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 การสกัดคอลลาเจนจากหนังปลาสีกูดสด  โดยใชกรดอะซิติกความเขมขน  0.5 M รวมกับ
เอนไซมเปปซินความเขมขน 0.1% (w/v)  เปนเวลา 6 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส  แลว
ตกตะกอนแยกคอลลาเจนโดยปรับสารละลายใหมีความเขมขนของโซเดียมคลอไรดเทากับ 0.9 M  
โดยทําการสกัดที่สัดสวนหนังตอกรด (กรัมตอมิลลิลิตร) 1:10  1:15  1:20 และ 1:25  พบวาเมื่อ
สัดสวนของกรดเพิ่มขึ้นจะทําใหปริมาณผลไดของคอลลาเจน (Yield) ลดลง  จึงเลือกใชสัดสวน 1:10 
ในการสกัดคอลลาเจนที่อุณหภูมิตาง ๆ (4  10  20 และ 28 องศาเซลเซียส)  เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  พบวา
ที่อุณหภูมิ 10  องศาเซลเซียส  ใหปริมาณผลไดมากที่สุด คือ 439.32 มิลลิกรัมตอกรัมหนังปลาสดที่
หักลบความชื้น  จากการศึกษาหนวยยอยของคอลลาเจนโดยการทําอิเลคโทรโฟริซิสแบบ  SDS-

PAGE  พบวาคอลลาเจนที่สกัดไดเปนคอลลาเจน  type I  ซึ่งประกอบไปดวยสาย β α1 และ α2  
การสกัดคอลลาเจนที่อุณหภูมิสูง  (20  และ  28   องศาเซลเซียส)  จะไดเปปไทดที่มีโมเลกุลขนาดเล็ก  
เนื่องจากเกิดการยอยหนังปลาโดยกรดและเอนไซมอยางรวดเร็ว  จึงไมสามารถตกตะกอนดวย
โซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.9 M  ทําใหปริมาณผลไดตํ่า  คอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิ  4   
องศาเซลเซียส  มีอุณหภูมิในการเสียสภาพเทากับ  39.5  องศาเซลเซียส  ซึ่งสูงกวาคอลลาเจนที่ 
สกัดที่อุณหภูมิ  10  องศาเซลเซียส  ที่มีอุณหภูมิในการเสียสภาพเทากับ 37.5  องศาเซลเซียส  สวน 
คอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิ  20  และ  28  องศาเซลเซียส  ไมสามารถวัดอุณหภูมิในการเสียสภาพได  
เนื่องจากประกอบดวยเปปไทดโมเลกุลขนาดเล็กจํานวนมาก  จากการศึกษาการจับตัวกันของ 
คอลลาเจน  พบวา  คอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส  มีอัตราเร็วในการจับตัวกันสูงที่สุด  
ศึกษาโครงสรางของคอลลาเจนเมตริกซโดยใชกลองจุลทรรศนแบบ confocal laser scanning 
microscope  พบวา ขนาดเสนผาศูนยกลางของเสนใยคอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิ  10  องศาเซลเซียส  
มีขนาดเทากับ  0.5  ไมโครเมตร  ซึ่งมีขนาดใหญกวาคอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
(เสนผาศูนยกลาง เทากับ 0.41  ไมโครเมตร)  เมื่อเวลาในการปลอยใหเกิดการจับตัวเทากัน (4 
ช่ัวโมง)  เสนใยคอลลาเจนจะมีขนาดใหญขึ้นเมื่อเพิ่มเวลาในการจับตัวกัน 
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 Collagen extraction from fresh silver-line grunt skin was carried out by using 0.5 M 
acetic acid combined with pepsin at a concentration of 0.1% (w/v) for 6 hours at 28°C. Collagen 
was precipitated by adjusting NaCl in the solution to a concentration of 0.9 M. The ratios of skin 
to acetic acid (g/ml) were tested at 1:10, 1:15, 1:20 and 1:25. The results showed that the yield 
of collagen decreased as ratio of skin to acid increased. Therefore, the ratio 1:10 was used for 
collagen extraction at different temperatures  (4, 10, 20 and 28°C) for 6 hours. The extraction  at 
10°C with acid ratio at 1:10 gave the highest yield (439.32 mg/ g skin dry basis). The SDS-

PAGE pattern of extracted collagen was type I collagen which comprised β  α1 α2 chains. 
Extraction of fish skin at high temperatures  (20 and 28°C)  resulted in the formation of low 
molecular weight peptide fragments due to the rapid rate of acid and pepsin digestion which 
cannot be precipitated by 0.9M NaCl and gave a low yield of extracted collagen. The 
denaturation temperature of extracted collagen at 4°C is 39.5°C which is higher than that 
extracted at 10°C which the denaturation temperature is 37.5°C. The denaturation temperature 
of extracted collagen at 20 and 28°C could not be detected due to its high composition of low 
molecular weight peptide fragments. The study of collagen self-assembly showed that collagen 
extracted at 10°C gave the highest rate of collagen self-assembly. Examination of the structure 
of reconstructed collagen by confocal laser scanning microscope indicated that the fibril 
diameter of extracted collagen at 10°C is 0.5 μm which is larger than that extracted at 4°C 
(fibril diameter is 0.41 μm) within the same incubation time of collagen self-assembly (4 hours). 
The fibrils had a larger diameter when increase incubation time. 
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สารบัญตาราง 

 
ตารางที่ หนา 
  

1 องคประกอบกรดอะมิโนของคอลลาเจนจากหนังของววั สุกร ปลาตาหวาน 
และปลาสีกูด(residues/1000 residues) 
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2 ชนิดของคอลลาเจน  หนวยยอย  และตําแหนงที่พบ 12 
3 
4 
 
 
5 
 
 
6 
7 
 
 
8 

ความเขมขนของเกลือที่ใชในการตกตะกอนคอลลาเจนชนิดตาง ๆ 
คาความหนดื (cp) ของสารละลายจากการสกัดคอลลาเจนเมื่อใชสัดสวนหนัง
ปลาตอกรดอะซิติก 1:10  1:15  1:20 และ 1:25  ที่เวลา 0  1  2  3  4  5 และ 6  
ช่ัวโมง 
คาความหนดื (cp) ของสารละลายจากการสกัดคอลลาเจนเมื่อใชสัดสวนหนัง
ปลาตอกรดอะซิติก 1:10  ที่อุณหภูมิตาง ๆ (4  10  20 และ 28  องศาเซลเซียส)
ที่เวลา 0  1  2  3  4  5 และ 6  ช่ัวโมง 
สัดสวนความเขมของแถบโปรตีนของหนวยยอยของคอลลาเจน 
อุณหภูมิในการเสียสภาพของคอลลาเจนที่สกัดจากหนังปลาสดที่อุณหภูมิ 4 
และ 10 องศาเซลเซียส และคอลลาเจนจากหนังลูกววั  และคอลลาเจนที่สกัด
โดย Noitup (2004) 
ขนาดเสนผาศนูยกลางของเสนใยคอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิตาง ๆ และ
ปลอยใหจับตวักันทีเ่วลาตาง ๆ 
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(3) 

สารบัญตาราง (ตอ) 

 
ตารางผนวกที่                                                                                                                                หนา 
 

ก1 
 

ก2 
 
ก3 

 
ก4 

 
ข1 
ง1 
 
 
 

วิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) ของปริมาณผลได (Yield) หลังการทํา
แหงแบบเยือกแข็งที่สัดสวนตาง ๆ 
การเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยของปริมาณผลได  (Yield) หลังการทําแหงแบบเยือก
แข็งที่สัดสวนตาง ๆ  โดยวิธี  Duncan’s Multiple Rang Test (DMRT) 
วิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) ของปริมาณผลได (Yield) หลังการทํา
แหงแบบเยือกแข็งที่อุณหภูมติาง ๆ 
การเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยของปริมาณผลได  (Yield) หลังการทําแหงแบบเยือก
แข็งที่อุณหภูมติาง ๆ  โดยวิธี  Duncan’s Multiple Rang Test (DMRT) 
สูตรสําหรับการเตรียม SDS-PAGE Seperating and Stacking Gel 
คาการดูดกลืนแสงในการศกึษาอัตราเร็วในการจับตัวกันของคอลลาเจนที่สกัด
ที่อุณหภูมิตาง ๆ 
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(4) 

สารบัญภาพ 

 

ภาพที ่ หนา 
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ภาพตัดขวางของผิวหนังปลา 
โครงสรางของกรดอิมิโนไฮดรอกซีโพรลีนและไฮดรอกซีไลซีน 
โครงสรางของคอลลาเจน 
พันธะภายในโมเลกุลและพันธะขามระหวางโมเลกุลของโทรโปคอลลาเจน 
การตัดพันธะสวนปลายของโทรโปคอลลาเจนโดยเอนไซมเปปซิน 
ความสัมพันธของปริมาณกรดอิมิโนและความคงตัวตอความรอนของคอลลาเจน
จากสัตวชนิดตาง ๆ 
ความหนดืของสารละลายจากการสกัดคอลลาเจนเมื่อใชสัดสวนหนงัปลาตอกรด 
อะซิติก 1:10  1:15  1:20 และ 1:25 ที่เวลา 0  1  2  3  4  5 และ 6 ช่ัวโมง  เติม
เอนไซมเปปซิน 0.1% (w/v) ในทุก ๆ ตวัอยาง  ควบคุมอณุหภูมิของสารละลายที่ 
28 องศาเซลเซียส 
ปริมาณผลไดคอลลาเจนหลังการทําแหงแบบเยือกแข็งเมื่อใชสัดสวนหนังปลาตอ
กรดอะซิติก 1:10  1:15  1:20 และ 1:25 เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  เติมเอนไซมเปปซิน 
0.1% (w/v) ในทุก ๆ ตัวอยาง  ควบคุมอุณหภูมิของสารละลายที่ 28 องศาเซลเซียส 
ลักษณะของคอลลาเจนบน 7.5% SDS-PAGE ของคอลลาเจนที่สกัดโดยใช
สัดสวนหนงัปลาตอกรดอะซิติก 1:10  1:15  1:20  และ  1:25  เปนเวลา 6  ช่ัวโมง 
ความหนดืของสารละลายจากการสกัดคอลลาเจนเมื่อใชสัดสวนหนงัปลาตอ
กรดอะซิติก 1:10 ที่อุณหภูมติางๆ (4  10  และ 20  องศาเซลเซียส) ที่เวลา  0 1  2  3  
4  5 และ 6 ช่ัวโมง  เติมเอนไซมเปปซิน 0.1% (w/v) ในทกุ ๆ ตัวอยาง   
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11 ความหนดืของสารละลายจากการสกัดคอลลาเจนเมื่อใชสัดสวนหนงัปลาตอ

กรดอะซิติก 1:10 ที่อุณหภูม ิ28  องศาเซลเซียส  ที่เวลา  0 1  2  3  4  5 และ 6 
ช่ัวโมง เติมเอนไซมเปปซิน 0.1% (w/v) ในทุก ๆ ตัวอยาง   
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12 ปริมาณผลไดคอลลาเจนหลังการทําแหงแบบเยือกแข็งเมื่อใชสัดสวนหนังปลาตอ

กรดอะซติิก 1:10  สกัดที่อุณหภูมิตาง ๆ (4 10 20 และ 28 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 
6 ช่ัวโมง  เติมเอนไซมเปปซิน 0.1% (w/v) ในทุก ๆ ตวัอยาง 
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ช่ัวโมง เติมเอนไซมเปปซิน 0.1% (w/v) ในทุก ๆ ตัวอยาง   
อัตราเร็วในการจับตัวกนัของคอลลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิ 4 10 20 และ 28  
องศาเซลเซียส 
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การสกัดคอลลาเจนจากหนังปลาสีกูดและลักษณะบางประการของคอลลาเจนที่สกัดได 
 

Collagen  Extraction from Silver-line Grunt Skin and Some Characteristics of 
Extracted Collagen 

 

คํานํา 
 

ประเทศไทยผลิตเนื้อปลาแชเยือกแข็งและสงออกไปขายตางประเทศจํานวนมาก 
ในขั้นตอนการผลิตมีเศษเหลือ  เชน  หนัง  เกล็ด  กาง  เปนตน  สวนใหญแลวจะนําไปขายเปน
อาหารสัตว  ซ่ึงมีมูลคาเพิ่มไมมากนัก  เศษเหลือเหลานี้มคีอลลาเจนเปนสวนประกอบ  ซ่ึงปจจุบัน 
มีการนําคอลลาเจนมาใชประโยชนกันอยางกวางขวาง  เชน  ใชเปนสวนประกอบในอาหาร  ใช
ในทางการแพทยและทางเภสัชกรรม  เชน  ผลิตเปนผิวหนังเทียมเพื่อรักษาแผลสดบริเวณผวิหนัง  
(Takai et al., 1997)  เปนสารชวยสมานบาดแผล ใชเปนแคปซูลยา  ใชในเครื่องสําอางบํารุงผิวและ
ในอุตสาหกรรมเครื่องหนัง  (Swan and Torley, 1991)  ในอุตสาหกรรมการผลิตคอลลาเจนวัตถุดิบ
ที่ใชสวนใหญ  คือ  หนังววัและหนังสุกร (Nagai et al., 2002)  จึงมีการหาแหลงวัตถุดิบตางๆ อีก
มากมายที่สามารถนํามาผลิตคอลลาเจนได  โดยเฉพาะสัตวน้ํา  ซ่ึงเปนแหลงของคอลลาเจนที่
นาสนใจ   

