 การวิเคราะห์ปริมาณของกรดไฮยาลูโรนิกของสารที่สกัดได้ด้วยวิธีคาร์บาโซล (Bitter and 

Muir, 1962) โดยใช้ ดี-กลูคิวโรโนแลกโทนเป็นสารมาตรฐาน แล้วรายงานผลในรูปกรดยูโรนิก 

(ภาคผนวก ข) 

 

5. การวิเคราะห์เอกลักษณ์ของกรดไฮยาลูโรนิก 

 

5.1  การทดสอบพีเอชของสารสกัดกรดไฮยาลูโรนิก ซึ่งผ่านการสอบเทียบด้วยสารละลาย

บัฟเฟอร์ที่พีเอช 4 และพีเอช 7 ก่อนการทดสอบตัวอย่าง 

 

5.2  การพิสูจน์ยันเอกลักษณ์ของสารสกัดกรดไฮยาลูโรนิกจากลูกตาทั้ง 2 ชนิดด้วยวิธี     

อิเล็กโตรโฟรีซีสแบบเซลลูโลสแอซีเทต  โดยดัดแปลงวิธีจาก Nakano et al. (1994) และวิธีฟู

เรียทรานสฟอร์มอินฟราเรด สเปกโทรสโคปี ด้วยเทคนิค Attenuated Total Reflectance (ATR) 

ในช่วง เลขคลื่น 2000-800 cm-1 โดยเทียบกับกรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐานความเข้มข้น 1000 ppm  

(ภาคผนวก ค) 

 

6. การเก็บรักษาลูกตาของปลานิล 

 

 การเก็บรักษาลูกตาปลานิลที่อุณหภูมิต่ า เพื่อศึกษาผลของการแช่แข็งต่อปริมาณและสมบัติ

บางประการของกรดไฮยาลูโรนิก ในการทดลองจะใช้ตัวอย่างลูกตาของปลานิลที่ผ่านการแยกจาก

หัวปลา ล้างท าความสะอาดแล้วบรรจุลงถุงพลาสติก จ านวน 2 ชุด  ๆ ละ 70 ลูก เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 

-20 องศาเซลเซียสเป็นระยะเวลา 2 และ 4 เดือน ตามล าดับ เมื่อครบก าหนด น าตัวอย่างแยกเอาน้ า

เลี้ยงลูกตาออกและชั่งน้ าหนัก จากนั้นน าตัวอย่างไปสกัดกรดไฮยาลูโรนิกตามวิธีการในข้อ 3. ท า

การสกัด 2 ซ้ า จ านวน 2 ตัวอย่างต่อ 1 ซ้ า และวิเคราะห์สมบัติของสารสกัดตามวิธีการในข้อ 4-5 

ต่อไป 
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7. ออกแบบการทดลองและวิเคราะห์ทางสถิติ 

 

7.1 ใช้แผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) เพื่อศึกษาปริมาณ

กรดไฮยาลูโรนิกจากลูกตาปลานิลและปลาทูน่าท้องแถบ รวมทั้งปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกจากการ

เก็บลูกตาปลานิลแช่แข็งเป็นระยะเวลา 0, 2 และ 4 เดือน โดยท าการทดลอง 2 ซ้ า ใช้จ านวนตัวอย่าง 

2 ตัวอย่างต่อ 1 ซ้ า 

 

7.2 น าผลการทดลองมาวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of variance) ที่ระดับความ

เชื่อมั่นร้อยละ 95 และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยใช้ Duncan’s multiple range test (DMRT) ด้วย

โปรแกรม SPSS version 16.0 
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ผลและวิจารณ์ 

 

1. องค์ประกอบทางเคมีของลูกตาและน  าเลี ยงลูกตาปลานิลและปลาทูน่าท้องแถบ 

 

1.1 ผลการศึกษาน้ าหนักของลูกตา น้ าเลี้ยงจากลูกตาปลานิลและปลาทูน่าท้องแถบ 

 

                      ตัวอย่างปลานิลและปลาทูน่าท้องแถบที่ใช้ในงานวิจัยมีขนาด 1 กิโลกรัมและ 3 

กิโลกรัม ตามล้าดับ สัดส่วนของลูกตาและน้้าเลี้ยงลูกตา แสดงในตารางที่ 3 โดยปลานิล 1 ตัว มี

ปริมาณลูกตาและน้้าเลี้ยงลูกตา ร้อยละ 0.88 และ 0.13 (w/w)ตามล้าดับ ขณะที่ปลาทูน่าท้องแถบมี

ร้อยละ 0.78 และ 0.14 (w/w) จากข้อมูลดังกล่าวจะเห็นว่าสัดส่วนของลูกตาและน้้าเลี้ยงลูกตาจาก

ปลานิลและปลาทูน่าท้องแถบต่อน้้าหนักปลาทั้งตัวมีปริมาณที่ค่อนข้างต่้า (น้อยกว่าร้อยละ 1) จาก

การศึกษาก่อนหน้านี้มีผู้ค้นพบกรดไฮยาลูโรนิกคร้ังแรกในลูกตาวัว (Meyer and Palmer, 1934) 

และต่อมามีรายงานในลูกตาปลาทูน่าแถบเหลือง (Mizuno et al., 1990) และปลาทูน่าตาโต (Amagai 

et al., 2009) จากข้อมูลนี้จึงเป็นแนวทางในการศึกษาปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกในลูกตาปลานิล และ

ลูกตาปลาทูน่าท้องแถบ โดยปลานิลมีการแปรรูปเพื่อส่งออกเป็นจ้านวนมากและในกลุ่มปลาทูน่า 

ปลาทูน่าท้องแถบมีการน้าเข้ามาแปรรูปมากที่สุดในประเทศไทย จากข้อมูลการส่ง ออกเนื้อปลานิล

แบบฟิลเล่แช่แข็งในช่วงสี่เดือนแรกของปี 2555 มีปริมาณถึง 126.6 ตัน (เกวลิน, 2555) คิดเป็นปลา

นิลจานวน 506,400 ตัว (ประมาณการจากผลได้ของฟิลเล่ร้อยละ 25 และปลานิลหนัก 1 กิโลกรัมต่อ

ตัว) ดังนั้นในแต่ละปีจะมีลูกตาปลานิลเป็นของเหลือจากกระบวนการแปรรูปเนื้อปลานิลแบบฟิล

เล่จ้านวนมาก สามารถน้ามาสกัดกรดไฮยาลูโรนิกเพื่อน้าไปใช้ประโยชน์ในทางการแพทย์ เภสัช

กรรม และอุตสาหกรรมอาหาร โดยกรดไฮยาลูโรนิกบริสุทธิ์มีราคา 4,500 บาทต่อ 100 มิลลิกรัม 

(Sigma-Aldrich, ราคา ณ วันที ่5 ตุลาคม 2555) ในท้านองเดียวกันปลาทูน่ามีการน้า เข้ามากที่สุดถึง 

402,219 ตันต่อปี (กรมการค้าต่างประเทศ, 2554) เพื่อใช้ในอุตสาหกรรมทูน่าบรรจุกระป๋อง จึงมี

เศษเหลือเป็นลูกตาปลาทูน่าจ้านวนมาก  
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ตารางท่ี 3  น้ าหนักลูกตาและน้ าเลี้ยงลูกตาปลานิลและปลาทูน่าท้องแถบ 

 

ชนิดของตัวอย่าง 
ปลานิล ปลาทูน่าท้องแถบ 

1 ลูก 1 ตัว 1 ลูก 1 ตัว 

น้ าหนักลูกตาเฉลี่ย1 (กรัม) 

ปริมาณร้อยละ (ต่อน้ าหนักตัวปลา) 

4.40+0.49 

 

8.80+0.49 

0.88 

11.67+1.91 

 

23.35+1.91 

0.78 

น้ าหนักน้ าเลี้ยงจากลูกตา1 (กรัม) 

ปริมาณร้อยละ (ต่อน้ าหนักตัวปลา) 

0.64+0.19 

 

1.29+0.19 

0.13 

2.15+0.80 

 

4.29+0.80 

0.14 

 

หมายเหตุ 1ค่าเฉลี่ยจากลูกตาปลานิลและปลาทูน่าท้องแถบจ านวน 67 และ 42 ลูก ตามล าดับ 

 

จากภาพที่ 9 จะสังเกตเห็นลักษณะทางกายภาพที่แตกต่างกันของลูกตาปลานิลและ

ปลาทูน่าท้องแถบ (ภาพที่ 9 (ก) และ (ข)) เนื่องจากปลานิลที่ใช้มีความสดใหม่ ลูกตามีลักษณะนูน 

ใส บ่งชี้คุณภาพความสดสูง (Ben-gigirey et al., 1999) และสูงกว่าปลาทูน่าท้องแถบซึ่งเป็นปลาที่

เก็บรักษาโดยการแช่แข็ง ลูกตาของปลาทูน่าท้องแถบมีลักษณะเหี่ยวตาขาวและน้ าเลี้ยงลูกตามีสี