 

การสกัดคอลลาเจนสามารถทําไดหลายวิธี  โดยทั่วไปแลวจะเริ่มตนจากการลางทาํ
ความสะอาดวตัถุดิบ  แลวจึงทําใหคอลลาเจนที่มีอยูละลายออกมาโดยใชกรด  เชน  กรดอะซิติก
ความเขมขน  0.5 M  (Kittiphattanabawon et al., 2005)  หรือการใชกรดรวมกับเอนไซม  ซ่ึงสวน
ใหญจะใชเอนไซมเปปซิน  (Noitup, 2004; Senaratne et al., 2006)  เนื่องจากสามารถทํางานไดที่ 
pH  ต่ํา( pH 2-3 )  และมีความจําเพาะในการตัดสวนทีโลเปปไทด   และการสกัดโดยใชกรดรวมกับ
เอนไซมเปปซินทําใหไดคอลลาเจนที่มีขนาดโมเลกุลเล็กกวาการสกดัโดยใชกรดเพยีงอยางเดยีว  
(Bailey  and  Light, 1989)  จากนั้นจึงนําไปตกตะกอนโดยใชเกลือที่ความเขมขนตางๆ วัตถุดิบที่ใช
ในการสกัดคอลลาเจนมีความหลากหลาย เชน  หนังปลาสด   (Sadowska et al., 2003; 
Kittiphattanabawon et al., 2005) และหนังปลาแหง (Nagai et al., 2002; Noitup, 2004)  เกล็ดและ
กางปลา(Ogawa et al., 2004)  เปนตน    
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เนื่องจากมีปจจัยตาง ๆ เกีย่วของในการสกดัคอลลาเจน  ดังนั้นในงานวจิัยนีจ้ึงปรับการ
สกัดของ Noitup (2004) โดยใชกรดรวมกับเอนไซม  และศึกษาผลของสัดสวนของกรดและ
อุณหภูมิที่ใชในการสกัด  ขอมูลเหลานี้จะเปนประโยชนในการผลิตคอลลาเจนจากหนังปลาซึ่งเปน
ของเหลือจากอุตสาหกรรมประมง 
 

วัตถุประสงค 

 
1.  ศึกษาปจจยัที่เกีย่วของในการสกัดคอลลาเจนจากหนังปลาสีกูดสด 
2.  ศึกษาลักษณะบางประการของคอลลาเจนที่สกัดได 



การตรวจเอกสาร 
 
1. ลักษณะทั่วไปของปลาสีกูด   
 

ปลาสีกูดหรือปลากะพงแสม  (silver-line grunt)  มีช่ือทางวิทยาศาสตรวา  Pomadasys 
kaakan  อยูในตระกูล Haemulidae วงศ Perciformes  ลําตัวมีขนาดยาวที่สุดประมาณ 80 เซนติเมตร  
ลําตัวมีสีเงินและสีเหลืองบริเวณขอบลําตวั  อาศัยอยูบริเวณชายฝงที่มีความลึกประมาณ 75 เมตร  มี
ความสามารถในการทนตอน้ําทะเลที่มีปริมาณเกลือต่ํา  สวนใหญนํามาบริโภคเปนอาหาร  เปนปลา
ทะเลเขตรอน  พบในประเทศออสเตรเลีย  อินโดนีเซีย  มาเลเซีย  ฟลิปปนส   ไทย  เวยีดนาม 
ไตหวนั  และแอฟริกาใต  อุณหภูมิของที่อยูอาศัยประมาณ 26-35 องศาเซลเซียส (Smith and 
Mckay, 1986) 

 
2. ผิวหนังปลา 
 

ผิวหนังปลาเปนที่อยูของสวนประกอบตาง ๆ ไดแก  เกล็ด  ตอมเมือก  ตอมพิษ  เซลลสราง
สี  ประสาทรับความรูสึก  นอกจากนี้ผิวหนังยังชวยปรับความสมดุลของน้ําและเกลือ  ชวยขับถาย
ของเสียและหายใจ  องคประกอบของผิวหนังปลาประกอบดวย  ความชื้น 64%  โปรตีน 32%  เถา 
3%  และ  ไขมนั 1%  (Kittiphattanabawon et al., 2005) โครงสรางผิวหนังของปลา  ประกอบดวย
ผิวหนังชั้นนอก  และผิวหนงัชั้นใน (วิมล, 2540; อัมพร, 2545)  (ดังภาพที่ 1) 
 

2.1 ผิวหนังชั้นนอก  (epidemis)   
 

เจริญมาจากเยือ่ช้ันนอก (ectoderm)  เปนเซลลหลายชั้น  ซ่ึงมีลักษณะแบนและชื้น  
จํานวนชั้นขึ้นอยูกับบริเวณของรางกายและอายุของปลา  เซลลช้ันบนเปนชั้นที่ตายและหลุดลอก
ออกไป โดยมีเซลลช้ันถัดไป  เรียกวา  สตราตัม  เจอรมินาติวัม  (stratum germinativum)  ซ่ึงเปนชัน้
ที่สามารถสรางเซลลใหมขึ้นมาทดแทนตลอดเวลา  ความหนาบางของผิวหนังชัน้นอกขึ้นกับ
โครงสรางผิวหนังของปลาแตละชนดิ  ผิวหนังชัน้นี้มีตอมเมือก (mucus gland)  ซ่ึงเปนตอมที่มี
หนาที่สรางเมอืกเพื่อใหความชุมชื่นแกผิวหนังและลดแรงตานน้ํา  ผิวหนังชั้นนอกจะบางและมี
โครงสรางงาย ๆ แตในบางสวนอาจจะมีปลายประสาทรับความรูสึก  เปนที่อยูของเซลลสรางสี   
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และตอมสรางพิษรวมอยูดวย  ผิวหนังชั้นนอกประกอบดวยสารพวกมวิโคโพลีแซคคาไรด 
(mucopolysaccharide) ฟอสโฟลิปด (phospholipid)  ไขมัน  โปรตีน  ไกลโคเจน  และ 
ไลโซไซม  (Johns, 1977) 
 

2.2 ผิวหนังชั้นใน  (dermis  หรือ  corium)   
 

เจริญมาจากเยือ่ช้ันกลาง (mesoderm)  มีความหนาและโครงสรางที่ซับซอนมากกวา
ผิวหนังชั้นนอก  ประกอบดวยเนื้อเยื่อเกี่ยวพันซึ่งไดแก  คอลลาเจนและอิลาสติน  ตอนบนมี
ลักษณะคลายฟองน้ํา เรียกวา  สตราตัม  วาสคูลาร (stratum  vascular)  หรือ สตราตัม  สปองจิโอซัม  
(stratum  spongiosum) และตอนลางเปนสวนที่หนาแนน  เรียกวา  สตราตัม  คอมแพคตัม  (stratum  
compactum)  ยกเวนในสวนที่ปกคลุมครีบจะเปลี่ยนไปเปนเนื้อเยื่อช้ันฐาน  (basal  membrane)  ช้ัน
ของสตราตัม  สปองจิโอซัม  ประกอบดวยเสนเลือดและเสนใยคอลลาเจนซึ่งเกาะกันอยางหลวม ๆ 
ปริมาณของคอลลาเจนในชัน้นี้จะนอยกวาคอลลาเจนในชั้นสตราตัม  คอมแพคตัม ซ่ึงประกอบดวย
คอลลาเจนที่มีอยูอยางหนาแนน  ภายในผิวหนังชั้นนี้จะมเีสนเลือด  เสนประสาท  อวัยวะรับสมัผัส
ที่ไวมาก  เปนชั้นที่สรางเกล็ดและสวนประกอบอื่น ๆ ของผิวหนัง  ปลาที่เจริญเต็มวัยจะมีผิวหนัง
ช้ันในหนากวาชั้นนอก  ความหนาของผิวหนังขึ้นกับจํานวนชัน้และการอัดแนนของชั้น  โดย
เฉพาะที่ผิวหนงัชั้นในซึ่งจะเปลี่ยนแปลงมากนอยข้ึนอยูกับชนิดของปลา 

 
ภาพที่ 1  ภาพตัดขวางของผวิหนังปลา 
ที่มา :  วิมล  (2540) 

เกล็ด 

ตอมเมือก สันกระดูกในเกล็ด 

ผิวหนังชั้นนอก 
ผิวหนังชั้นใน 

เยื่อเกีย่วพัน 
เซลลสรางสี 
เซลลชั้นใตผิวหนัง 

กลามเนื้อ 

เยื่อก้ันระหวางกลามเนื้อ เสนเลือด 

ผิวหนังชั้นใน 

เซลลสรางสี 
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3. ชนิดของโปรตีนสัตว   
 

โดยทั่วไปสามารถจําแนกโปรตีนสัตวออกเปน 3 ประเภท ตามความสามารถในการละลาย 
(Whitaker and Tannenbaum, 1977) คือ 
 

3.1 ซารโคพลาสมิกโปรตีน  (sarcoplasmic protein)  เปนโปรตีนที่สามารถละลายน้ําหรือ
สารละลายเกลือที่มีคา ionic strength นอยกวา 0.1  พบอยูในซารโคพลาสซึม  ไดแก  เอนไซม   
ไมโอโกลบิน  ฮีโมโกลบิน และเม็ดสีตาง ๆ เปนตน 
 

3.2 ไมโอไฟบริลลารโปรตีน  (myofibrilar protein)  เปนโปรตีนไมละลายในน้ํา แตละลาย
ในสารละลายเกลือที่มีคา ionic strength มากกวา 0.1  (โดยทั่วไปอยูในชวง 0.3-1.0) เปนโปรตีน
สวนใหญที่พบในกลามเนื้อสัตว  ตัวอยางเชน แอกตนิ (actin) และ ไมโอซิน (myosin) ซ่ึงมีบทบาท
สําคัญตอการหดและคลายตวัของกลามเนือ้ 
 

3.3 สตรอมาโปรตีน (stroma protein)  เปนโปรตีนที่ไมละลายในสารละลายที่เปนกลาง  
แตละลายในสารละลายกรดและดาง พบอยูในเนื้อเยื่อเกีย่วพนั ไดแก คอลลาเจน (collagen)  และ 
อิลาสติน  (elastin) 
 
4. คอลลาเจน   
 
 คอลลาเจนเปนโปรตีนโครงสรางหลักที่พบในรางกายสตัวพบไดทัว่ไปในเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน 
(connective tissue) โดยมีอยูประมาณ  30% ของสวนที่เปนโปรตีนทั้งหมดในรางกายสัตว  โดยพบ
คอลลาเจนในสวนตาง ๆ ของรางกาย  ไดแก  ผิวหนัง  กระดูก  เอ็น  และกระดูกออน (Bailey and 
Light,  1989) คอลลาเจนเปนโปรตีนที่มีลักษณะเปนเสนใย (fibrous protein)  เกิดจากกรด 
อะมิโนชนิดตาง ๆ และมีการจัดเรียงตวักนัที่มีความจําเพาะ  โดยมีพนัธะตาง ๆ ทําใหโครงสราง
ของคอลลาเจนมคีวามแข็งแรงคงตัวมากขึน้ 
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4.1 องคประกอบของกรดอะมิโน 
 

กรดอะมิโนทีพ่บสวนใหญในคอลลาเจน  ไดแก  ไกลซนี  (Glycine)  เปน 
กรดอะมิโนทีพ่บมากที่สุด ประมาณ  1 ใน  3  ของกรดอะมิโนทั้งหมดในโมเลกุลคอลลาเจน  และ 
มีกรดอิมิโน  (imino acid) ประมาณ  1  ใน  4  โดยแยกเปนโพรลีน  (Proline) 12 % และ 
ไฮดรอกซีโพรลีน (Hydroxyproline) 11 %  (Ward and Courts, 1977)  นอกจากนี้ยังพบกรดอะมิโน
ชนิดอื่น  ไดแก  อะลานีน (Alanine)  ซ่ึงพบมากเชนเดยีวกับไฮดรอกซีโพลีน ซ่ึงมีปริมาณ 1 ใน 7 
ของปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมด สวนฟนลิอะลานีน (Phenylalanine)  ไทโรซีน  (Tyrosine)  และ 
ฮิสติดีน (Histidine )  มีปริมาณเล็กนอย  ซิสเตอีน (Cysteine)  พบเฉพาะในคอลลาเจน type III และ 
type IV เทานัน้ เมไทโอนีน (Methionine) พบในปริมาณนอยมากในคอลลาเจนทุกชนิด  สวน 
ทริปโตเฟน  (Tryptophan)ไมพบในคอลลาเจน  ซ่ึงลักษณะการเรียงตวัของกรดอะมิโนจะมีลักษณะ
ซํ้า ๆ กันของ  -Gly-X-Y-  โดย Gly คือ ไกลซีน  X  และ  Y  มักเปนโพรลีนและไฮดรอกซีโพรลีน
ตามลําดับ  นอกจากนี้ตําแหนง X ยังอาจเปนกรดอะมิโนชนิดอื่น  เชน  กลูตามีน (Glutamine)   
ลิวซีน  (Leucine) และฟนิลอะลานีน สวนตําแหนง Y อาจเปนกรดอะมโินชนิดทรีโอนี (Threonine)  
ไลซีน  (Lysine)  และอารจินนี  (Arginine)  เปนตน 
 