แดงเนื่องจากมีเลือดปนอยู่และสีคล้ า (ภาพที่ 9 (ง)) จัดระดับความสดเทียบเท่ากับคุณภาพปานกลาง 

(Ben-gigirey et al., 1999) สิ่งที่ปนเปื้อนในน้ าเลี้ยงลูกตานี้จะต้องท าการแยกออก การที่มีเลือดปน

อยู่ในน้ าเลี้ยงลูกตานั้นอาจเป็นผลจากการแช่แข็งและการเก็บรักษา รวมถึงขั้นตอนการท าละลาย

ปลาทูน่าแช่แข็งเพื่อน าเข้าสู่กระบวนการท าปลากระป๋อง ดังนั้นการจัดการวัตถุดิบปลาจึงเป็นสิ่ง

ส าคัญที่ต้องดูแลเพื่อให้ได้ลูกตาปลาที่สด ใหม่และไม่มีการปนเปื้อนของสารอ่ืน ๆ ที่รบกวนต่อการ

สกัดสารส าคัญคือกรดไฮยาลูโรนิก เพื่อน าไปใช้ประโยชน์ในทางการแพทย์ เภสัชกรรมและ

อุตสาหกรรมอาหาร การน าลูกตาปลามาสกัดกรดไฮยาลูโรนิกเป็นแนวทางหนึ่งในการสร้าง

มูลค่าเพิ่มที่น่าสนใจ 
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ภาพท่ี 9   ลูกตาและน้ าเลี้ยงลูกตาก่อนการสกัด (ก) ปลานิล (ข) ปลาทูน่าท้องแถบ 

                   (ค) น้ าเลี้ยงลูกตาปลานิลและ (ง) น้ าเลี้ยงลูกตาปลาทูน่าท้องแถบ 

 

1.2 การศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของลูกตาและน้ าเลี้ยงลูกตา 

 

จากการวิเคราะห์ปริมาณองค์ประกอบทางเคมี  (ความชื้น ไขมัน เถ้า โปรตีนและ

คาร์โบไฮเดรต) จากลูกตาและน้ าเลี้ยงลูกตาปลานิลและปลาทูน่าท้องแถบเพื่อเป็นข้อมูลเบื้องต้นใน

การน าลูกตาปลาทั้ง 2 ชนิดไปใช้ให้เกิดประโยชน์ พบว่า ทั้งลูกตาและน้ าเลี้ยงลูกตาปลาทั้ง 2 ชนิด              

มีปริมาณความชื้นสูง โดยเฉพาะน้ าเลี้ยงลูกตามีความชื้นมากกว่าร้อยละ 90 โดยน้ าหนัก (ตารางที่ 4) 

เนื่องจากลูกตาและน้ าเลี้ยงลูกตาปลามีของเหลวเป็นองค์ประกอบหลัก เช่นเดียวกับของเหลวใน              

ลูกตาของมนุษย์ที่มีลักษณะเป็นเจลที่ประกอบด้วยโครงสร้างของเส้นใยคอลลาเจนและกรดไฮยา -                 

ลูโรนิก ซึ่งเป็นไฮโดรเจลที่ไม่เป็นเนื้อเดียวกัน ลูกตาของมนุษย์มีปริมาณของเหลวมากถึงร้อยละ                  

98-99 (Swindle and Ravi, 2007) รองลงมาคือปริมาณโปรตีน ไขมัน คาร์โบไฮเดรตและเถ้า 

ตามล าดับ ซึ่งน้ าเลี้ยงลูกตามีกรดไฮยาลูโรนิกเป็นองค์ประกอบ โดยสารนี้เป็นอนุพันธ์ของ

คาร์โบไฮเดรต ถึงแม้สารนี้จะมีปริมาณน้อย แต่ในทางการค้ากรดไฮยาลูโรนิกมีมูลค่าสูงและเป็น

สารส าคัญที่สามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้ในหลายด้าน อีกทั้งการสกัดกรดไฮยาลูโรนิกเป็นการลด

ปริมาณของเสียในส่วนของลูกตาปลาจากอุตสาหกรรมและลดค่าใช้จ่ายในการก าจัดของเสียเหล่า               

นี้ได ้

 

(ข) 
 (ง)  (ค) 

(ก) 
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ตารางท่ี 4  องค์ประกอบทางเคมีในลูกตาและน้ าเลี้ยงลูกตาปลานิลและปลาทูน่าท้องแถบ 

 

องค์ประกอบทางเคมี 

(ร้อยละ) 

ปลานิล ปลาทูน่าท้องแถบ 

ลูกตา น้ าเลี้ยงลูกตา ลูกตา น้ าเลี้ยงลูกตา 

 ความชื้น 

 เถ้า 

 ไขมัน 

 โปรตีน1 

 คาร์โบไฮเดรต2 

49.15 + 0.41 

0.36 + 0.16 

38.58 + 0.11 

7.90 + 0.79 

4.01 + 0.36 

97.97 + 0.01 

0.08 + 0.00 

0.68 + 0.06 

1.25 + 0.09 

0.02 + 0.04 

73.75 + 0.27 

0.50 + 0.07 

11.81 + 0.31 

12.96 + 0.13 

0.98 + 0.19 

90.50 + 0.03 

0.06 + 0.01 

2.44 + 0.03 

3.88 + 0.09 

3.12 + 0.09 

 

หมายเหตุ  ค่าเฉลี่ย + ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากตัวอย่างจ านวน 3 ตัวอย่าง  
       1 %โปรตีน = % ไนโตรเจน x 6.25 

     2 %คาร์โบไฮเดรต = 100 – (%ความชื้น+%โปรตีน+%ไขมัน+%เถ้า)  

 

 

 

2. การสกัดกรดไฮยาลูโรนิก 

 

2.1 กระบวนการสกัดกรดไฮยาลูโรนิกจากลูกตาปลา 

 

กระบวนการสกัดกรดไฮยาลูโรนิกแสดงในภาพที่ 8 โดยน าตัวอย่างของเหลวจากน้ า-

เลี้ยงลูกตาปลานิลและปลาทูน่าท้องแถบที่ผ่านการเหวี่ยงแยกของแข็งแล้วปริมาณ 5 มิลลิลิตร มา

สกัดกรดไฮยาลูโรนิกตามวิธีการที่ดัดแปลงจากวิธีของ Amagai et al. (2009) โดยเพิ่มความเร็วใน

การหมุนเหวี่ยงตัวอย่าง จาก 2,220 g เป็น 6,000 g เพื่อเพิ่มอัตราเร่งในการตกตะกอนของอนุภาคที่

ไม่ละลายออกจากของเหลวได้ดียิ่งขึ้น ในการศึกษาพบว่าใช้ซิทิลไพริดีเนียมคลอไรด์ความเข้มข้น

ร้อยละ 3 จ านวน 15 และ 60 หยด ส าหรับตัวอย่างน้ าเลี้ยงลูกตาปริมาณ 5 มิลลิลิตรจากปลานิลและ
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ปลาทูน่าท้องแถบ ตามล าดับ ปริมาณดังกล่าวเพียงพอที่ท าให้เกิดตะกอนขุ่นจากการจับตัวกันของ

สารประกอบเชิงซ้อนของซิทิลไพริดิเนียมคลอไรด์กับไกลโคซามิโนไกลแคนในน้ าเลี้ยงลูกตาปลา 

เนื่องจากไกลโคซามิโนไกลแคนสามารถท าให้บริสุทธิ์โดยตกตะกอนด้วยสารประกอบกลุ่มควอ-

เทอร์นารี แอมิโน (Lindhal, 1969) และซิทิลไพริดิเนียมคลอไรด์นี้เป็นดีเทอร์เจนท์ในกลุ่มควอ-

เทอร์นารี แอมโมเนียม ซึ่งมีควอเทอร์นารีแอมโมเนียมไอออนที่มีประจุบวก (QN+) สามารถเกิด

สารประกอบเชิงซ้อนที่ไม่ละลายน้ ากับโมเลกุลที่มีประจุลบมาก ๆ ได้แก่ ไกลโคซามิโนไกลแคน 

ซึ่งรวมมิวคอพอลิแซ็กคาไรด์ในรูปกรด  (acidic mucopolysaccharide) (Scott, 1962) จากนั้นน า

สารละลายที่มีตะกอนไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 g เป็นเวลา 15 นาทีที่ 4 องศาเซลเซียส เพื่อ

แยกตะกอนของซิทิลไพริดิเนียมกับไกลโคซามิโนไกลแคนและล้างตะกอนด้วยสารละลายโซเดียม

คลอไรด์ความเข้มข้น 0.4 โมลาร์ปริมาณ 5 มิลลิลิตรเพื่อท าให้สารประกอบเชิงซ้อนของซิทิลไพริดิ-

เนียมกับกรดไฮยาลูโรนิกละลายแยกออกจากตะกอน จากนั้นน าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 g 

เป็นเวลา 15 นาทีที่ 4 องศาเซลเซียส โดยการล้างตะกอนจะท าซ้ าจ านวน 3 คร้ังได้ของเหลวรวมกัน

ปริมาณ 15 มิลลิลิตร ของเหลวที่ได้น ามาตกตะกอนกรดไฮยาลูโรนิกด้วยโพแทสเซียมแอซีเทตร้อย

ละ 10 ในเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 95 ในการศึกษาพบว่าจะต้องเติมโพแทสเซียมแอซีเทตใน

รูปของแข็งลงไปในสารสกัดจนกระทั่งไม่เกิดความขุ่นเพิ่มขึ้น จึงเติมเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 

95 เพื่อตกตะกอนกรดไฮยาลูโรนิก ของเหลวที่ได้น าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 g เป็นเวลา 15 

นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส น าตะกอนมาเติม Tris-HCl (pH 7.7) ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ปริมาณ 5 

มิลลิลิตร และเติมเอนไซม์ปาเปน (EC 3.4.22.2) ปริมาณ  2.5 ไมโครลิตรเพื่อย่อยโปรติโอไกลแคน

แทนการใช้เอนไซม์ไมโคไลซิน ใช้สภาวะการย่อยที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 4 ชั่วโมง 

ให้ความร้อนเพื่อหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์ปาเปนที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที 

เติมไทรคลอโรแอซิติกความเข้มข้นร้อยละ 30 ปริมาณ 2 เท่าของสาระลายเดิมในตัวอย่างเพื่อ

ตกตะกอนโปรติโอไกลแคนออกจากสารละลาย โดยกรดไทรคลอโรแอซีติกเหนี่ยวน าให้โครง- 

สร้างของโปรตีนเกิดการเปลี่ยนแปลง สอดคล้องกับการศึกษาของ Sivaraman et al. (1997) ที่ใช้

กรดไทรคลอโรแอซีติกความเข้มข้นในช่วงร้อยละ 5-40 ในการตกตะกอนโปรตีนและรายงานว่า

ในช่วงความเข้มข้นร้อยละ 15-30 โปรตีนในสารละลายส่วนใหญ่จะตกตะกอนออกมามากที่สุด 

แยกตะกอนโดยน าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 g เป็นเวลา 15 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส น า

สารละลายส่วนใสมาตกตะกอนกรดไฮยาลูโรนิกโดยใช้แอซีโทน แล้วน าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
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6,000 g ที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ละลายตะกอนในน้ ากลั่น 10 มิลลิลิตร ท าการไดอะ-

ไลซิสในอ่างน้ ากลั่นที่อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส (เปลี่ยนน้ ากลั่นทุก 24 ชั่วโมง) จนพีเอชของน้ า

กลั่นนอกถุงไดแอลิซิสมีพีเอชเท่ากับน้ ากลั่นก่อนท าการไดแอลิซิส เก็บตัวอย่างสารละลายในถุงได

แอลิซิสในรูปสารละลายที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพื่อวิเคราะห์ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก ด้วยวิธี

คาร์บาโซล (Bitter and Muir, 1962) โดยใช้สารละลายของ ดี-กลูคิวโรโนแลกโทน เป็นสารละลาย

มาตรฐาน 

 

การวิเคราะห์ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกจากกราฟมาตรฐานโดยใช้ ดี-กลูคิวโรโนแล็ก-

โทน เป็นสารมาตรฐาน เนื่องจากกรดไฮยาลูโรนิกมีโครงสร้างเป็นหน่วยย่อยของไดแซคคาไรด์              

พอลิเมอร์สายยาวและมีกรดยูโรนิกเป็นองค์ประกอบในโครงสร้าง วิธีก ารวิเคราะห์ปริมาณมี

หลักการ คือ กรดซัลฟิวริกเข้มข้นจะเข้าไปสลายองค์ประกอบที่เป็นไดแซคคาไรด์ของไกลโคซามิ-

โนไกลแคนให้กลายเป็นมอนอแซ็กคาไรด์ ซึ่งสามารถท าปฏิกิริยากับคาร์บาโซลเกิดสารประกอบที่

มีสี สามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 530 นาโนเมตรได้และให้ผลกราฟมาตรฐานของ ดี-กลูคิวโรโน

แลกโทน ดังภาพที่ 10  
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ภาพท่ี 10  กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ของความเข้มข้นของสารละลายของ ดี-กลูคิวโรโน-  

   แลกโทน กับค่าการดูดกลืนแสงที่ 530 นาโนเมตร สมการแสดงความสัมพันธ์คือ                             

   y = 0.034x มีค่า R2 = 0.9989  

2.2 การวิเคราะห์ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก 

 

ใช้กราฟมาตรฐานของ ดี-กลูคิวโรโนแลกโทน จากสมการ y = 0.034x เพื่อค้านวณ

ปริมาณกรดยูโรนิกในตัวอย่างที่สกัดได้จากน้้าเลี้ยงลูกตาปลานิลและปลาทูน่าท้องแถบ เนื่องจาก

กรดยูโรนิกเป็นมอนอเมอร์ในโครงสร้างของกรดไฮยาลูโรนิก จึงใช้สมการดังกล่าวเพื่อค้านวณหา

ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกในตัวอย่างที่สกัดได้ ซึ่งพบว่า ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกในตัวอย่างลูกตา

ปลานิลและปลาทูน่าท้องแถบมีปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกเฉลี่ย 20.49 + 3.50 และ 25.49 + 7.66 

ไมโครกรัมกรดยูโรนิกต่อลูกตาปลานิลและปลาทูน่าท้องแถบ 1 ลูก ตามล้าดับ (ภาพที่ 11)  
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ภาพท่ี 11   ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกจากลูกตาปลานิลและปลาทูน่าท้องแถบ 

                          (ไมโครกรัม กรดยูโรนิก) 

 

หมายเหตุ  ตัวอักษรที่เหมือนกัน แสดงความไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) ทางสถิติ 

 

เมื่อเทียบปริมาณสารสกัดกรดไฮยาลูโรนิกจากลูกตาปลานิลและปลาทูน่าท้องแถบกับ

สารสกัดกรดไฮยาลูโรนิกจากหงอนของไก่จากการทดลองของ พิมพ์พร (2556) (ไก่เพศผู้อายุ 4-5 

สัปดาห์) หงอนไก่แห้งจากการทดลองของ Nakano et al. (1994) (ไก่เพศผู้อายุ 52 สัปดาห์) และ 

Rosa et al. (2007) (ไก่เพศผู้รวมกับเพศเมีย อายุ 7 สัปดาห์) ซึ่งรายงานในหน่วยไมโครกรัมกรดยูโร

นิกเช่นกัน พบปริมาณต่างกันดังตารางที่ 5  ทั้งนี้ชนิดของวัตถุดิบเป็นปัจจัยส้าคัญที่ท้าให้เกิดความ

แตกต่างของปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก นอกจากนั้นวิธีการรายงานปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกมีทั้ง

รายงานเป็นปริมาณกรดยูโรนิกที่ได้จากการเทียบกับสารมาตรฐานดังในการทดลองนี้ หรือรายงาน

เป็นน้้าหนักสารสกัดกรดไฮยาลูโรนิก            หลังการท้าแห้งแบบระเหิด (freeze-drying) ดังราย 

งานของ Amagai et al. (2009) ซึ่งการรายงานปริมาณของกรดไฮยาลูโรนิกทั้งสองแบบยังมีข้อจ้ากัด 

กล่าวคือ สารสกัดของกรดไฮยาลูโรนิกอาจประกอบด้วยกรดไฮยาลูโรนิกที่มีน้้าหนักโมเลกุลต่าง ๆ 
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กัน การค้านวณจึงแสดงเป็นจ้านวนหน่วยย่อยหรืออนุพันธ์ของกรดไฮยาลูโรนิก ต่อ 1 หน่วย

น้้าหนักวัตถุดิบ ส้าหรับการรายงานเป็นน้้าหนักแห้งของสารสกัดนั้นหากสารสกัดไม่บริสุทธิ์จะท้า

ให้ได้ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกมากกว่าความเป็นจริง 

 
ตารางท่ี 5  เปรียบเทียบปริมาณและพีเอชของกรดไฮยาลูโรนิกที่สกัดจากแหล่งต่าง ๆ  
  

ตัวอย่าง 
กรด 

ไฮยาลูโรนิก 
pH แหล่งอ้างอิง 

 ตาปลานิล 1 ลูก (µg uronic acid) 
 ตาปลาทูน่าท้องแถบ 1 ลูก (µg uronic acid) 
 ตาปลาทูน่าตาโต 1 ลูก (มิลลกิรัม) 
 หงอนไก่ 1 หงอน (µg uronic acid) 
 (ไก่เพศผู้อายุ 5 – 6 สัปดาห์) 
 หงอนไก่แห้ง 1 มิลลิกรัม (µg uronic acid) 
 (ไก่เพศผู้อายุ 52 สัปดาห์) 
 หงอนไก่แห้ง 1 มิลลิกรัม (µg uronic acid)  
(ไก่เพศผู้รวมกับเพศเมียอายุ 7 สัปดาห์) 

20.49a 
25.494 

10.5 
800 

 
44.1 

 
14.9 

6.56a 

5.76b 

ND 
ND 

 
ND 

 
ND 

ผลการศึกษา 
ผลการศึกษา 
Amagai et al. (2009) 
พิมพ์พร (2556) 
 