กรดอะมิโนทีม่ีความจําเพาะในคอลลาเจน  คือ  ไฮดรอกซีโพรลีน  ซ่ึงการสังเคราะห 
ไฮดรอกซีโพรลีนเกิดขึ้นหลังจากการสังเคราะหสายโพลีเปปไทดแลว  โดยโพรลีนจะเปลี่ยนเปน 
ไฮดรอกซีโพรลีน โดยปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชั่น  (Hydroxylation)  ซ่ึงเรงโดยเอนไซมโพรลิล- 
ไฮดรอกซิเลส  (Prolyl hydroxylase)  และกรดแอสคอบิก เปนตวัรีดิวซ  (Stryer, 1975)  การ
เกิดปฏิกิริยานีม้ีความจําเพาะคือ จะสามารถเกิดปฏิกิริยาไดเฉพาะโพรลนีที่ตําแหนง Y ของ  
Gly-X-Y  เทานั้น  ตําแหนงของกรดอะมิโนที่ตําแหนง X จะมีผลตออัตราเร็วของปฏิกิริยา คือ 
เอนไซมจะมกีจิกรรมสูงที่สุดเมื่อตําแหนง X เปนโพรลีน  แตกจิกรรมของเอนไซมจะลดลง 20 เทา 
เมื่อตําแหนง X เปนกรดกลตูามิก (Glutamic acid) (Bailey and Light,  1989) เอนไซมดังกลาวไม
สามารถทํางานเมื่อสายโพลีเปปไทดบิดเปนเกลียวสามสาย  (triple helix)  นอกจากนีป้ฏิกิริยา 
ไฮดรอกซิเลชั่นยังสามารถเกิดไดกับกรดอะมิโนชนิดอืน่คือ ไลซีน เปนไฮดรอกซไีลซีน  
(Hydroxylysine)  โดยเอนไซมไลซิล  ไฮดรอกซิเลส (Lysyl hydroxylase) ไลซีนจะเกิดปฏิกิริยา 
ไฮดรอกซิเลชั่นไดนอยกวาโพรลีน  10-20 % ปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชั่นจะทําใหสายโพลีเปปไทด 
ที่บิดเปนเกลียวสามสายมีความคงตัวมากขึน้  โครงสรางของกรดอิมิโนไฮดรอกซ ีโพรลีนและ 
ไฮดรอกซีไลซีนแสดงดังภาพที่  2 
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              4 - Hydroxyproline          3 – Hydroxyproline                       5 – Hydroxylysine 
 
ภาพที่ 2  โครงสรางของกรดอิมิโนไฮดรอกซีโพรลีนและไฮดรอกซีไลซีน 
ที่มา : Devlin (1997) 

 
องคประกอบของกรดอะมิโนในคอลลาเจนจะมีผลตอสมบัติทางเคมีกายภาพของ

คอลลาเจน  เชน  สมบัติการละลาย (ในสารละลายเกลือ)  ความสามารถในการเกดิพนัธะขาม  และ
ความคงตัวตอความรอน (Lin and Liu, 2006a)  สัตวแตละชนิดจะมีองคประกอบของกรดอะมิโน 
ที่แตกตางกัน  ดังตารางที่  1  คอลลาเจนจากหนังสัตวน้ํา ไดแก  ปลาตาหวาน และปลาสีกูด  
มีปริมาณของไฮดรอกซีโพรลีนที่ต่ํากวาคอลลาเจนจากหนังสัตวบก (วัว และสุกร)  ซ่ึงปริมาณ
ของไฮดรอกซีโพรลีนจะมีความสัมพันธกบัความคงตัวตอความรอนของคอลลาเจน เนื่องจาก 
ไฮดรอกซีโพรลีนจะชวยใหโครงสรางของโทรโปรคอลลาเจนมีความคงตัวมากขึ้น (Jose and 
Harrington, 1964)  ดังนั้น  คอลลาเจนจากสัตวบกจะมคีวามคงตัวตอความรอนที่สูงกวาคอลลาเจน
จากสัตวน้ํา  ปริมาณกรดอะมิโนชนิดไทโรซีนของคอลลาเจนจากสัตวทุกชนดิจะมปีริมาณที่ต่ํามาก  
ซ่ึงปริมาณของไทโรซีน บงชี้ถึงปริมาณทีโลเปปไทด  คอลลาเจนที่สกัดโดยใชกรดรวมกับเอนไซม
เปปซินจะมีปริมาณของไทโรซนีและฮิสติดีนที่ต่ํากวาคอลลาเจนที่สกัดโดยใชกรดเพยีงอยางเดียว 
(Noitup, 2004) 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

             H                                 
             N 
H2C             CH-COOH 
 HC             CH2 

     OH 

             H                                 
             N 
H2C             CH-COOH 
 HC             CH2 

                    OH 

                      OH                          NH2 

NH2    CH2    CH    CH2    CH2    C  H 
                                                     COOH 
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ตารางที่ 1  องคประกอบกรดอะมิโนของคอลลาเจนจากหนังของวัว (bovine)  สุกร (porcine)   
 ปลาตาหวาน (bigeye snapper)  และปลาสีกูด (silver-line grunt)  (residues/1000 

residues) 
 

Amino acid bovine1  porcine1 bigeye snapper2 silver-line grunt3 

Aspartic acid 
Hydroxyproline 
Threonine 
Serine 
Glutamic acid 
Proline 
Glycine 
Alanine 
Valine 
Methionine 
Isoleucine 
Leucine 
Tyrosine 
Phenylalanine 
Hydroxylysine 
Lysine 
Histidine 
Arginine 

  40.3 
129.1 
  10.9 
    2.4 
  18.4 
  49.8 
411.8 
146.6 
  17.1 
  12.1 
  26.8 
  37.1 
   2.7 
  11.7 

- 
  55.2 
  10.1 
  26.1 

  34.6 
125.4 
  12.0 
    2.0 
    9.9 
  52.0 
396.8 
153.5 
  20.6 
  10.2 
  27.8 
  42.8 
    4.2 
  13.4 

- 
  63.6 
  12.8 
  26.9 

 51 
 77 
 29 
 36 
 78 
116 
286 
136 
  22 
  12 
   5 
 24 
  4 
 15 
 10 
 31 
 10 
 60 

  46.2 
  71.0 
  25.0 
  29.9 
  71.7 
116.2 
327.4 
133.3 
  21.6 
  14.7 
    9.7 
  20.3 
   4.8 
  14.9 
   3.9 
  27.6 
   7.0 
  55.0 

 
ที่มา : 1 Lin and Liu (2006a) 
  2 Kittiphattanabawon et al. (2005) 
  3 Noitup (2004) 
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4.2 โครงสรางของคอลลาเจน 
 

 คอลลาเจนมีลักษณะเฉพาะ  คือ  มีโครงสรางเปนฮีลิกซสามสาย (triple-helix) ของ 

โพลีเปปไทด  ซ่ึงแตละสายเรียกวา  สายแอลฟา (α-chain)  โมเลกุลของคอลลาเจนประกอบดวย
สายโพลีเปปไทด 3 สาย  แตละสายจะมกีรดอะมิโนมากกวา  1000   ตัวตอกัน  ลักษณะการเรียงตวั
ของกรดอะมิโนจะมีลักษณะซ้ํา ๆ กันของ  -Gly-X-Y-  โดย  X  และ  Y  มักเปนโพรลีนและ 
ไฮดรอกซีโพรลีนตามลําดับดังภาพที ่ 3(a)     

 
 
ภาพที่ 3  โครงสรางของคอลลาเจน (a) ลําดับของกรดอะมิโน (b)โครงสรางของโทรโปคอลลาเจน  

(c) การจัดเรียงตัวของโทรโปคอลลาเจนเปนเสนใยคอลลาเจน (gly, pro, hyp คือ glycine    
proline  และ  hydroxyproline) 

ที่มา: Friess (1998) 
 

โพลีเปปไทดแตละสายจะวนเปนเกลียวไปทางซาย (left-hand helix) โดยมีพนัธะ
ไฮโดรเจน  ซ่ึงแตละรอบมี 3.3 residues  และมีระยะหางระหวางเกลียวเทากับ 0.87 นาโนเมตร 
แสดงดังภาพที่ 3(b)  แตละสายของโพลีเปปไทดจะไมคงตัว  ดังนัน้โพลีเปปไทดจํานวน 3 สาย 
จะพันรอบกันเองเปนเกลยีววนขวา (right-hand helix) ซ่ึงมีความคงตัวมากขึ้น  โดยมพีันธะ
ไฮโดรเจนเชื่อมระหวางสายโพลีเปปไทดแตละสาย  เรียกสายโพลีเปปไทดที่บิดรวมกัน 3 สายนี้วา 
โทรโปคอลลาเจน (tropocollagen)  มีระยะหางระหวางเกลียวประมาณ 8.6 นาโนเมตร น้ําหนัก
โมเลกุลของโทรโปคอลลาเจนประมาณ 300 kDa ความยาว 300 นาโนเมตร เสนผาศูนยกลาง
ประมาณ 1.5 นาโนเมตร ดังภาพที ่3(c) นอกจากนีย้ังมีบริเวณทีไ่มบิดรวมตัวกันเปนเกลียว เรียก
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บริเวณนี้วา ทโีลเปปไทด (telopeptide region) ประกอบดวยกรดอะมิโนเพียง 18 และ 25 ตัวในสวน
ปลาย C- และ N- terminal  

 
การที่โครงสรางของคอลลาเจนมีลักษณะเปนเกลียว  โดยมีพันธะไฮโดรเจนเชื่อม     

ทําใหคอลลาเจนมีความแข็งแรง  คงตัวมากขึ้น  และเกิดปฏิกิริยากับโมเลกุลอ่ืนไดยาก ทําให 
คอลลาเจนไมสามารถละลายน้ําได   โทรโปคอลลาเจนจะมาเรียงตวัขนานกันโดยมแีรงแวนเดอร
วาลส (Vander Waals force) และไฮโดรโฟบิก (Hydrophobic) เชื่อมระหวางโทรโปคอลลาเจนทํา
ใหเกิดลักษณะเปนเสนใยของคอลลาเจน (Creighton, 1993) 

 
ภายในโทรโปคอลลาเจนอาจมีการสรางพันธะระหวางสายฮีลิกซ (intramolecular 

crosslinking) กลายเปน β-chain (สรางพันธะระหวาง α-chain 2 เสน) หรือ γ-chain (สรางพันธะ

ระหวาง α-chain 3 เสน) นอกจากนี้ยังอาจมีการสรางพันธะระหวางโทรโปรคอลลาเจนเอง  
(intermolecular crosslinking) โดยเกิดพนัธะไฮโดรเจนหรือพันธะไฮโดรโฟบิกที่ตาํแหนงของ 
ไลซีนหรือไฮดรอกซีไลซีน ในสวนของทโีลเปปไทด ทําใหเสนใยคอลลาเจนมีความแข็งแรง
เพิ่มขึ้น แสดงดังภาพที่ 4 

 

 
 
 

ภาพที ่ 4  พันธะภายในโมเลกุลและพันธะขามระหวางโมเลกุลของโทรโปคอลลาเจน 
ที่มา: Stryer (1975) 

 
 
 
 

intermolecular crosslinking 

intramolecular crosslinking 



 
 
         11 

4.3 ชนิดของคอลลาเจน 
 

ปจจุบันสามารถแบงคอลลาเจนออกเปน 13 ชนิด โดยแบงตามลําดับของกรดอะมิโน 
มวลโมเลกุล สวนประกอบของหนวยยอย (subunit) ความยาวของสายฮีลิกซ คุณสมบัติและขนาด
ของสวนที่ไมเปนฮีลิกซ (non-helix portion) (Kucharz, 1992) ดังตารางที่ 2 
 

คอลลาเจน type I พบไดเปนสวนใหญในสัตวช้ันสูง ในสวนของหนัง เอ็น และ

กระดกู ซ่ึงประกอบดวย 3 สาย ไดแก สาย α1(I) จํานวน 2 สาย และ α2(I) จํานวน 1 สาย ซ่ึงสาย