 Nakano et al. (1994) 
 
Rosa et al. (2007) 
 

 
หมายเหตุ  ตัวอักษร a, b ในแนวต้ังที่ต่างกัน แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) ทาง 
     สถิต ิ
     ND = ไม่ปรากฏข้อมูล 
 

2.3 การศึกษาสมบัติและการบ่งชี้เอกลักษณ์ของกรดไฮยาลูโรนิก 

 

2.3.1 พีเอชของกรดไฮยาลูโรนิก 

 

ค่าพีเอชของสารสกัดกรดไฮยาลูโรนิกจากลูกตาปลานิลและปลาทูน่าท้องแถบ 

แสดงในตารางที่ 5 โดยพีเอชของสารละลายกรดไฮยาลูโรนิกที่สกัดได้จากลูกตาปลานิลและปลาทู-

น่าท้องแถบมีค่าใกล้เคียงกับสารละลายกรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐาน (Sigma-Aldrich) ที่ความเข้มข้น 
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10 ppm ซึ่งมีพีเอช 6.26 ทั้งนี้ค่าพีเอชของกรดไฮยาลูโรนิกขึ้นกับความเข้มข้นของสารละลาย ค่าพี

เอชที่ได้จากการศึกษาเป็นเพียงการบอกความเป็นกรด-เบสของสารสกัดเท่านั้น แต่ยังไม่อาจยืนยัน

ได้ว่าเป็นกรดไฮยาลูโรนิก จึงต้องมีการวิเคราะห์ด้วยวิธีการอ่ืน ๆ เพื่อใช้ยืนยันและบ่งชี้เอกลักษณ์

ของกรดไฮยาลูโรนิกที่สกัดได้เทียบกับกรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐาน เช่น การวิเคราะห์ด้วยวิธีอิเล็ก-

โทรโฟรีซีส การวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันที่เป็นส่วนประกอบในโมเลกุล เป็นต้น 

 

2.3.2 การวิเคราะห์กรดไฮยาลูโรนิกด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสแบบเซลลูโลสแอซีเทต 

 

น าตัวอย่างกรดไฮยาลูโรนิกจากการสกัดมาวิเคราะห์ผลเทียบกับกรดไฮยาลูโร-

นิกมาตรฐาน (HA จากหงอนของไก่, Sigma Aldrich) ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสแบบเซลลูโลส-                     

แอซิเทต ซึ่งเป็นวิธีที่นิยมใช้กันอย่างแพร่หลายในการวิเคราะห์พอลิแซ็กคาไรด์ที่เป็นกรด (acidic 

polysaccharide) และวิธีนี้เป็นที่ยอมรับในการแยกและวิเคราะห์ของพอลิแซ็กคาไรด์ วิธีนี้สามารถ

วิเคราะห์ได้ในระดับนาโนกรัมเมื่อเทียบกับวิธีการอิเล็กโทรโฟรีซีสอ่ืน ๆ (Szewczyk, 1983; Volpi 

and Maccari, 2006)  

 

ผลการวิเคราะห์ด้วยอิเล็กโทรโฟรีซีสแบบเซลลูโลสแอซีเทตในตัวอย่างปลา

นิลและปลาทูน่าท้องแถบดังแสดงในภาพที่ 12 จะเห็นว่าสารสกัดกรดไฮยาลูโรนิกจากลูกตาปลาทั้ง 

2 ชนิดมีแถบการเคลื่อนที่บนแผ่นเซลลูโลสแอซีเทตอยู่ในต าแหน่งเดียวกับกรดไฮยาลูโรนิก

มาตรฐาน โดยเร่ิมต้นที่จุดเดียวกัน จึงยืนยันได้ว่าสารที่สกัดได้นั้น คือ กรดไฮยาลูโรนิกจริง 

(Mizuno et al., 1990; Amagai et al., 2009) โดยกรดไฮยาลูโรนิกมีประจุลบจะเคลื่อนที่เข้าหา

ขั้วบวกซึ่งอยู่ด้านขอบบนในภาพ การเคลื่อนที่ขึ้นกับจ านวนประจุต่อน้ าหนักโมเลกุลของสาร

ตัวอย่าง การเคลื่อนที่มาอยู่ในต าแหน่งเดียวกันของสารสกัดและสารมาตรฐานจึงแสดงว่าสารสกัดที่

ได้เป็นกรดไฮยาลูโรนิก 
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ภาพท่ี 12  การเคลื่อนที่ของกรดไฮยาลูโรนิกบนแผ่นเซลลูโลสแอซีเทต  1 = กรดไฮยาลูโรนิก 

   มาตรฐาน (HA จากหงอนของไก่, Sigma Aldrich)   2 = กรดไฮยาลูโรนิกจากลูกตา                 

   ปลานิลสด และ   3 = กรดไฮยาลูโรนิกจากลูกตาปลาทูน่าท้องแถบ 

 

2.3.3 การวิเคราะห์กรดไฮยาลูโรนิกด้วยวิธีฟูเรียทรานสฟอร์มอินฟราเรด  

สเปกโทรสโคปี  

 

 ฟูเรียทรานสฟอร์มอินฟราเรด สเปกโทรสโคปี เป็นเทคนิคที่อาศัยหลักการ

เปลี่ยนแปลงระดับพลังงานที่เกิดจากการสั่น ภายในโมเลกุลเมื่อสารตัวอย่างได้รับพลังงานจากคลื่น

รังสีอินฟราเรด ซึ่งในการทดลองนี้ใช้ เลขคลื่น 2000-800 cm-1 ซึ่งเป็นคลื่นรังสีอินฟราเรดช่วงกลาง 

(mid infrared, 4000-200 cm-1) โมเลกุลของสารจะเกิดการดูดซับพลังงานบางส่วนขึ้นกับหมู่ฟังก์ชัน

ต่าง ๆ ที่ประกอบในโมเลกุลท้าให้ปรากฎเป็นสเปกตรัม (spectrum) น้าไปใช้ระบุหมู่ฟังก์ชันใน

โมเลกุลของสารประกอบอินทรีย์โดยเทียบกับสารมาตรฐาน (รัชนี, 2550) 

สเปกตรัมของกรดไฮยาลูโรนิกที่สกัดจากลูกตาปลานิลและปลา ทูน่าท้องแถบ

เทียบเทียบกับกรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐานให้ผลดังแสดงในภาพที่ 13 พบว่ารูปแบบสเปกตรัมของ

กรดไฮยาลูโรนิกที่สกัดจากตัวอย่างลูกตาปลาทั้งสองชนิดใกล้เคียงกับกรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐาน 

โดยหมู่ฟังก์ชันที่ส้าคัญสรุปดังตารางที่  6 กล่าวคือบริเวณช่วง เลขคลื่น 1600-1651cm-1                       

ในกรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐานมีพีคชัดเจนที่ เลขคลื่น 1615 cm-1 ซึ่งบ่งชี้ถึงหมู่ฟังก์ชันของ amide II 

       3             2            1 

จุดเร่ิมต้น 
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แต่ไม่พบ  carboxyl, amide I ที่ เลขคลื่น 1651-1654 cm-1 ซึ่งพบในกรดไฮยาลูโรนิกที่สกัดจากตา

ปลานิลและทูน่าท้องแถบ จากการศึกษาของ Tomihata และ Ikada (1997) ได้ท้าการทดลองเปลี่ยน

กรดไฮยาลูโรนิกในรูปเกลือโซเดียมไฮยาลูโรเนตให้อยู่ในรูปกรดไฮยาลูโรนิก ผลการทดลองพบ

ความแตกต่างของการเกิดพีคของ amide group โดยกรดไฮยาลูโรนิกในรูปเกลือพบพีคของ amide 

II และกรดไฮยาลูโรนิกในรูปกรดพบพีค amide I จึงสอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ในตาปลา

เน่ืองจากกรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐานที่น้ามาใช้อยู่ในรูปโซเดียมไฮยาลูโรเนต ส้าหรับพีคอ่ืนที่พบใน

ตัวอย่างมาตรฐานแต่ไม่พบในสารสกัดคือ พีคของ C-OH ที่ เลขคลื่น 1044 cm-1 (ไม่พบในสารสกัด

จากตาปลาทูน่าท้อง-แถบ) แต่พบพีค C-O with C=O combination ที่ เลขคลื่น 1101 cm-1 ในปลาทู

น่า เหตุผลประการหนึ่งซึ่งอาจเป็นไปได้ว่าปลาทูน่าที่ใช้ในการทดลองผ่านการแช่แข็งนานหลาย

เดือนขณะที่ปลานิลเป็นปลาสด โดยรวมของกรดไฮยาลูโรนิกจากลูกตาปลาทั้งสองชนิดมีสเปกตรัม

ที่ใกล้ เคียงกับกรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐาน (Sigma-Aldrich) จึงสามารถยืนยันเอกลักษณ์ของสารที่

สกัดได้  
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ภาพท่ี 13  สเปกตรัมของกรดไฮยาลูโรนิก (ก) กรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐาน (ข) กรดไฮยาลูโรนิกจากลูกตาปลานิล และ (ค) กรดไฮยาลูโรนิกจากลูกตาปลาทูน่า 

                 ท้องแถบ 
(ก) 
(ข) 

(ค) 

(ค) 

(ข) 

(ก) 

46 

16
54

 
16

51
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ตารางท่ี 6 หมู่ฟังก์ชันของกรดไฮยาลูโรนิกจากตาปลานิลและปลาทูน่าท้องแถบ 

 

หมู่ฟังก์ชัน 

เลขคลื่น (cm-1) 

สารมาตรฐาน 

(Sigma-Aldrich) 
ปลานิล ปลาทูน่าท้องแถบ 

CONH- carboxyl amide I 

Amide II 

C-O group (acid) 

CH2, CH3 

C-O-C (O-bridge) 

C-O with C=O combination 

C-O-C (ring mode)  

C-OH group 

O-H deformation 

- 

1615 

1407 

1379 

1151 

- 

1079 

1044 

946 

1651 

1612 

1409 

1378 

1149 

- 

1079 

1043 

946 

1654 

1611 

1403 

1377 

1153 

1101 

1080 

- 

983 

. 

หมายเหตุ   การระบุหมู่ฟังก์ชันและ เลขคลื่น อ้างอิงจาก Alkrad et al. (2003);  

        Bezakowa et al. (2008); Choi et al. (2010) 

 

3. การศึกษาผลของระยะเวลาการเก็บแช่แข็งลูกตาปลานิลต่อปริมาณและสมบัติของ 

กรดไฮยาลูโรนิก 

 

การแช่แข็งลูกตาปลานิลซึ่งเป็นวัสดุเศษเหลือจากอุตสาหกรรมและเพื่อให้ได้ปริมาณ

ตัวอย่างที่มากพอต่อการสกัดกรดไฮยาลูโรนิก ทั้งนี้การเก็บรักษาโดยการแช่แข็งนั้นอาจมีผลต่อ           

การเปลี่ยนแปลงของปริมาณและสมบัติบางประการของกรดไฮยาลูโรนิก จึงมีการศึกษาผลของ

ระยะเวลาการแช่แข็งลูกตาปลานิลต่อการเปลี่ยนแปลงของปริมาณและสมบัติของกรดไฮยาลูโรนิก 

โดยน าลูกตาปลานิลที่ท าความสะอาดแล้ว บรรจุในถุงพลาสติกจ านวน 70 ลูกตาต่อถุง น าไปแช่        
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แข็งในตู้แช่ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส สุ่มตัวอย่างลูกตาปลานิลแช่แข็งที่ระยะเวลา 2 และ 4 

เดือน น ามาแยกน้ าเลี้ยงลูกตาออกในสภาพแช่แข็ง โดยแยกตัวอย่างออกเป็น 2 ชุด ๆ ละ 35 ลูกตา

เพื่อน าน้ าเลี้ยงที่แยกได้ไปสกัดกรดไฮยาลูโรนิก ส าหรับการหาน้ าหนักของน้ าเลี้ยง ใช้ค่าเฉลี่ยจาก

ลูกตาปลานิลจ านวน 40 ลูก วิเคราะห์ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกจากสารสกัดด้วยวิธีคาร์บาโซลและ                   

วิเคราะห์สมบัติบางประการของกรดไฮยาลูโรนิกเทียบกับสารมาตรฐาน  

 
จากตารางที่ 7 แสดงน้ าหนักน้ าเลี้ยงลูกตาปลานิลที่ผ่านการเก็บแช่แข็งเป็นเวลา  0, 2 และ         

4 เดือน จะเห็นว่าระยะเวลาที่เก็บตัวอย่างโดยการแช่แข็งมีผลต่อปริมาณน้ าเลี้ยงจากลูกตา โดย

ระยะเวลาการแช่แข็งที่เพิ่มขึ้น น้ าเลี้ยงจากลูกตาปลานิลจะมีปริมาณลดลง ทั้งนี้เนื่องจากการเก็บ

รักษาตัวอย่างที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสด้วยวิธีการแช่แข็งแบบช้า ท าให้ได้ผลึกน้ าแข็งขนาด

ใหญ่ ภายในเซลล์และในช่องว่างระหว่างเซลล์ (Makri, 2009) จึงอาจส่งผลกระทบต่อโครงสร้าง

ของเยื่อหุ้มน้ าเลี้ยงลูกตา ท าให้เกิดการสูญเสียมวลสารที่อยู่ภายในไปบางส่วน นอกจากการ

เปลี่ยนแปลงทางกายภาพแล้วยังอาจเกิดการเปลี่ยนแปลงจากสาเหตุอ่ืน เช่น  ปฏิกิริยาของเอนไซม์

และปฏิกิริยาเคมีของสารที่ประกอบอยู่ในน้ าเลี้ยงลูกตาปลา จากการสังเกตลูกตาปลาที่เก็บแช่แข็ง

พบการหดเหี่ยวของลูกตา และลักษณะตาขาวมีสีเปลี่ยนไปจากเดิม (ไม่ได้แสดงภาพประกอบ)     

ซึ่งสาเหตุข้างต้นอาจจะกระทบต่อปริมาณและสมบัติบางประการของกรดไฮยาลูโรนิกที่สกัดได้ 

 
ตารางท่ี 7  น้ าหนักเฉลี่ยลูกตาและน้ าเลี้ยงลูกตาปลานิลทีผ่่านการแช่แข็งเป็นเวลา 0, 2 และ 4 เดือน 

 

ระยะเวลาการแช่แข็ง 
น้ าหนักเฉลี่ย (มิลลิกรัม)1 

ลูกตาปลานิล น้ าเลี้ยงลูกตาปลานิล 
0 เดือน 

2 เดือน 

4 เดือน 

446.6a + 0.48 

386.2b + 0.66 

307.6c + 0.33 

679.9a + 0.17 

590.9b + 0.15 

464.4c + 0.12 

 

หมายเหตุ  1ค่าเฉลี่ยค านวณจากลูกตาปลานิลจ านวน 40 ลกู (Mean + SD) 

ตัวอักษร (a, b, c) ที่ต่างกันในแนวตั้ง แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05 )     
ทางสถิติ 
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3.1 ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกจากการแช่แข็งในเวลาต่างกัน 

 
การเก็บรักษาลูกตาปลานิลแช่แข็งเป็นเวลา 2 และ 4 เดือน เพื่อศึกษาผลกระทบต่อ

ปริมาณและสมบัติบางประการของกรดไฮยาลูโรนิกที่สกัดได้ พบว่าระยะเวลาในการเก็บแช่แข็ง มี

ผลต่อปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่สกัดได้ อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) จากภาพที่ 14 ลูกตาปลาที่แช่

แข็งเป็นเวลา 2 เดือน จะมีปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกสูงที่สุดซึ่งเท่ากับ 30.21 + 3.38 ไมโครกรัม กรด

ยูโรนิกต่อลูกตาปลานิล 1 ลูก เน่ืองจากอาจเกิดการระเหิดของน้ าจากผลึกน้ าแข็งในน้ าเลี้ยงลูกตาท า

ให้สารละลายกรดไฮยาลูโรนิกในลูกตาปลานิลมีความเข้มข้นเพิ่มขึ้น ในขณะที่การแช่แข็งนาน 4 

เดือน ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกลดลงเหลือเท่ากับ 18.40 + 1.28 ไมโครกรัม กรดยูโรนิกต่อลูกตา

ปลานิล 1 ลูก การเก็บแช่แข็งเป็นเวลานานขึ้น ท าให้ลูกตาปลาแตกต่างจากลูกตาปลาสดมากขึ้น เกิด

การระเหิดของผลึกน้ าแข็งปริมาณน้ าเลี้ยงในลูกตาจึงลดลง (ดังตารางที่ 7) และมีการหายไปของ

องค์ประกอบบางอย่างในน้ าเลี้ยงลูกตาเนื่องจากการฉีกขาดของเนื้อเยื่อและเกิดปฏิกิริยาต่าง ๆ เช่น 

ออกซิเดชัน  การสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีน รวมถึงปฏิกิริยาเคมีอ่ืน ซึ่งอาจกระทบต่อ

ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกในลูกตา ดังนั้นการแช่แข็งเป็นระยะเวลานานเกินไปน่าจะไม่เหมาะสมต่อ

การเก็บรักษาลูกตาปลาเพื่อน ามาสกัดกรดไฮยาลูโรนิก อย่างไรก็ดี  อุณหภูมิขณะเก็บรักษาหากเกิด

ความแปรปรวนมากจะท าให้คุณภาพวัตถุดิบเปลี่ยนแปลงอย่างรวดเร็ว 
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ภาพท่ี 14  ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกจากลูกตาปลานิลที่เก็บแช่แข็ง (-20 ๐C) 

                                     เป็นเวลา 0, 2, 4 เดือน   

 
หมายเหตุ ตัวอักษร (a, b) ที่ต่างกัน แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05 ) ทางสถิติ 