α1 และ α2  จะมีสวนประกอบของกรดอะมิโนที่แตกตางกัน นอกจากนี้ยังพบสาย α1(I) จํานวน 
3 สายซ่ึงพบไดนอยมาก  คอลลาเจนชนิดนีจ้ะพบกรดอะมิโนชนิดไกลซีนประมาณ 1 ใน 3 ของ
กรดอะมิโนทัง้หมด  มีจํานวนกรดอะมิโนประมาณ 1,050 ตัว  มีสวนทีไ่มบิดเปนเกลียวส้ัน
ประกอบดวยไทโรซีนและฮิสติดีน ไมพบทริปโตเฟนและซีสเตอีน 

 

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

3 สาย ซ่ึงเชื่อกันวามีลักษณะคลายสาย α1(I)  มีปริมาณของไฮดรอกซีไลซีนสูงกวา type I ถึง 3 เทา 
 
คอลลาเจน type III พบไดปริมาณนอย (ประมาณ 10%) สวนใหญพบในเสนเลือด 

ซ่ึงพบวาคอลลาเจน type III จะจับกับคอลลาเจน type I ดังนั้น ในการสกัดคอลลาเจนสวนใหญจะ
พบ type III ปนรวมกับคอลลาเจน type I เล็กนอย (Piez, 1985) 

  
คอลลาเจน type IV  มีความจําเพาะเจาะจงมาก ซ่ึงพบไดเฉพาะในรางแหของเสนใย

ฝอยท่ีเกาะกันหลวม ๆ (loose fibrillar network) ในเยื่อแผนบาง ๆ ที่อยูนอกเซลล  (basement 
membrane)  

 
สําหรับคอลลาเจนชนดิอื่น ๆ จะพบในปริมาณที่นอยมากและมกีารเชือ่มโยงกับ

โครงสรางทางชีววิทยาที่จําเพาะ  ในการศกึษาสวนใหญนิยมศึกษาคอลลาเจน type I เนื่องจากมี
ปริมาณมาก และมีการนําไปใชประโยชนไดอยางกวางขวาง โดยเฉพาะทางการแพทย



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

 
Type Chain composition Tissue distribution 

I 
II 
III 
IV 
V 
 

VI 
VII 
VIII 

 
IX 
X 
XI 
XII 
XIII 

(α1(I))2 α2(I), trimer (α1(I))3 

(α1(II))3 

(α1(III))3 

(α1(IV))2  α2(IV) 

α1(V) α2(V) α3(V) or (α1 (V))2α2(V) or 

(α1(V))3 

α1(VI) α2(VI) α3(VI) 

(α1(VII))3 

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

unknown 

α1(IX) α2(IX) α3(IX) 

(α1(X))3 

1α2α3α1 or α1(XI) α2(XI) α3(XI) 

(α1(XII))3 
Unknown 

Skin, tendon, bone, dentin, fibrocartilage,  tendon 
Hyaline cartilage, vitreous, notochord 
Large vessels, dermis, intestine (usually coexists with type I except in bone and tendon) 
Basement membranes 
Cornea, placental membranes, bone, large vessels, hyaline cartilage 
 
Skin, nucleus pulposus, heart muscle 
Skin, placenta, lung, cartilage, cornea 
Produced by endothelial cells, Descemet’s membrane 
 
Cartilage 
Hypertrophic and mineralizing cartilage 
Cartilage, intervertebral disc, vitreous humour 
Chicken embryo tendon, ligament 
Cetal skin, bone, intestinal mucosa 

ที่มา: Friess (1998)
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5.  การสกัดคอลลาเจน   
 

การสกัดคอลลาเจนสามารถทําไดหลายวิธี ซ่ึงโดยทั่วไปแลวจะเริ่มตนจากการลางทําความ
สะอาดวัตถุดบิ  เพื่อกําจดัสารอื่นที่ไมใชคอลลาเจน เชน ไขมัน  โปรตีนอื่นที่ไมใชคอลลาเจน และ
แรธาตุ  แลวจงึทําการสกัดคอลลาเจนที่มีอยูใหละลายออกมาโดยวิธีการตาง ๆ ดังนี้   

 
5.1 การสกัดคอลลาเจนดวยสารละลายเกลือ (Neutral salt soluble collagen) 

 
คอลลาเจนที่สามารถละลายในสารละลายเกลือที่เปนกลาง (1 M NaCl, 0.05 M Tris-

HCl pH 7.4)  จะมีปริมาณทีต่่ําหรือไมมเีลยในเนื้อเยื่อที่เจริญเต็มที่แลว  อยางไรก็ตามก็ยังพบ 
คอลลาเจนนี้ในเนื้อเยื่อที่เพิ่งสรางใหมที่ยังไมมีการสรางพันธะขาม สารละลายเกลือจะสกัดโมเลกุล
ของคอลลาเจนในเนื้อเยื่อทีไ่มมีพันธะขาม (crosslink)  การสกัดจะตองมีการควบคุมอุณหภูมิ  อัตรา
การเขยาและปริมาตรของสารละลายที่ใชสกัดตอเนื้อเยื่อ การทําบริสุทธิ์คอลลาเจนที่สกัดไดแลว
โดยการทําไดอะไลซ  การตกตะกอน และการเหวีย่งแยก  คอลลาเจนที่สกัดไดจะประกอบดวย 
คอลลาเจน type I และ type III เล็กนอย 

 
5.2 การสกัดคอลลาเจนดวยสารละลายกรด (Acid soluble collagen) 

 
คอลลาเจนสามารถละลายในสารละลายกรดเจือจาง เชน กรดอะซิติกความเขมขน  

0.5M   กรดจะมีประสิทธิภาพในการสกดัคอลลาเจนมากกวาการใชสารละลายเกลือ  พันธะระหวาง
โมเลกุลจะแตกตัวโดยกรดเจือจางแลวทําใหประจุบนโทรโปคอลลาเจนผลักกัน  ทาํใหโครงสราง
ของเสนใยมีการพองตัว (Friess, 1998)  คอลลาเจนที่ไดจากการสกัดดวยกรดเจือจางจะเปน 
คอลลาเจน type I  

 
5.3 การสกัดคอลลาเจนโดยใชเอนไซมเปปซิน (Pepsin soluble collagen) ที่สภาวะความ

เปนกรด   pH 2.5 
 

การสกัดคอลลาเจนโดยใชกรดเพยีงอยางเดียวจะทําใหไดคอลลาเจนที่ยังคงมีบริเวณที่
ไมบดิรวมตวักันเปนเกลียว ที่เรียกวา สวนทีโลเปปไทด  ซ่ึงบริเวณดังกลาวเปนสวนทีท่ําใหเกิดการ
แพ เมื่อนําไปใชประโยชนทางการแพทย (Ikada, 2002)  ดังนั้นเพื่อเปนการปองกันปญหาดังกลาว 
จึงใชเอนไซมในการกําจัดทโีลเปปไทด  ซ่ึงเอนไซมที่นิยมใชสวนใหญ คือ เอนไซมเปปซิน
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เนื่องจากมีสภาวะที่เหมาะสมในการยอยในชวง pH 2 ซ่ึงเปนชวงทีใ่กลเคียงกับ pH ที่ใชในการสกดั 
(กรดอะซิตกิความเขมขน 0.5 M, pH 2.5) โดยใชเอนไซมเปปซินตอซับสเตรทเทากับ 1 ตอ 10 
เนื่องจากเอนไซมเปปซินจะสามารถทํางานไดที่ pH ต่ํา ( pH 2-3 ) ซ่ึงเอนไซมเปปซินจะมี
ประสิทธิภาพในการละลายเสนใยคอลลาเจน  ที่ pH ดังกลาวเสนใยคอลลาเจนจะพองตัวทําใหสวน
ทีโลเปปไทด ถูกกําจัดไดงายขึ้น (Swan and Torley, 1991) โดยเปปซนิจะมีความจําเพาะในการตดั
พันธะที่สวนปลายของโทรโปคอลลาเจน ทั้งปลาย N- และ C- ออกประมาณ 18 และ 25 หนวย 
(amino acid residues) หรือ สวนทีโลเปปไทด  ซ่ึงเปนสวนที่มีกรดอะมิโนที่ไมชอบน้ํา 
(hydrophobic amino acid) คอนขางสูง (Bailey and Light, 1989) ทําใหไดสวนของเปปไทดเล็ก ๆ 
ละลายอยู   สวนทีโลเปปไทดจะถูกกําจัดออก แสดงดังภาพที่ 5 ซ่ึงมีผลดีคือ  สวนดังกลาวจะทําให
เกิดการแพ  และการสกัดโดยใชกรดรวมกบัเอนไซมเปปซินทําใหไดคอลลาเจนที่มีขนาดโมเลกุล
เล็กกวาการสกัดโดยใชกรดเพียงอยางเดยีว 

 

 
 
 

ภาพที ่ 5  การตัดพันธะสวนปลายของโทรโปคอลลาเจนโดยเอนไซมเปปซิน 
ที่มา : Bailey and Light (1989) 
 
  
 
 

Pepsin 

Telopeptide 
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Lin and Liu (2004b) ไดทําการสกัดคอลลาเจนจากหนงัตนีไก โดยใชสัดสวนหนังตอ
กรดอะซิติกความเขมขน 0.5 M เปน 1:10 (w/v) รวมกับเอนไซมเปปซินความเขมขน 5% (w/w) 
โดยทําการสกดัที่อุณหภูมิตาง ๆ คือ 4  12  18 และ 24 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24  36  48 และ 72 
ช่ัวโมง ตอจากนั้นนําไปหมุนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 20,000 x g เปนเวลา 40 นาที  ตกตะกอน 
คอลลาเจนดวยโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.9 M  ละลายตะกอนดวยกรดอะซิติกความเขมขน 
0.5 M นําไปไดอะไลซ  และทําแหงแบบระเหดิ  พบวาสภาวะที่เหมาะสมในการสกดัคอลลาเจน
จากหนังตีนไก คือ สกัดที่อุณหภูมิ 12 องศาเซลเซียสเปนเวลา 72 ช่ัวโมง ใหปริมาณคอลลาเจนมาก
ที่สุด และเมื่อศึกษาหนวยยอยของคอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิสูง (18 และ 24 องศาเซลเซียส) พบวา

ปริมาณของสาย α  ลดลง และมีเปปไทดสายส้ัน ๆ เกิดขึ้น  ซ่ึงไมสามารถตกตะกอนดวย 
โซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.9 M  เปนผลใหปริมาณคอลลาเจนลดลง  เนื่องจากการยอยของ
เอนไซมเปปซนิและกรดเกดิขึ้นในอัตราที่เร็ว  คอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิสูงนี้โครงสรางสามมิติ
ไดถูกทําลายไปจึงไมเหมาะที่จะนําไปใชในทางการแพทย 
 

 5.3.1  เอนไซมเปปซิน   
 

เอนไซมเปปซินเปนเอนไซมยอยโปรตีนทีพ่บในระบบยอยอาหารของสัตวมี
กระดกูสันหลัง ประกอบดวยสายโพลีเปปไทดเดีย่วของกรดอะมิโนจํานวน 321 ตัว ซ่ึงมีน้ําหนัก
โมเลกุล 35.5 kDa (Whitaker, 1994) เปนเอนไซมชนิดเอนโดเปปติเดส (endopeptidase) ซ่ึงจะตัด
ภายในสายโพลีเปปไทด  เปปซินมีความจาํเพาะในการยอยพนัธะเปปไทดที่ตอกันโดยกรดอะมิโน
ชนิดอโรมาติก (aromatic amino acid) เชน ฟนิลอะลานนี  ไทโรซีน และทริปโตเฟน  แตจะไมยอย
พันธะเปปไทดที่ตอกันดวยกรดอะมิโนชนิดวาลีน (Valine)  อะลานีน และไกลซีน  ผลิตภัณฑที่ได
จากการยอยโดยเอนไซมเปปซิน คือ เปปไทดสายยาว (large peptide fragment) และกรดอะมิโน
บางสวน  สภาวะที่เหมาะสมในการยอยของเอนไซมเปปซิน คือที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส pH 2 
เอนไซมจะถูกยับยั้งเมื่อ pH สูงกวา 6 สารยับยั้งเอนไซมเปปซนิไดแก  pepstatin A, diazoketones, 
phenylacyl bromine และ aliphatic alcohols เอนไซมที่นํามาใชสวนใหญสกัดจากเยื่อบุกระเพาะ
ของสัตว เชน สุกร (Bergmeyer, 1984; Devlin, 1997) 
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5.4 การแยกชนิดของคอลลาเจน 
 

สามารถแยกไดโดยการตกตะกอนสารละลายคอลลาเจนดวยเกลือที่ความเขมขนตาง ๆ 
ที่อุณหภูมิต่ํา (4 องศาเซลเซียส)  ซ่ึงจะไดคอลลาเจนแตละชนิดออกมา ดังตารางที่ 3 จากนั้น
สามารถทําการแยกชนิดของคอลลาเจนโดยการใช  column chromatography , HPLC, Sodium 
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), X-ray diffraction (Devictor et 
al., 1995)  คอลลาเจนแตละชนิดที่แยกไดสามารถนําไปใชประโยชนไดตามวัตถุประสงคของการ
ใชงานตอไป 

 
ในการแยกหนวยยอยของคอลลาเจนแตละชนิดอาจใช  column chromatography  

รวมกับ SDS-PAGE  ซ่ึง  column chromatography  จะวดัคาการดูดกลืนแสงที่  230  นาโนเมตร 