 

3.2 การศึกษาสมบัติและการบ่งชี้เอกลักษณ์ของกรดไฮยาลูโรนิก 

 

3.2.1 การวิเคราะห์กรดไฮยาลูโรนิกด้วยเซลลูโลสแอซีเทตอิเล็กโทรโฟรีซีส 

 

น าตัวอย่างกรดไฮยาลูโรนิกที่สกัดได้จากตาปลาที่แช่แข็ง 0, 2 และ 4 เดือน มา

วิเคราะห์ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสแบบเซลลูโลสแอซีเทต โดยเทียบกับกรดไฮยาลูโรนิกจากลูกตา

ปลานิลสดและกรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐาน (Sigma Aldrich) ผลดังแสดงในภาพที่ 15 
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ภาพท่ี 15  การเคลื่อนที่ของกรดไฮยาลูโรนิกบนแผ่นเซลลูโลสแอซีเทต   1 = กรดไฮยาลูโรนิก 

   มาตรฐาน  2 = กรดไฮยาลูโรนิกจากลูกตาปลานิลสด  3 = กรดไฮยาลูโรนิกจากลูกตา 

   ปลานิลแช่แข็ง 2 เดือนและ 4 = กรดไฮยาลูโรนิกจากลูกตาปลานิลแช่แข็ง 4 เดือน 

 

ผลการวิเคราะห์ด้วยอิเล็กโทรโฟรีซีสแบบเซลลูโลสแอซีเทตของกรดไฮยาลู-

โรนิกสกัดจากลูกตาปลานิลแช่แข็งเป็นเวลา 2 และ 4 เดือนเทียบกับกรดไฮยาลูโรนิกจากลูกตาปลา

นิลสดและกรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐาน จะเห็นว่ากรดไฮยาลูโรนิกจากการแช่แข็งลูกตา 0, 2 และ 4 

เดือน มีแถบการเคลื่อนที่บนแผ่นเซลลูโลสแอซีเทตในต้าแหน่งเดียวกับกรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐาน

ที่จุดเร่ิมต้นเดียวกัน จึงยืนยันได้ว่าสารที่สกัดได้นั้น คือ กรดไฮยาลูโรนิก (Mizuno et al., 1990; 

Amagai et al., 2009) ดังนั้นการเก็บลูกตาปลานิลด้วยวิธีการแช่แข็งยังคงน้ามาใช้เป็นวัตถุดิบในการ

สกัดกรดไฮยาลูโรนิกได้ 

 

 

 

 

 

4            3             2            1 

จุดเร่ิมต้น 
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3.2.2 การวิเคราะห์กรดไฮยาลูโรนิกด้วยวิธีฟูเรียทรานสฟอร์มอินฟราเรด  

สเปกโทรสโคปี  

 

ผลการวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันของกรดไฮยาลูโรนิกที่สกัดได้โดยใช้วิธีฟูเรีย - 

ทรานสฟอร์มอินฟราเรด สเปกโทรสโคปี ด้วยเทคนิค Attenuated Total Reflectance (ATR) เทียบ

กับกรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐาน (สกัดจากหงอนไก่, Sigma-Aldrich) ให้ผลดังแสดงในภาพที่ 16 

พบว่ารูปแบบสเปกตรัมของกรดไฮยาลูโรนิกที่สกัดได้จากตัวอย่างสดและตัวอย่างแช่แข็งเป็น                  

เวลา 2 และ 4 เดือนมีลักษณะใกล้เคียงกับกรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐาน โดยหมู่ฟังก์ชันที่ส าคัญสรุป

ดังตารางที ่8 กล่าวคือกรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐานมีพีคที่ เลขคลื่น 1615 cm-1 ซึ่งบ่งชี้หมู่ฟังก์ชันของ 

amide II แต่ไม่พบหมู่ฟังก์ชัน  carboxyl amide I เน่ืองจากสารมาตรฐานเป็นเกลือของกรดไฮยาลูโร

นิก ส่วนตัวอย่างที่สกัดจากลูกตาปลานิลสดและลูกตาปลานิลที่เก็บแช่แข็งนาน 0,2 และ 4 เดือน 

พบพีคของ  carboxyl amide I ที่ เลขคลื่น 1651 – 1653 cm-1  และพีคของ amide II ที่ เลขคลื่น 1609-

1612 cm-1 ไม่พบพีคของ C-O-C (O-bridge) และ C-OH group ในตัวอย่างลูกตาปลานิลแช่แข็ง  4 

เดือนซึ่งพบในตัวอย่างที่สกัดได้จากตาปลานิลสด และลูกตาปลานิลแช่แข็ง 2 เดือนจากการ ศึกษา

หมู่ฟังก์ชันในโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิกบ่งชี้ว่าการเก็บรักษาวัตถุดิบตาปลาแช่แข็งเป็นเวลานาน

มีผลต่อโครงสร้างโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิก ซึ่งจะส่งผลต่อสมบัติทางหน้าที่ของกรดไฮยาลูโร

นิก หรือไม่ เพียงใด เป็นค าตอบที่จะต้องศึกษาในโอกาสต่อไป 
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ภาพท่ี 16  สเปกตรัมของกรดไฮยาลูโรนิก (ก) กรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐาน (ข) กรดไฮยาลูโรนิกจากลูกตาปลานิลสด (ค) กรดไฮยาลูโรนิกจากลูกตาปลานิลแช่แข็ง 

                 2 เดือนและ (ง) กรดไฮยาลูโรนิกจากลูกตาปลานิลแช่แข็ง 4 เดือน 53 

(ก) 

(ข) 

(ค) 

(ง) 
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ตารางท่ี 8  หมู่ฟังก์ชันของกรดไฮยาลูโรนิกที่สกัดจากลูกตาปลานิลแชแ่ข็ง 0, 2 และ 4 เดือนเทียบ 

                  กับกรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐาน 

 

หมู่ฟังก์ชัน 

เลขคลื่น (cm-1) 

สารมาตรฐาน 

(Sigma-Aldrich) 

ตาปลานิลแช่แข็ง (ระยะเวลา, เดือน) 

0 2 4 

CONH- carboxyl amide I 

Amide II 

C-O group (acid) 

CH2, CH3 

C-O-C (O-bridge) 

C-O-C (ring mode)  

C-OH group 

O-H deformation 

- 

1615 

1407 

1379 

1151 

1079 

1044 

946 

1651 

1612 

1409 

1378 

1149 

1079 

1043 

946 

1654 

1612 

1414 

1377 

1149 

1082 

1041 

945 

1653 

1609 

1405 

1375 

- 

1066 

- 

983 

 

หมายเหตุ   การระบุหมู่ฟังก์ชันและ เลขคลื่น อ้างอิงจาก Alkrad et al., (2003);  

        Bezakowa et al., (2008); Choi et al., (2010) 
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สรุป 

 

 ปลานิลและปลาทูน่าท้องแถบที่ใช้ในการศึกษามีขนาดประมาณ 1 กิโลกรัมและ 3 กิโลกรัม

ต่อตัว โดยลูกตาปลานิลสดและปลาทูน่าท้องแถบมีน้ าหนักคิดเป็นร้อยละ 0.88 และ 0.78 ของ

น้ าหนักตัวปลา ส่วนน้ าเลี้ยงลูกตาปลานิลสดและปลาทูน่าท้องแถบมีน้ าหนักคิดเป็นร้อยละ 0.13 

และ 0.14 ของน้ าหนักตัวปลา ตามล าดับ น้ าเลี้ยงลูกตาปลามีปริมาณน้ ามากกว่าร้อยละ 90 (w/w) 

รองลงมาคือโปรตีน ไขมัน เถ้าและคาร์โบไฮเดรต ตามล าดับ ของเหลวในลูกตามีองค์ประกอบของ

กรดไฮยาลูโรนิก ซึ่งเป็นสารในกลุ่มคาร์โบไฮเดรตที่มีมูลค่าสูงในทางการค้า 

 

 กรดไฮยาลูโรนิกจากจากลูกตาปลานิลสดและปลาทูน่าท้องแถบมีปริมาณ 20.49 + 3.50 

และ 25.49 + 7.66 ไมโครกรัมกรดยูโรนิกต่อลูกตาปลานิลและปลาทูน่าท้องแถบ 1 ลูก ตามล าดับ

เมื่อท าการวิเคราะห์สมบัติด้วยเซลลูโลสแอซีเทตและบ่งชี้เอกลักษณ์ของสารที่สกัดได้จากตาปลา

ทั้งสองชนิดเทียบกับกรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐาน พบว่าสารสกัดที่ได้คือกรดไฮยาลูโรนิก  

 

 การเก็บแช่แข็งลูกตาปลานิลเป็นเวลา 2 และ 4 เดือนเพื่อศึกษาผลกระทบต่อปริมาณและ

สมบัติของกรดไฮยาลูโรนิก โดยเทียบกับกรดไฮยาลูโรนิกจากลูกตาปลานิลสด พบว่าการเก็บแช่