(Mizuta et al, 2003)  โดยพีคที่ออกมาลําดับแรกจะเปน  α1 ลําดับที่ 2 คือ α2 ลําดับของพีคที่
เกิดขึ้นจะนํามาเปรียบเทียบกับแถบที่เกดิบน SDS-PAGE ซ่ึงโดยทั่วไปคอลลาเจน type I น้ําหนกั

โมเลกุลของสาย α1ประมาณ 120 kDa  α2 ประมาณ 95 kDa สวน α3 จะมีน้ําหนักโมเลกุล

ใกลเคียงกับ α1 จึงทําใหบางครั้งไมสามารถแยกออกจากกันไดอยางชัดเจน สวนสาย β เกิดจาก

สาย α จํานวน 2  สาย  สรางพันธะกนั จึงทําใหมีน้ําหนกัโมเลกุลเปน 2 เทาของสาย α  
 
ตารางที่ 3  ความเขมขนของเกลือที่ใชในการตกตะกอนคอลลาเจนชนิดตาง ๆ 
 

ชนิดคอลลาเจน 
ความเขมขนของ NaCl (M) 

ในสารละลาย 0.05M Tris,0.15M NaCl, pH 7.5 
I 

III 
IV 
V 

2-2.6 
1.6 
2.0 
4.5 

 
   ที่มา : Bailey and Light (1998) 
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6.   การสกัดคอลลาเจนจากหนังปลา   
 

เนื่องจากในอตุสาหกรรมการแปรรูปปลาเปนอุตสาหกรรมที่มีปริมาณสูง  ในขั้นตอนการ
ผลิตจึงมีเศษเหลือทิ้งเปนจํานวนมาก  เชน  หนัง  เกล็ด  กาง  เปนตน  สวนใหญแลวจะนําไปขาย
เปนอาหารสัตว หรือ  ทิ้ง  นบัวาเปนการใชวัตถุดิบอยางไมคุมคา  และเกิดมลภาวะตอส่ิงแวดลอม  
ในอุตสาหกรรมการผลิตคอลลาเจนวัตถุดิบที่ใชสวนใหญ  คือ  หนังววัและหนังสกุร  (Nagai and 
Suzuki, 2002)  เนื่องจากการระบาดของโรควัวบา  (bovine spongiform encephalopathy: BSE)  
ผูบริโภคสวนใหญจึงวิตกวาคอลลาเจนที่ไดจากหนังวัวจะมีความไมปลอดภัย  สวนคอลลาเจนที่ได
จากสุกร  ไมสามารถนํามาใชเปนสวนประกอบของอาหารบางชนิดได   เนื่องจากเหตุผลทางศาสนา 
(Sadowska et al., 2003)  ดังนั้นจึงมีการนําหนังปลาที่เหลือจากอุตสาหกรรมการแปรรูปปลามาใช
เปนแหลงวัตถุดิบที่ใชผลิตคอลลาเจนทดแทนหนังวัวและหนังสุกร   

 
 เศษเหลือที่ไดจากอุตสาหกรรมการแปรรูปจากปลาที่นํามาใชเปนวัตถุดบิในการสกัด

คอลลาเจน  ไดแก  หนัง  เกลด็  กาง  เปนตน  ขั้นตอนการสกัดเริ่มตนจากการเตรยีมวัตถุดิบ  โดย
การทําความสะอาดนําวัตถุดบิแชในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)  ความเขมขน  0.1 M  
เพื่อกําจดัโปรตีนอื่นที่ไมใชคอลลาเจน  (non-collagenous protein)  เปนเวลา  24  ช่ัวโมง  ทําการ
กวนตลอดเวลา  แลวจึงลางดวยน้าํกลั่นจนเปนกลาง  (Ogawa et al., 2004)  บางครั้งอาจมีการกําจดั
ไขมันออกโดยใช  10%  butyl alcohol  แลวจึงลางออกดวยน้าํเยน็  (Kittiphattanabawon et al., 
2005)  

 
  Noitup (2004) นําหนังปลาสกีดูหรือปลากะพงแสม (Silver-line grunt : Pomadasys  

kaakan) ที่ทําความสะอาดแลวทําแหงแบบระเหิด (Freeze dry) และปลาทูนา (Albacore tuna : 
Thunnus alalunga) มาสกัดคอลลาเจนโดยตัดหนังเปนชิน้เล็ก ๆ ปนผสมกับสารละลายกรดอะซิตกิ 
(pH 2.5)  ในสัดสวนของหนงัปลา : กรดอะซิติกความเขมขน 0.5 M  เทากับ 1: 70  ทําการสกัดเปน
เวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนัน้ทําการเหวี่ยงแยกที่ 30,000 x g เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ตะกอนสวนที่เหลือ
นํากลับไปสกดัดวยสารละลายกรดอะซิติกในสภาวะเดิม 3 คร้ัง เติมเอนไซมเปปซิน (ความเขมขน 
0.1% w/v) ลงในสารละลายสวนใสทําการยอยเปนเวลา 6  ช่ัวโมง ตอจากนั้นนาํมาตกตะกอน
คอลลาเจน Type  I โดยการเติมโซเดียมคลอไรด (NaCl) ความเขมขน 0.9 M แลวนําไปทํา 
ไดอะไลซิส (dialysis) ดวยสารละลายกรดอะซิติกความเขมขน 0.1M และน้ําปราศจากอิออน 
(deionized water) จากนั้นจึงนําไปทําแหงแบบระเหิด เก็บที่อุณหภูมิต่ํา ขั้นตอนการสกัดทั้งหมดจะ
ทําที่อุณหภูมิต่าํคือ 4 องศาเซลเซียส ปริมาณผลได (yield) คอลลาเจนหลังการทําแหงแบบระเหิด 
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เทากับ 90 % dry basis คุณสมบัติของคอลลาเจนที่ไดเมือ่ทําอิเลคโทรโฟริซิสจะไดแถบโปรตีนบน 

SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel) ประกอบดวยสาย α อยางนอย 2 สาย 

คือ α1 (น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 120 kD) และ α2  (น้าํหนักโมเลกุลประมาณ 112 kD) และมีการ

สรางพันธะขามเกิดขึ้นเพราะมี β (เกิดจากα  2  สายมีพันธะตอกนั ) และ γ (เกิดจาก α  3 สายมี
พันธะตอกนั)   คอลลาเจนที่สกัดไดเปนคอลลาเจน type I  ซ่ึงเปนชนิดที่พบไดสวนใหญในหนัง
ปลา  

 
 Kittiphattanabawon  et al. (2005) ศึกษาคณุสมบัติของคอลลาเจนที่ละลายในกรด (acid-

soluble collagen) จากหนังปลาตาหวาน (bigeye snapper: Priacanthus tayenus) ซ่ึงเปนปลาที่อาศัย
ในเขตรอน  ซ่ึงทุกขั้นตอนในการสกัดคอลลาเจนทําที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  การเตรียม 
คอลลาเจนจากหนังปลาเริ่มตนจากการกําจัดโปรตีนอื่นที่ไมใชคอลลาเจนดวยสารละลายโซเดียม - 
ไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 N ทําการกําจัดไขมันโดยใช butyl alcohol ความเขมขน 10%  แลวจงึ
ลางดวยน้ําเยน็ ตอจากนั้นละลายคอลลาเจนออกจากหนงัปลาในสารละลายกรดอะซติิกความ
เขมขน 0.5 M สัดสวนหนงัปลา : กรด  เทากับ 1:30 เปนเวลา 24 ช่ัวโมง กรองดวยผาขาวบาง สวนที่
เหลืออยูนํามาสกัดอีกครั้งในสภาวะเดิม แลวจึงนําเอาสารละลายทั้งหมดที่สกัดไดมาตกตะกอนดวย
โซเดียมคลอไรดความเขมขน 2.6 M  ใน tris(hydroxymethyl) aminomethane ความเขมขน 0.05 M, 
pH 7 นําไปเหวี่ยงแยกที่ 20,000 x g เปนเวลา 1 ช่ัวโมง นําเอาสวนที่ตกตะกอนมาละลายดวยกรด 
อะซิติกความเขมขน 0.5 M  และทําการไดอะไลซดวยสารละลายกรดอะซิติกความเขมขน 0.1 M 
และน้ํากลัน่ แลวจึงทําแหงแบบระเหิด  ปริมาณผลไดคอลลาเจนหลังการทําแหงแบบระเหิด เทากับ 
30.3 % dry basis  จากการทดสอบโดยใช SDS-PAGE พบวา คอลลาเจนที่สกัดไดจากหนังปลามี

สาย α 2 สาย ไดแก α1 และ α2 และอาจมีสาย α3 แตเนื่องจาก α3 มีน้ําหนกัโมเลกุลใกลเคียง

กับ α1 จึงทําใหไมสามารถแยกออกจากกนัไดอยางชดัเจน (Kimura, 1992) จากการทดสอบ
ดังกลาวแสดงวาคอลลาเจนจากหนังปลาตาหวานเปนคอลลาเจน  type I  ซ่ึงจะประกอบดวยสาย

ของ α1 (I) 2 สาย และ α2 (I) 1 สาย   
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7.   สมบัติความคงตัวตอความรอนของคอลลาเจน   
 

ปริมาณของโพรลีนและไฮดรอกซีโพรลีนมีความสัมพนัธโดยตรงกับความคงตัวตอความ
รอนของคอลลาเจน  แสดงดังภาพที่ 6  ซ่ึงการเสียสภาพของคอลลาเจนโดยความรอนในสารละลาย
วัดโดยการเปลี่ยนแปลงความหนืดหรือคา optical rotation พบวาอุณหภูมิในการหลอมละลาย 
(melting temperature, Tm) ของคอลลาเจนจากสัตวจะมคีาสูงกวาอุณหภูมิรางกาย  เชน  คอลลาเจน
จากสัตวเล้ียงลูกดวยนมจะมี Tm ประมาณ 39 องศาเซลเซียส คา Tm จะมีความสัมพันธกับอุณหภูมิ
ของสิ่งแวดลอมที่สัตวนั้นอาศัยอยู  ซ่ึงพบวาคอลลาเจนจากปลาซึ่งอาศัยที่อุณหภูมิต่ําจะมีปริมาณ 
ไฮดรอกซีโพรลีนที่ต่ํา เชนคอลลาเจนจากหนังปลาคอดมีคา Tm ประมาณ 12 องศาเซลเซียส  ความ
คงตัวของฮีลิกซของแตละสายโพลีเปปไทดของโทรโปคอลลาเจนขึ้นกับโพรลีนและไฮดรอกซี - 
โพรลีน  สวนความคงตัวของโทรโปคอลลาเจนเกี่ยวของกับพันธะไฮโดรเจนและแรงแวนเดอร
วาลสระหวางโมเลกุล (Stryer, 1975) 

 
 

 
 
 
ภาพที ่6  ความสัมพันธของปริมาณกรดอมิิโนและความคงตัวตอความรอนของคอลลาเจนจากสัตว

ชนิดตาง ๆ 
ที่มา: Bailey and Light (1989) 
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 การศึกษาสมบัติทางดานความรอนของคอลลาเจนที่อยูในรูปสารละลายเจือจาง  ทําได
หลายวิธี  เชน  การศึกษาความหนืด  birefringence  และวธีิ  differential scanning calorimetry 
(DSC)  สวนเสนใยคอลลาเจนที่อยูในรูปที่ไมละลาย (insoluble collagen fibres) จะศึกษาโดยวิธี
ทางกล เชน วธีิ dynamic mechanical analysis (DMA)  การใชกลองจุลทรรศน  และวธีิ differential 
scanning calorimetry (Bailey and Light, 1989) 
 
 การเปลี่ยนแปลงสถานะของสารสามารถตรวจติดตามไดจากการเปลี่ยนแปลงของระดับ
พลังงาน ซ่ึงไดแกการดูดและคายความรอน  ปฏิกิริยาทีม่ีการดูดความรอนเรียกวา  เอนโดเทอรมิค 
(endothermic)  สวนปฏิกิริยาการคายความรอนเรียกวา  เอกโซเทอรมิค (exothermic)  สามารถวัด
การเปลี่ยนแปลงสถานะของสารโดยวิธี differential scanning calorimetry  ซ่ึงเปนวิธีการที่มีความ
ไวสูง  โปรตีนเมื่อไดรับความรอนจะมีการดูดความรอนเพื่อเปลี่ยนแปลงโครงสรางภายในโมเลกลุ
คือ  มีการทําลายพันธะภายในโมเลกุล  ดังนั้นการเสียสภาพของโปรตีนโดยความรอนจะเปน 
ปฏิกิริยาเอนโดเทอรมิค  ซ่ึงพลังงานที่ใชในการสลายพนัธะจะแสดงเปนคาพลังงานเอนทาลป 
(enthalpy) สวนอุณหภูมิในการเสียสภาพ (denaturation temperature) หรืออุณหภูมทิี่มีการดูดกลนื
ความรอนมากที่สุด (peak maximum temperature)  คือ อุณหภูมิที่โปรตีนมีการเปลี่ยนแปลง
โครงสรางไปรอยละ 50  (Kilara and Harwalkar, 1996) ปจจัยที่มีผลตอความคงตัวตอความรอน
ของโปรตีน  ไดแก pH  ซ่ึงพบวาโปรตีนทีอ่ยูในสภาวะ pH ที่เปนกรดหรือดางมากขึน้  อุณหภูมิใน
การเสียสภาพจะลดลง  เชน  คอลลาเจนที่ pH 4-10 จะมอุีณหภูมิในการเสียสภาพเทากับ 61 องศา -
เซลเซียส  ที่ pH 3 และ 11 อุณหภูมิในการเสียสภาพจะเทากับอุณหภูมหิอง (Carr, 1953)  
เนื่องมาจากที่ pH ที่มีคาสูงหรือต่ํามาก จะทําใหโปรตีนเกิดการผลักกนัมากขึ้นและเกิดการสลาย
พันธะไฮโดรเจนและไฮโดรโฟบิก 
 
8.   การจับกันของโมเลกุลคอลลาเจน  (Collagen self-assembly)   
 

โมเลกุลของโทรโปคอลลาเจนสามารถละลายไดเฉพาะในสารละลายกรด  และเมื่อ pH 
ของสารละลายเปลี่ยนเปนกลาง  จะมีการจบัตัวกันเกิดเปนเสนใย  เกดิเปนลักษณะฟลมและแผนทีม่ี
รูพรุนลักษณะคลายฟองน้ํา (Ikada, 2002)  ซ่ึงสามารถนําไปผลิตวัสดุทางการแพทย   
คอลลาเจนจะมีการจัดเรียงตวัเปนเสนใยของคอลลาเจน โดยโมเลกุลของคอลลาเจนจะเรียงตัว
ซอนทับกัน เร่ิมจากคอลลาเจน 5 โมเลกุลจับกันเปนวงแกน (inner pentamer core) เรียงตอกันเปน
สายยาว จากนัน้จึงมีการซอนตัวของคอลลาเจนโมเลกุลอ่ืน ๆ ซอนออกมาสูภายนอก ทําใหเห็น
ลักษณะเสนใยบิดเปนเกลียวเกดิขึ้น  เสนใยคอลลาเจน (collagen fibril) ที่เกิดขึ้นนี้ สามารถเพิ่ม
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ความยาวและขนาดได ขึ้นอยูกับความตองการของเนื้อเยือ่ โดยในชวงแรกจะเกดิเปนเสนใยยาว
กอนแลวจึงคอย ๆ เพิ่มขนาดขึ้น โดยจลศาสตรของการจับกัน (kinetic of assembly) วัดจากคาการ
ดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นที่ 310 นาโนเมตรของสารละลายคอลลาเจน  ซ่ึงสามารถแบงออกเปน 3 ระยะ 
คือ ระยะที่ 1 เปนระยะที่คาการดูดกลืนแสงยังไมเปลี่ยนแปลง ซ่ึงจะมีการเกิดนิวเคลียสของคอลลา
เจนไฟบริลขึ้น ระยะที่ 2 คาการดูดกลืนแสงเปลี่ยนอยางรวดเรว็ เนื่องมาจากการจับกันของคอลลา
เจนไฟบริล  และระยะที่ 3 คาการดูดกลืนแสงคงที่ เกิดการสราง network ของไฟบริล  (Veis and 
George, 1994) 
 

คอลลาเจนจะเกิดการจับตวักนัทันทีเมื่อมีการปรับคา  pH   ionic strength  และอุณหภมูิ
ของสารละลายใหใกลเคยีงกบัสภาวะภายในเซลล (Hulmes, 1992)  Noitup (2004)ไดศึกษาปจจัยที่
มีผลตออัตราเร็วในการจับกนัของโมเลกุลคอลลาเจน ไดแก  ความเขมขนของคอลลาเจนใน
สารละลาย (0.25  0.5  และ 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)  pH ของ 67 mM phosphate buffer (pH 5  6  7  
และ8) และอณุหภูมิในการปลอยใหเกิดการจับตัวกนั  (20  25  30  และ 35 องศาเซลเซียส) พบวา  ที่
ความเขมขนของคอลลาเจน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรที่  pH 6  และปลอยใหจับตัวกันที่อุณหภูมิ  25 
องศาเซลเซียส  คอลลาเจนมีอัตราเร็วในการจับตัวกนัสูงที่สุด  เนื่องจากที่ pH 6 เปนpH ที่ใกลเคียง
กับ pI (Isoelectric pH) ของคอลลาเจนจึงทาํใหคอลลาเจนเกิดการจับตวักันไดดี  และอุณหภูมิใน
การปลอยใหจบัตัวกันนั้นควรต่ํากวาอณุหภูมิในการเสียสภาพของคอลลาเจนที่สกัดได  (อุณหภูมิ
ในการเสียสภาพของคอลลาเจนในการทดลองนี้มีคาเทากบั 33.8  องศาเซลเซียส)   
 
 
 
 

 
 
 
 



อุปกรณและวิธีการ 

อุปกรณ 

 
วัตถุดิบและสารเคมีสําหรับการสกัดคอลลาเจน 
 
 1.  หนังปลาสีกูดหรือปลากะพงแสม (silver-line grunt : Pomadasys kaakan) จาก 
บริษัทยูเนีย่นโฟรสเซนส โปรดักส จํากัด  ประเทศไทย  
 2.  เอนไซมเปปซิน (EC 3.4.23.1, จากเยื่อบุกระเพาะอาหารสุกร) activity 936 units/mg 
protein  จากบริษัท Sigma Chemicals    
 3.  โซเดียมไฮดรอกไซด ยีห่อ  Analar  จากบริษัท BDH Laboratory Supplies 
 4.   กรดอะซิตกิ  ยี่หอ  Merck  จากบริษัท  Merck KGaA 
 5.  โซเดียมคลอไรด  ยี่หอ  UNIVAR  จากบริษัท  Asia Pacific Specialty Chemicals จํากดั 

6.  ถุงไดอะไลซิส   ยี่หอ  Cellu Sep (MWCO 12,000-14,000 ) จากบริษทั Membrane 
Filtration Products จํากดั 

 
สารเคมีสําหรับทําอิเลคโทรโฟริซิสแบบ SDS-PAGE 
 

1.  คอลลาเจน Type I  จากหนังลูกววั (Calf skin acid soluble collagen type I, ICN 9007-
34-5) จากบริษัท ICN Biomedical   

2.  โปรตีนมาตรฐาน (high molecular weight marker) จากบริษัท Sigma Chemicals 
3.  โปรตีนมาตรฐาน (molecular weight markers) จากบริษัท Amersham Biosciences 
4.   Acrylamide PAGE  ยี่หอ Plus One  จากบริษัท  Amersham Biosciences 
5.   Methylenebisacrylamide  ยี่หอ Plus One  จากบริษัท  Amersham Biosciences 
6.   Glycine ยี่หอ Plus One  จากบริษัท  Amersham Biosciences 
7.   Mercaptoethanol  ยี่หอ Plus One  จากบริษัท  Amersham Biosciences 
8.   Sodium Dodecyl Sulfate (Sodium Lauryl Sulfate, SDS)  จากบริษทั  USB Corporation 
9.   Coomassie brilliant blue R-250  จากบริษัท  USB Corporation 
10.  Ammonium persulphate  จากบริษัท  USB Corporation 

11.  N,N,N′,N′-Tetramethylethylenediamine (TEMED)  จากบริษัท  USB Corporation 
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12.  Bromophenol blue จากบริษัท  Ajax Finechem 

13.  Tris (hydroxymethyl aminomethane) ยีห่อTrizma®bass puriss จากบริษัท Sigma-
Aldrich Laborchemikalien 

14.  Glycerol  ยี่หอ  UNIVAR  จากบริษัท Asia Pacific Specialty Chemicals จํากดั 
 
สารเคมีสําหรับศึกษาการจับตัวกันของคอลลาเจน  

 
1. Sodium dihydrogen orthophosphate (NaH2PO4.2H2O) ยีห่อ  UNIVAR  จากบริษัท  

Ajex Finechem 
2. di-sodium hydrogen orthophosphate dodecahydrate (Na2HPO4.12H2O) ยี่หอ  UNIVAR  

จากบริษัท  Ajex Finechem 
3. สียอม FITC (fluorescein-5-isothiocyanate) ยี่หอ Invitrogen จากบริษัท Molecular 

Probes   
4. Sodium bicarbonate ยี่หอ  Merck  จากบริษัท  Merck KGaA 
 

อุปกรณและเครื่องมือ 
 
 1.  เครื่องปนผสม (Waring blender) จากบริษัท Waring Product division  
 2.  เครื่องหมุนเหวีย่งแบบควบคุมอุณหภูมิ  (Refrigerated centrifuge)  รุน Sorvall RC 5C 
Plus   
 3.  เครื่องทําแหงแบบระเหิด (Freeze  dryer)  รุน FD 2.5  จากบริษัท Heto Lab Equipment  
 4.  เครื่องวัดความหนดื (viscometer)  รุน RVT ยี่หอ Brookfield จากบรษิัท Brookfield 
Engineering Lab.  
 5.  เครื่องอิเลคโทรโฟริซิส  รุน Mini-Protean II Electrophoresis Cell และ Power supply 
จากบริษัท Bio-Rad Laboratory  
 6.  อางควบคุมอุณหภูมิ  (water bath) ยี่หอ BS-11  จากบริษัท Jeio Tech จํากัด    

7.  เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร  รุน  Spectro 22  จากบริษัท Labomed Inc.  
 8.  กลองจุลทรรศนชนิด confocal laser scanning microscope  รุน Axio Imager MI จาก
บริษัท Carl Zeiss Pte จํากัด  
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9.  เครื่อง Differential scanning calorimetry (DSC)  ยี่หอ Perkin Elmer  
10.  เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter)  รุน  Microcomputer pH-vision 6071 จาก

บริษัท  Jenco Electronics จํากัด 
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วิธีการ 
 
1. ศึกษาสัดสวนท่ีเหมาะสมของกรดตอหนงัปลาในการสกดัคอลลาเจน 
 

1.1 ขั้นตอนการเตรียมคอลลาเจนจากหนังปลาสีกูด 
 

หนังปลาสีกูด ขนาดลําตัวยาวประมาณ  30-45  เซนติเมตร  ซ่ึงเปนเศษเหลือจากการ
ผลิตปลาแลแชเยือกแข็ง  นาํมาลางทําความสะอาด  ขูดเอาสวนของเนือ้และเกล็ดที่ตดิมาออก  แช
ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  ความเขมขน  0.1 M  เปนเวลา  4  ช่ัวโมง  หั่นเปนชิ้นเล็ก ๆ ทํา
การสกัดคอลลาเจนโดยปรบัปรุงจากวิธีการของ  Noitup (2004)  โดยใชวัตถุดิบเปนหนังปลาสด
แทนหนังปลาแหง  รวมทั้งขัน้ตอนการสกดัใชกรดอะซติิกรวมกับเอนไซมเปปซิน  ทําการสกัด
เพียงรอบเดยีว โดยนําหนังปลาสดมาปนผสมกับสารละลายกรดอะซิตกิความเขมขน  0.5 M  (pH 
2.5)  และ เอนไซมเปปซิน ความเขมขน 0.1% (w/v)  ในสัดสวนหนงัปลาตอกรดอะซิติก (กรัมตอ
มิลลิลิตร)  คือ 1:10  1:15  1:20  1:25  โดยใชเครื่องปนผสมที่ความเร็วระดับ 3 เปนเวลา 3 นาที ทํา
การกวนตลอดเวลา สุมตัวอยางไปวัดความหนืดของสารละลายทุก ๆ ช่ัวโมง  ตามวิธีการในขอ 1.2 
แลวจึงนําไปหมุนเหวี่ยงที่  20,000 x g  เปนเวลา  30  นาที สารละลายสวนบนที่ไดนาํไปตกตะกอน
แยกคอลลาเจนโดยปรับสารละลายใหมีความเขมขนของโซเดียมคลอไรดเทากับ  0.9 M แลวนําไป
หมุนเหวีย่งที่  20,000 x g  เปนเวลา  30  นาที  ตะกอนทีไ่ดละลายในสารละลายกรดอะซิติกความ
เขมขน  0.5 M  (สัดสวนตะกอนตอกรดเทากับ  1:4)  แลวนําไปทําไดอะไลซิสดวยน้ํากลั่นและน้าํ
ปราศจากอิออน  จากนัน้จึงนําไปทําแหงแบบระเหิด  โดยข้ันตอนในการสกัดคอลลาเจนทาํที่
อุณหภูมิ  28  องศาเซลเซียส  คิดปริมาณผลไดของคอลลาเจนตามวิธีการในขอ  1.3  และศึกษา
หนวยยอยของคอลลาเจนตามวิธีในขอ 1.4 