เยือกตัวอย่างเป็นเวลา 2 เดือน สกัดกรดไฮยาลูโรนิกได้สูงที่สุดเท่ากับ 30.21 + 3.38 ไมโครกรัมกรด

ยูโรนิกต่อลูกตาปลานิล 1 ลูก และที่ 4 เดือน สกัดสารได้น้อยลงและมีปริมาณต่ าที่สุดเท่ากับ 18.40 

+ 1.28 ไมโครกรัมกรดยูโรนิกต่อลูกตาปลานิล 1 ลูก เมื่อวิเคราะห์สมบัติด้วยเซลลูโลสแอซีเทตและ

บ่งชี้ เอกลักษณ์ของกรดไฮยาลูโรนิกที่สกัดได้ พบว่าสารสกัดมีลักษณะการเคลื่อนที่บนแผ่น

เซลลูโลส-แอซิเทตในต าแหน่งเดียวกับกรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐาน ถึงแม้รูปแบบ FT-IR สเปกตรัม

สารสกัดจากตาปลานิลแช่แข็ง  4 เดือนจะไม่ปรากฏหมู่ฟังก์ชัน C-O-C (O-bridge) ที่ เลขคลื่น 1149 

cm-1 และ C-OH group ที่ 1044 cm-1 ในสารสกัดจากลูกตาปลาที่เก็บแช่แข็ง 4 เดือน แสดงให้เห็นว่า

การเก็บแช่แข็งส่งผลบางประการต่อโครงสร้างในโมเลกุลกรดไฮยาลูโรนิก  
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การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี (AOAC, 1999) 

 

1. การวิเคราะห์ปริมาณความชื น 

 

1.1 วิธีวิเคราะห์ 

 

1.1.1 อบภาชนะส าหรับหาความชื้นในตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 2 -

3 ชั่วโมง น าออกจากตู้อบใส่ไว้ในโถดูดความชื้นจนเย็น หลังจากนั้นชั่งหาน้ าหนัก 

1.1.2 กระท าเช่นข้อ 1.1.1 ซ้ า จนได้ผลต่างของน้ าหนักไม่เกิน 1 – 3 มิลลิกรัม 

1.1.3 ชั่งตัวอย่างให้ได้น้ าหนักที่แน่นอน (ทศนิยม 4 ต าแหน่ง) ประมาณ 1 – 2 กรัมใส่

ภาชนะหาความชื้นที่ทราบน้ าหนักแน่นอน 

1.1.4 น าไปอบในตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 4 – 5 ชั่วโมง 

1.1.5 น าออกจากตู้อบลมร้อนใส่โถดูดความชื้นจนเย็น หลังจากนั้นชั่งน้ าหนัก 

1.1.6 อบตัวอย่างซ้ าที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส ประมาณ 30 นาที จนได้น้ าหนักไม่เกิน 

1 – 3 มิลลิกรัม 

1.1.7 ค านวณหาปริมาณความชื้นจากสูตร 
 

ร้อยละโดยน้ าหนัก =   

 

 

2. การวิเคราะห์ปริมาณเถ้า 

 

2.1 วิธีวิเคราะห์ 

 

2.1.1 เผาถ้วยกระเบื้องเคลือบในเตาเผาที่อุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 3 

ชั่วโมง รอจนอุณหภูมิลดลงแล้วน าออกจากเตาเผา น าไปใส่ในโถดูดความชื้น ปล่อยให้เย็นแล้วชั่ง

น้ าหนัก 

ผลต่างของน้ าหนักตัวอย่างก่อนอบและหลังอบ 
น้ าหนักตัวอย่างเร่ิมต้น 
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2.1.2 เผาซ้ าอีกครั้งประมาณ 30 นาทีและกระท าเช่นข้อ 2.1.1 จนได้ผลต่างของน้ าหนักทั้ง

สองครั้งติดต่อกันไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม 

2.1.3 ชั่งน้ าหนักให้ได้น้ าหนักที่แน่นอนประมาณ 1 – 2 กรัม ใส่ในถ้วยกระเบื้องเคลือบซึ่ง

ทราบน้ าหนักแล้ว น าไปเผาในตู้ควันจนหมดควันแล้วจึงน าเข้าเตาเผา ต้ังอุณหภูมิเตาเผาไว้ที่ 600 

องซาเซลเซียสและกระท าเช่นเดียวกับข้อ 2.1.2 และ 2.1.3 

2.1.4 ค านวณหาปริมาณเถ้าจากสูตร 

 

        ปริมาณเถ้าร้อยละโดยน้ าหนัก  =  
ต้นอย่างเร่ิมน้้าหนักตัว
ผาอย่างหลังเน้้าหนักตัว100   

 

3. การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน (วิธี Kjeldhal) 

 

1.1 สารเคมี  

 

1.1.1 สารผสมระหว่างคอปเปอร์(II)ซัลเฟต (Cu(II)SO4 . 5H2O) และโพแทสเซียม

ซัลเฟต (K2SO4) อัตราส่วน 1:10 

1.1.2 กรดซัลฟิวริก (conc. H2SO4) 

1.1.3 โซเดียมไฮดรอกไซด์ เข้มข้น ร้อยละ 40 

1.1.4 กรดบอร์ริกที่มีความเข้มข้น ร้อยละ 4 

1.1.5 กรดซัลฟิวริกเข้มข้น 0.1 นอร์มอล 

1.1.6 อินดิเคเตอร์ เป็นสารผสมระหว่าง เมธิลเรดและโบรโมครีซอลกรีน 

 

1.2 การ standardize สารละลายกรดซัลฟิวริกมาตรฐาน 0.1 นอร์มอล 

 

1.2.1 ชั่งแอนไฮดรัส โซเดียมคาร์บอเนตประมาณ 5 กรัม ใส่โกร่งบดให้ละเอียด แล้ว

น าไปอบที่อุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมงแล้วทิ้งให้เย็นใน

โถดูดความชื้น 
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1.2.2 ชั่งแอนไฮดรัส โซเดียมคาร์บอเนตที่อบมาแล้ว 0.13 กรัมอย่างละเอียดใส่ชวดรูป

ชมพู่ เติมน้ ากลั่น 20 มิลลิลิตร หยดอินดิเคเตอร์ 2 – 3 หยด แล้วไทเทรตกับกรดซัลฟิวริกความ

เข้มข้น 0.1 นอร์มอล จนสารละลายเปลี่ยนเป็นสีชมพู จดเป็นปริมาตร A1 

1.2.3 น าสารละลายไปต้มจนเดือด (ประมาณ 2 – 3 นาที) สารละลายจะเปลี่ยนเป็นสีเขียว 

ทิ้งให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง แล้วไทเทรตกับกรดซัลฟิวริกจนสารละลายเปลี่ยนเป็นสีชมพูอีกคร้ัง จด

เป็นปริมาตร A2 แล้วค านวณหาความเข้ทชมข้นของสารละลายกรดซัลฟิวริก จากสูตร 

 

ความเข้มข้นของกรดซัลฟิวริก (โมลาร)์ = 
)A(A  เนตดยีมคาร์บอลกุลของโซเน้ าหนักโมเ

2000  (g) เนตดยีมคาร์บอน้ าหนักโซเ

21


  

 

 

 

1.3 วิธีวิเคราะห์ 

 

1.3.1 ชั่งตัวอย่าง 0.5 – 1 กรัม ลงในหลอดย่อยโปรตีน 

1.3.2 ใส่ตัวเร่งปฏิกิริยา คอปเปอร์(II)ซัลเฟต 0.5 กรัม โพแทสเซียมซัลเฟต 9.5 กรัม และ

เติมกรดซัลฟิวริก 20 มิลลิลิตร 

1.3.3 น าไปย่อยบนเตาไฟฟ้าที่ต่อกับชุดดักจับไอกรด ให้ความร้อนจนสารละลายตัวอย่าง

ไม่มีควันและสารละลายใส ทิ้งให้เย็น  

1.3.4 น าเข้าเคร่ืองกลั่น เติมน้ ากลั่น 50 มิลลิลิตรและโซเดียมไฮดรอกไซด์ร้อยละ 40 

ปริมาณ 90 มิลลิลิตร กลั่นประมาณ 3 นาที 

1.3.5 น าขวดรูปชมพู่ที่เติมกรดบอริกเข้มข้นร้อยละ 4 ปริมาณ 25 มิลลิลิตรและหยดอินดิ

เคเตอร์ 2 – 3 หยด รองรับสารตัวอย่างจากการกลั่น 

1.3.6 ไทเทรตสารละลายที่กลั่นได้ด้วยกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 0.1 นอร์มอล จนสารละลาย

เปลี่ยนเป็นสีเทา จดปริมาตรแล้วค านวณจากสูตร 
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% ไนโตรเจน = 
W

10014.007NB)(A   

 

% โปรตีน (น้ าหนักเปียก) = % ไนโตรเจน x 6.25 

 

A = ปริมาตรของกรดซัลฟิวริกที่ใช้ไทเทรตกับตัวอย่าง (มิลลิลิตร) 

B = ปริมาตรของกรดซัลฟิวริกที่ใช้ไทเทรตกับแบลงค์ (มิลลิลิตร) 