 
1.2 ความหนดืของสารละลายขณะทําการสกดัคอลลาเจน 

 
วัดความหนดืของสารละลายโดยใชเครื่องวัดความหนดื  หัวเข็มเบอร  2  ความเร็วรอบ   

10  รอบตอนาที    สุมตัวอยางไปวัดความหนืดของสารละลายทุก ๆ  ช่ัวโมง เปนเวลา 6 ช่ัวโมง โดย
ใชตัวอยาง 300 มิลลิลิตร 
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1.3 ปริมาณผลไดของคอลลาเจนหลังการทําแหงแบบระเหิด 
 

โดยสัดสวนทีเ่หมาะสมจะดจูากปริมาณผลไดมากที่สุด  โดยคํานวณจากสมการ
ตอไปนี้   

 

ปริมาณผลได หรือ Yield     =     น้ําหนักคอลลาเจนหลังการทําแหง (กรัม)  ×  1000   
   (mg/g skin dry basis)                น้ําหนกัหนังปลาสด (ทีห่ักลบความชืน้) เร่ิมตน (กรัม) 
 

1.4 ศึกษาหนวยยอยของคอลลาเจนโดยการทําอิเลคโทรโฟริซิสแบบ SDS-PAGE (Sodium 
Dodecyl Sulfate Polyacrylamide  Gel Electrophoresis) 
 

ศึกษาหนวยยอยของคอลลาเจนที่สกัดไดเมื่อใชหนังปลาตอกรดแตละสัดสวน 
 คอลลาเจน Type I  จากหนงัลูกวัว  และคอลลาเจนจากหนังปลาสีกูดที่สกัดโดย Noitup (2004) (ซ่ึง
สกัดจากหนังแหงโดยใชกรดตามดวยเอนไซมที่ 4 องศาเซลเซียส) โดยการทําอิเลคโทรโฟริซิสแบบ 
SDS-PAGE (ดัดแปลงจากวธีิของ Laemmli, 1970)โดยเตรียมตัวอยางความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตรในสารละลาย SDS ความเขมขน 5% และมี 2-mercaptoethanol ความเขมขน 5%  เปนตวั
รีดิวซ (สลายพันธะไดซัลไฟด) ใสตัวอยาง 5 μl ลงในแตละหลุมและทําอิเลคโทรโฟริซิสใน 7.5% 
separating gel และ 4% stacking gel และยอมสีดวย Coomassie blue  R250 น้ําหนักโมเลกุลของ
โปรตีนเปรียบเทียบกับ high molecular weight marker น้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 36-205 kDa  ซ่ึง

ประกอบดวย rabbit myosin (205 kDa), E.coli β-galactosidase (116 kDa), rabbit phosphorylase 
(97kDa), rabbit fructose-6-phosphate kinase (84 kDa), bovine albumin (66 kDa), bovin glutamic 
dehydrogenase (55 kDa), ovalbumin (45 kDa), rabbit glyceraldehydes-3-phosphate 
dehydrogenase (36 kDa)  วธีิการทําอิเลคโทรโฟริซิสแบบ SDS-PAGE แสดงดังภาคผนวก ข 
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2.  ศึกษาอุณหภมิูท่ีเหมาะสมในการสกัดคอลลาเจน 
 

ทําการสกัดคอลลาเจนตามวธีิการในขอ 1.1 และใชสัดสวนหนังปลาสดตอกรดที่เหมาะสม
จากขอ 1 โดยสกัดที่อุณหภมูิตาง ๆ คือ 4 10 20 และ 28 องศาเซลเซียส วัดความหนดืของสารละลาย
ตามวิธีในขอ 1.2 โดยใช หัวเข็มเบอร 5 ความเร็วรอบ   5  รอบตอนาที สําหรับอุณหภมูิ  4 10 20 
องศาเซลเซียส และ ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที สําหรับอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส (เนื่องจาก
ความหนดืของสารละลายต่ํามาก)  วัดปรมิาณผลไดของคอลลาเจนตามวิธีการในขอ 1.3 และศึกษา
หนวยยอยของคอลลาเจนตามวิธีในขอ 1.4  น้ําหนกัโมเลกุลของโปรตีนเปรียบเทยีบกับ molecular 
weight markers น้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 10 – 250 kDa ซ่ึงประกอบดวย recombinant proteins ซ่ึง
มีน้ําหนกัโมเลกุลดังนี้ 10  15  25  30  35  50  75  105  160 และ 250 kDa และหาสัดสวนความเขม
ของแถบโปรตีนที่ไดหลังการทําอิเลคโทรโฟริซิสแบบ SDS-PAGE ดวยโปรแกรม SigmaGel 
(SPSS Science, Chicaco, IL, USA)  อุณหภูมิที่เหมาะสมในการสกัดคอลลาเจนเลือกจากปริมาณ
ผลไดที่มากทีสุ่ดหลังการทําแหงแบบระเหดิ 

 
3. ศึกษาสมบัติความคงตัวตอความรอนของคอลลาเจน 
 

เตรียมตัวอยางคอลลาเจนสําหรับศึกษาความคงตัวตอความรอน  ดัดแปลงจากวิธีของ 
Rochdi et al.(2000)  และ Komsa-Penkova et al. (1999)  โดยนําคอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิ 4  10 
20  28 องศาเซลเซียส  คอลลาเจนที่สกัดโดย Noitup (2004) และคอลลาเจนจากหนงัลูกววั เติมน้ํา
ปราศจากอิออนเขาไปในตัวอยาง  โดยสัดสวนตัวอยางตอน้ําเทากับ 1:40 (w/v)  ทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 วัน  ตอจากนั้นชั่งน้ําหนกัใสใน stainless steel pan ประมาณ 15 มิลลิกรัม 
ปด pan ใหสนทิ แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 วัน  นําไปวิเคราะหความคงตวั
ตอความรอนโดยใชเครื่อง Differential scanning calorimeter (DSC)  โดยใชอัตราในการใหความ
รอน (heating rate) เทากับ 1 องศาเซลเซียสตอนาที  ในชวงอุณหภูมิ 20-50 องศาเซลเซียส  คาที่ใช
ในการศึกษาความคงตัวตอความรอน ไดแก อุณหภูมิเร่ิมตนที่มีการดูดกลืนความรอนในการเสีย
สภาพ (onset temperature, To) อุณหภมูิที่มกีารดูดกลืนความรอนมากทีสุ่ด (peak maximum 
temperature, Tp) และอุณหภูมิสุดทายในการดูดกลืนความรอน (recovery temperature, Tr) 

 
 

 
 



 
 
         28 

4. ศึกษาการจับตวักันของคอลลาเจน (Collagen self-assembly) 
  

4.1 อัตราเร็วในการจับตัวกนัของคอลลาเจน (Rate of collagen self-assembly) 
 

ศึกษาอัตราเร็วในการจับตวักนัของคอลลาเจน  โดยดัดแปลงจากวิธีของ Noitup (2004)  
คอลลาเจนที่ผานการทําแหงแบบระเหิดจากขอ 2 นํามาละลายดวยสารละลายกรดอะซิติก  ความ
เขมขน 0.5 M  ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  ใหมีความเขมขน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  แลวนําไป
ไดอะไลซิสดวยฟอสเฟตบฟัเฟอรความเขมขน 67 mM pH 6 เมื่อ pH ของสารละลายไดตามตองการ 
นําไปหมุนเหวี่ยงที่ 20,000  x g เปนเวลา 30 นาที  ปลอยสารละลายสวนใสใหเกิดการจับตัวกนัใหม
ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  ซ่ึงติดตามผลการเปลี่ยนแปลงโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 310  
นาโนเมตร  จนกระทั่งสารละลายแยกชัน้และไมสามารถวัดคาการดดูกลืนแสงได 

 
4.2  โครงสรางของคอลลาเจนเมตริกซ โดยใชกลอง confocal laser scanning microscope 

 
สารละลายสวนใสของคอลลาเจนที่สกัดทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  ปลอยใหจับตวั

กันใหมเปนเวลา 4 และ 5 ช่ัวโมง  และคอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูม ิ10 องศาเซลเซียส  จับตัวกนั
ใหม 4 ช่ัวโมง นํามาหมุนเหวี่ยงที่ 5,000  x g เปนเวลา 10 นาที  คอลลาเจนเมตริกซที่ไดยอมสีตาม
วิธีของ Wong et al.(1997) โดยเตรยีมสารละลายของ FITC (fluorescein-5-isothiocyanate) 30 
มิลลิกรัมในสารละลายโซเดียมไบคารบอเนตความเขมขน  0.5 M  ทําการเจือจางสารละลายสี 100 
เทากอนนําไปใช  แชคอลลาเจนเมตริกซในสารละลายสีในที่มืดนาน 1 ช่ัวโมง  ลางสีสวนเกนิโดย
ใชน้ํากลั่นไหลผานตัวอยางนาน 30 วินาท ี นําชิ้นตัวอยางวางบนสไลดแกวซับน้ําใหแหง  ปดทับ
ช้ินตัวอยางดวยกระจกปดสไลด  เก็บตัวอยางไมใหถูกแสง  ศึกษาโครงสรางโดยกลอง confocal 
laser scanning microscope หรือ CLSM ใชแหลงกําเนิดแสง HeNe laser ความยาวคลื่นในการ
กระตุน (excitation wavelength) 488 นาโนเมตร  ใชเลนสวัตถุกําลังขยาย 40 และ 100 เทาของเลนส
วัตถุ  ทําการวดัขนาดเสนผาศูนยกลางของเสนใยคอลลาเจนที่กําลังขยาย 100 เทาของเลนสวัตถุ 
จํานวน 50 เสน ในพืน้ที่ขนาด 0.6 ตารางเซนติเมตร 
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5. วิเคราะหผลทางสถิติ  
 

วิเคราะหผลทางสถิติโดยวิธี Analysis of Variance (ANOVA) ตามการทดลองแบบสุม
ตลอด (ทําการทดลอง 2 ซํ้า)  และวเิคราะหความแตกตางระหวางตัวอยางดวยวิธี Duncan’s Multiple 
Range Test ที่ระดับความเชือ่มั่น 95%  

 
6. สถานที่ทําการวิจัย   
 

ภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร  คณะอุตสาหกรรมเกษตร  
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  บางเขน  กรุงเทพฯ 

 
7. ระยะเวลาทําการวิจัย 
 

การทดลองเริ่มเดือนมีนาคม  2548  ส้ินสุดเดือนกุมภาพนัธ  2550 
 
 
 
 



ผลและวิจารณ 
 

1. ศึกษาสัดสวนท่ีเหมาะสมของกรดตอหนงัปลาในการสกดัคอลลาเจน 
 
1.1 ความหนดืของสารละลายขณะทําการสกดัคอลลาเจน 

 
ภาพที่  7  แสดงความหนดืของสารละลาย  พบวา  ที่สัดสวนหนังปลาตอกรดอะซิติก  

เทากับ 1:10 (w/v)  ความหนืดของสารละลายจะเพิ่มขึ้นเมื่อสกัดนาน 2 ช่ัวโมง  แลวจงึลดลงอยาง
รวดเร็วในชวง  2 - 5 ช่ัวโมง และลดลงเล็กนอยเมื่อยอยนาน  6  ช่ัวโมง  สวนที่สัดสวน 1:15  1:20  
และ 1:25  ความหนืดของสารละลายจะลดลงในชวง 0 – 1 ช่ัวโมงของการสกัด  โดยจะเหน็การ
ลดลงไมมากนกัในสัดสวน 1:20  และ  1:25  หลังจาก 1 ช่ัวโมงความหนดืจะคอนขางคงที่   คา
ความหนดืของสารละลาย  แสดงดังตารางที่ 4 

 
การเพิ่มของความหนดืเกดิจาก  หนังปลาเมื่ออยูในสารละลายกรด  pH 2-3 จะเกิดการ

พองตัว  ชองวางระหวางเสนใยคอลลาเจนจะขยายกวางขึน้  ทําใหเปปซินเขาไปยอยสวนทีโลเปป-
ไทดของโทรโปคอลลาเจนไดงายขึ้น  จงึเกดิการละลายของคอลลาเจนอยูในสารละลาย  (Swan and 
Torley, 1991) ทําใหความหนืดของสารละลายเพิ่มขึ้น  เมื่อเพิ่มเวลาในการสกัดกรดจะตัดพนัธะ
ไฮโดรเจนในโมเลกุลของคอลลาเจน  (Gustavson, 1956) ทําใหสายฮีลิกซแยกออกจากกันและ
เปลี่ยนเกลยีวเปนแบบเกลียวที่ไมเปนระเบียบ  (random chains)  (Bailey and Light, 1989) ทําใหได
โพลีเปปไทดที่มีขนาดโมเลกุลเล็ก  สงผลใหความหนดืลดลง  แตสารละลาย  1:20  และ 1:25  จะ
เห็นการเปลีย่นแปลงความหนืดนอย  เนือ่งจากหนัง 1 สวน  เติมสารละลายกรดคอนขางมาก  จึงเกิด
การเจือจางของสารละลายคอลลาเจนที่สกัดได  นอกจากนั้นปริมาณเอนไซมที่ใชตอหนัง  1  สวนมี
ปริมาณมากขึน้ดวย  การยอยที่ 28 องศาเซลเซียส เกิดเร็วข้ึนทําใหไดโพลีเปปไทดโมเลกุลเล็กใน
เวลาสั้น  สงผลใหไมเห็นการเปลี่ยนแปลงของความหนดืของสารละลาย  ในการทดลอง  พบวา ถา
ใชสัดสวนที่นอยกวา 1:10  จะไดสารละลายที่ขนหนืดมาก  การกวนหรอืผสมดวยอุปกรณในระดับ
การทดลองทําไดไมดี  
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เวลา (ชม.) 
 