N = ความเข้มข้นของกรดซัลฟิวริก (นอร์มอล) 

W = น้ าหนักตัวอย่างเร่ิมต้น (มิลลิลิตร) 

 

2. การวิเคราะห์ปริมาณไขมัน (soctex) 

 

2.1 วิธีวิเคราะห์ 

 

2.1.1 ชั่งน้ าหนักตัวอย่างที่แห้งบนกระดาษกรองเบอร์ 1 (ที่ทราบน้ าหนักแน่นอน) แล้วใส่

ลง thimble จากนั้นใส่ใน thimble holder แล้วน าเข้าเคร่ืองสกัด 

2.1.2 เติมตัวท าละลายปิโตรเลียม อีเทอร์ใส่ถ้วยสกัดไขมันที่ผ่านการอบแห้ง ประมาณ 50 

มิลลิลิตร แล้วน าไปใส่เคร่ืองสกัดไขมัน 

2.1.3 สกัดไขมันเป็นเวลา 45 นาทีแล้วท าการ rinsing 10 นาที เมื่อครบตามเวลาสกัด ท า

การ evaporation เพื่อก าจัดตัวท าละลายปิโตรเลียม อีเทอร์ 

2.1.4 น าถ้วยสกัดไขมันอบในตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 80-90 องศาเซลเซียส จนแห้งใช้เวลา

ประมาณ 30 นาที ทิ้งให้เย็นในโถดูดความชื้น 

2.1.5 ชั่งน้ าหนักแล้วอบซ้ านานคร้ังละ 30 นาที จนผลต่างของน้ าหนักไม่เกิน 1-3 

มิลลิกรัม 

2.1.6 ค านวณหาปริมาณไขมันจากสูตร 
 

              ปริมาณน้ ามันร้อยละโดยน้ าหนัก  =  100
ต้นอย่างเร่ิมน้้าหนักตัว

มันหลงัอบ น้้าหนักไข  
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3. การวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบไฮเดรต 

 

วิธีค านวณปริมาณคาร์โบไฮเดรต จากการหักลบออกจาก 100 เปอร์เซ็นต์ 

 

% คาร์โบไฮเดรต  =  100 – (% ความชื้น + % เถ้า + % ไขมัน + % โปรตีน) 
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ภาคผนวก ข 

การวิเคราะห์ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกด้วยวิธีคาร์บาโซล 
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การวิเคราะห์ปริมาปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกด้วยวิธีคาร์บาโซล (Bitter and Muir, 1962) 

 

1. สารเคมี 

 

1.1 สารละลายโซเดียมเททระบอเรต 0.025 โมลาร์ ในกรดซัลฟิวริกเข้มข้น เตรียมโดยชั่ง

โซเดียมเททระบอเรต 0.9534 กรัม ละลายในกรดซัลฟิวริกเข้มข้น ทิ้งไว้ข้ามคืนเพื่อให้โซเดียมเต

ตระบอเรตละลายอย่างสมบูรณ์ แล้วปรับปริมาตรด้วยกรดซัลฟิวริกเข้มข้นในขวดปริมาตรขนาด 

100 มิลลิลิตร 

 

1.2 สารละลายคาร์บาโซลความเข้มข้นร้อยละ 0.125 เตรียมโดยชั่งคาร์บาโซล 0.125 กรัม

ละลายในแอลกอฮอล์บริสุทธิ์และปรับปริมาตรด้วยแอลกอฮอล์บริสุทธิ์ในขวดปริมาตร 100 

มิลลิลิตร 

 

2. วิธีการวิเคราะห์ 

 

2.1 เติมสารละลายโซเดียมเททระบอเรต 0.025 โมลาร์ในกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 2.5 

มิลลิลิตรลงในหลอดทดลองและท้าให้เย็นโดยใช้น้้าแข็ง เติมสารละลายมาตรฐานหรือสารที่

ต้องการทดสอบ  0.5  มิลลิลิตรลงบนผิวของสารละลายอย่างระมัดระวัง ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 10 นาที

ในอ่างน้้าแข็งแล้วน้าออกมา  ผสมให้เข้ากันอย่างรวดเร็วเพื่อให้สารเป็นเนื้อเดียวกัน น้าไปให้ความ

ร้อนที่ 100 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10  นาที และท้าให้เย็นในอ่างน้้าแข็ง เมื่อเย็นลงจึงเติม

สารละลายคาร์บาโซล 0.1 มิลลิลิตรลงบนผิวหน้า (ไม่ให้ติดข้างหลอด) น้าไปผสมให้เข้ากันอีกคร้ัง

และให้ความร้อนที่ 100 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที ทิ้งไว้ให้เย็นและน้าไปวัดค่าการดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร  

 

2.2 เตรียมสารละลายมาตรฐานของ ดี-กลูคิวโรโนแลกโทน ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ กัน 

น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงตามวิธีการข้างต้น แล้วน าค่าที่ได้มาสร้างกราฟมาตรฐาน 
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ภาคผนวก ค 

การวิเคราะห์เอกลักษณ์ของกรดไฮยาลูโรนิก 
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1. อิเล็กโทรโฟรีซีสแบบเซลลูโลสแอซีเทต (Cellulose acetate electrophoresis)  

(Nakano et al., 1994) 

 

1. สารเคมี       

 

1.1 บัฟเฟอร์ พีเอช 3.5 (ไพริดีน : กรดแอซีติก : น้ ากลั่น ในอัตราส่วน 1 : 9 : 115 v/v/v) 

1.2 สารละลายกรดแอซีติก ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 

1.3 สารละลายกรดแอซีติก ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 ที่ประกอบด้วยสารละลายโซเดียม                 

เอไซด์ ความเข้มข้นร้อยละ 0.02  

1.4 สารละลายอัลเชียน บลู 8 จีเอ็กซ์ ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 (เตรียมโดยใช้สารละลายใน

ข้อ 1.3) 

1.5 สารละลายมาตรฐานกรดไฮยาลูโรนิกความเข้มข้น 1000 ppm (Sigma-Aldrich) 

 

2. วิธีวิเคราะห์ 

 

การวิเคราะห์ด้วยวิธีอิเล็กโmรโฟรีซีสแบบเซลลูโลสแอซีเทต ท าโดยดัดแปลงวิธีการจาก 

Nakano et al. (1994) เร่ิมจากการแช่แผ่นเซลลูโลสแอซีเทต (Titan III, 60 x 76 mm, Helena 

Laboratories) ในสารละลายบัฟเฟอร์ พีเอช 3.5 อย่างน้อย 30 นาที และรินบัฟเฟอร์ลงในแชมเบอร์ 

จากนั้นบรรจุตัวอย่าง และสารมาตรฐานลงในช่องบรรจุสารละลาย กดแอพพลิเคเตอร์ลงในช่อง

บรรจุสาร และน ามากดบนแผ่นเซลลูโลสแอซีเทต แล้วน าแผ่นตัวกลางมาวางพาดในแชมเบอร์ เปิด

เคร่ืองจ่ายกระแสไฟฟ้าที่ 150 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที น าแผ่นเซลลูโลสแอซีเทต มาย้อมสีด้วย

สารละลายอัลเชียน บลู 8 จีเอ็กซ์ ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 ในกรดแอซีติก ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 ที่

ประกอบด้วยโซเดียม เอไซด์ ความเข้มข้นร้อยละ 0.02 เป็นเวลา 5 นาที ล้างสีย้อมด้วยกรด                      

แอซีติก ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 2 นาที และอบที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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2.  ฟูเรียทรานสฟอร์มอินฟราเรด สเปกโทรสโคป ี

 

 วิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันของสารสกัดกรดไฮยาลูโรนิกเทียบกับกรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐานที่

ความเข้มข้น 1000 ppm ด้วยวิธีฟูเรียทรานสฟอร์มอินฟราเรด สเปกโทรสโคปี ด้วยเทคนิค 

Attanuated Total Reflectance (ATR) ในช่วง เลขคลื่น ระหว่าง 2000-800 cm-1 โดยหยดสารละลาย

กรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐานลงบนแผ่นแบเรียมฟลูออไรด์ (BaF2) ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร แล้วเป่าแห้ง

ด้วยเคร่ืองเป่าแห้งชนิดลงเย็น ท าซ้ าจ านวน 3 คร้ังให้ตัวอย่างมีความเข้มข้นมากพอ แล้วน าไป

วิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันด้วยเคร่ืองฟูเรียทรานสฟอร์มอินฟราเรด สเปกโทรสโคปี เพื่อใช้เปรียบเทียบ

กับกรดไฮยาลูโรนิกที่สกัดได้ จากนั้นน าสารสกัดกรดไฮยาลูโรนิกมาวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันตาม

วิธีการเช่นเดียวกับกรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐาน แล้วน าสเปกตรัมที่ได้เทียบกับกรดสเปกตรัมกรดไฮ

ยาลูโรนิกมาตรฐานเพื่อบ่งชี้หมู่ฟังก์ชันของกรดไฮยาลูโรนิกที่สกัดได้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