ภาพที่  7  ความหนืดของสารละลายจากการสกัดคอลลาเจนเมื่อใชสัดสวนหนังปลาตอกรด 

อะซิติก 1:10  1:15  1:20 และ 1:25 ที่เวลา 0  1  2  3  4  5 และ 6 ช่ัวโมง เติมเอนไซม 
เปปซิน 0.1% (w/v) ในทุก ๆ ตัวอยาง  ควบคุมอุณหภูมิของสารละลายที่ 28 
องศาเซลเซียส

ความหนดื  (cp) 



 
 
         32  

 
 ตารางที่ 4   คาความหนดื (cp) ของสารละลายจากการสกัดคอลลาเจนเมื่อใชสัดสวนหนังปลาตอกรดอะซิติก  1:10  1:15  1:20  และ  

 1:25 ที่เวลา  0  1  2  3  4  5 และ  6 ชั่วโมง 
 

เวลา  (ชั่วโมง) 
สัดสวนหนงัตอกรด 

0 1 2 3 4 5 6 

1:10 2440.0±20.0 2453.3±41.6 2573.3±40.0 2240.0±40.0 1646.6±23.0 986.6±23.9 813.3±23.0 

1:15 960.0±80.0 473.33±11.5 446.6±0.0 420.0±0.0 416.0±21.1 346.6±11.5 300.0±0.0 

1:20 253.3±11.5 140.0±0.0 160.0±0.0 160.0±0.0 146.6±11.5 146.6±11.5 140.0±0.0 

1:25 140.0±0.0 53.3±11.5 52.0±6.9 56.0±6.9 53.3±11.5 46.6±11.5 40.0±0.0 
 

    หมายเหตุ    ±  คือ  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน
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1.2 ปริมาณผลไดของคอลลาเจนหลังการทําแหงแบบระเหิด  
 

วัดปริมาณผลไดของคอลลาเจน  โดยนําสารละลายคอลลาเจนที่สกัดไดมาตกตะกอน
โดยปรับสารละลายใหมีความเขมขนของโซเดียมคลอไรดเทากับ 0.9M  แยกตะกอนโปรตีนไปทํา
แหงแบบระเหดิ  เปรียบเทยีบระหวางการสกัดดวยสัดสวนหนังตอกรด  1:10  1:15  1:20  และ  1:25  
ซ่ึงพบวา  1:10  ใหผลไดสูงทีสุ่ด  คือ 47.33  มิลลิกรัมตอกรัมหนังปลาสดที่หักลบความชื้นแลว 
แสดงใหเห็นวาขณะทําการสกัดนั้นสารละลายจากการสกัดที่มีความหนืดสูง (สัดสวน  1:10)  
ประกอบดวยสายยาวของโพลีเปปไทดทีม่ีขนาดโมเลกลุสูง  ซ่ึงตกตะกอนในสารละลายเกลือ
โซเดียมคลอไรดความเขมขน  0.9 M  pH 2.5  จํานวนมากกวาสารละลาย  1:15  1:20 และ 1:25 ซ่ึง
ความหนดืต่ํา  ผลไดของคอลลาเจนจากการสกัดดวยสารละลาย 1:15  1:20 และ 1:25 มีคาเทากับ  
17.49  16.60  และ 3.16 มิลลิกรัมตอกรัมหนังปลาสดที่หกัลบความชื้นแลว ตามลําดบั  แสดงใน
ภาพที่ 8  ดังนัน้สัดสวนหนังตอกรดอะซิตกิที่เหมาะสมที่สุดซึ่งใหปริมาณผลไดที่มากที่สุดหลังการ
สกัดนาน 6 ช่ัวโมง ที่ 28 องศาเซลเซียส  คือ  1:10 (w/v) 
 

                
                                     1:10                       1:15                        1:20                     1:25 
 
ภาพที่ 8  ปริมาณผลไดคอลลาเจนหลังการทําแหงแบบระเหิดเมื่อใชสัดสวนหนงัปลาตอกรด 

อะซิติก 1:10  1:15  1:20 และ 1:25 เปนเวลา 6 ช่ัวโมง เติมเอนไซมเปปซิน 0.1% (w/v) 
  ในทุก ๆ ตวัอยาง  ควบคุมอณุหภูมิของสารละลายที่ 28 องศาเซลเซียส 

หมายเหตุ  อักษร a  b และ c ที่ตางกัน  แสดงความแตกตางกันอยางมนียัสําคัญทางสถิติ (P ≤ 0.05) 
 

สัดสวนหนงัตอกรด (น้ําหนกั / ปริมาตร) 

47.33a 
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1.3 ลักษณะของคอลลาเจนจากการทําอิเลคโทรโฟริซิสแบบ SDS-PAGE 
 

ภาพที ่9  การสกัดหนังปลาดวยกรดและเอนไซมที่สัดสวนหนังตอกรด  1:10  1:15  
1:20  และ 1:25  (w/v)  แลวตกตะกอนคอลลาเจนโดยปรับใหสารละลายมีความเขมขนของ 
โซเดียมคลอไรดเทากับ 0.9 M  พบวา  คอลลาเจนที่ไดเปนคอลลาเจน type I  ซ่ึงเปนชนิดเดียวกับ

คอลลาเจนจากหนังลูกววั  ประกอบดวยสาย  α1 (135 kDa)  จํานวน 2 สายและสาย  α2 (120 
kDa) จํานวน 1 สาย นอกจากนั้นการสกัดคอลลาเจนที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส  ทําใหไดเปปไทด
ที่มีขนาดโมเลกุลเล็ก  ซ่ึงไมพบในการสกดัที่  4 องศาเซลเซียส ของ Noitup (2004) เนื่องจากในการ
ทดลองนี้ใชอุณหภูมิที่สูงในการสกัดทําใหเกิดการยอยคอลลาเจนโดยกรดและเอนไซมเปปซินจน
ไดเปนเปปไทดที่มีขนาดโมเลกุลเล็กซึ่งมีขนาดเล็กกวา 55 kDa    
 
 

 
                              M            C             N          1:10         1:15        1:20        1:25 
 
ภาพที ่9  ลักษณะของคอลลาเจนบน 7.5%  SDS-PAGE  M: standard marker proteins; C: calf skin 

collagen; N: คอลลาเจนที่ไดจากการสกัดหนังปลาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสของ 
Noitup (2004)  1:10  1:15  1:20  1:25  คือ  คอลลาเจนที่ไดจากการสกัดหนังปลาสดดวย
กรดและเอนไซมเปปซิน  (0.1% w/v)  เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  ที่  28  องศาเซลเซียส  โดยใช
สัดสวนหนงัตอกรดดังตวัเลขที่กํากับ 
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2. อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการสกัดคอลลาเจน   

   
2.1 ความหนดืของสารละลายคอลลาเจน   

 
เมื่อเวลาผานไป 6 ช่ัวโมง  พบวาความหนดืของสารละลายคอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิ 

10 องศาเซลเซียสมีคาสูงที่สุด  รองลงมาคือที่อุณหภูมิ 4  20 และ 28 องศาเซลเซียส ตามลําดับ 
(แสดงดังภาพที่ 10 และ 11) อุณหภูมิสงผลตออัตราการยอยโปรตีนของกรดและเอนไซม (Lin and 
Liu, 2006b) กลาวคือ  ที่อุณหภูมิต่ําอัตราการยอยจะต่ํากวาที่อุณหภูมิสูง  ทาํใหการสกัดที่อุณหภูมิ
ต่ําจะคอย ๆ มคีอลลาเจนละลายออกมาในสารละลาย  ทําใหความหนดืของสารละลายเพิ่มขึ้นอยาง
ชา ๆ ดังนั้นทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสความหนืดของสารละลายจะเพิม่ขึ้นชากวาการสกัดที่
อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส  แตเมื่อเพิ่มอณุหภูมใินการสกัดเปน  28 องศาเซลเซียส  ความหนดืของ
สารละลายจะลดต่ําลงอยางรวดเร็ว  เนื่องมาจากเกดิการยอยโดยกรดและเอนไซมเปปซินอยาง
รวดเร็วทําใหไดเปปไทดที่มโีมเลกุลขนาดเล็ก  มกีารอุมน้าํและการพองตัวนอย  จึงทําใหความหนดื
ของสารละลายต่ํามาก   คาความหนดืของสารละลายแสดงดังตารางที่ 5 
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ภาพที ่10  ความหนืดของสารละลายจากการสกัดคอลลาเจนเมื่อใชสัดสวนหนังปลาตอกรด 
   อะซิติก 1:10 ที่อุณหภูมิตาง ๆ (4  10  และ 20  องศาเซลเซียส) ที่เวลา  0 1  2  3  4  5 และ 

6 ช่ัวโมง เติมเอนไซมเปปซิน 0.1% (w/v) ในทุก ๆ ตวัอยาง 
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ภาพที ่11  ความหนืดของสารละลายจากการสกัดคอลลาเจนเมื่อใชสัดสวนหนังปลาตอกรด 
  อะซิติก 1:10 ที่อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 0 1  2  3  4  5 และ 6 ช่ัวโมง 

 เติมเอนไซมเปปซิน 0.1% (w/v) ในทกุ ๆ ตัวอยาง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความหนืด (cp) 
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    ตารางที่ 5   คาความหนดื (cp) ของสารละลายจากการสกัดคอลลาเจนเมื่อใชสัดสวนหนังปลาตอกรดอะซิติก  1:10  ที่อุณหภมูิตาง ๆ (4  10  20  และ 28  

     องศาเซลเซียส) ที่เวลา  0  1  2  3  4  5 และ  6  ชั่วโมง 
 

เวลา  (ชั่วโมง) อุณหภูม ิ
(องศาเซลเซียส) 

0 1 2 3 4 5 6 

4 40400.0±565.6 38800.0±1131.3 38220.0±4780.0 38400.0±3394.1 43200.0±2262.7 43200.0±2262 43200±2262.7 

10 30400.0±3959.7 40600.0±1979.8 39400.0±4242.6 40800.0±3919.5 40900.0±3252.6 44600.0±3202.4 50600.0±4030.8 

20 20000.0±2828.4 20400.0±2545.5 22200.0±2828.4 22100.0±2707.1 22200.0±2828.4 23800.0±2242.6 23800.0±2808.3 

28 980.0±141.4 1040.0±169.7 1170±212.1 1070±183.8 560±169.7 40±0.0 20±0.0 
 

    หมายเหตุ    ±  คือ  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน

37 



2.2 ปริมาณผลไดของคอลลาเจนหลังการทําแหงแบบระเหิด 
 

คอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  ใหปริมาณผลได
มากที่สุด คือ 439.32 มิลลิกรัมตอกรัมหนงัปลาสดที่หักลบความชื้นแลว  ซ่ึงมากกวาที่ 4  20 และ 28 

องศาเซลเซียส  อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P≤ 0.05) (ดังแสดงในภาพที่ 12)  การสกดัที่  28  
องศาเซลเซียส  มีคอลลาเจนที่ตกตะกอนโดยโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.9 M ปริมาณนอยที่สุด 
เนื่องมาจากในสารละลายมีเปปไทดสายส้ัน ๆ ที่ไมตกตะกอน  ซ่ึงเปนผลจากการยอยสลายที่
สภาวะทีม่ีอัตราเร็วในการยอยสูง  โดยการยอยที่ 4 และ 10 องศาเซลเซียส   จะควบคุมอัตราเร็วใน
การสกัดไดดีกวาเมื่อเวลาผานไป 6 ช่ัวโมง  และคงเหลือเปปไทดที่ตกตะกอนแยกดวยโซเดียม - 
คลอไรดความเขมขน 0.9 M ไดมากกวาที่อุณหภูมิสูง (20 และ 28 องศาเซลเซียส)  
 

ผลจากการทดลองนี้สอดคลองกับ  Lin and Liu (2006b)  ไดทําการสกดัคอลลาเจนจาก
หนังตีนไกโดยใชกรดรวมกบัเอนไซมเปปซินที่อุณหภูมิ 4-24 องศาเซลเซียส โดยใชเวลาในการ
สกัด 24-72 ช่ัวโมง พบวา ทีอุ่ณหภูมิ 12 องศาเซลเซียสเปนเวลา 72 ช่ัวโมง  ใหปริมาณคอลลาเจน
มากที่สุด  แตเมื่อเพิ่มอุณหภมูิสูงขึ้นจะไดปริมาณคอลลาเจนลดลงเนื่องจากการยอยของเอนไซม 
เปปซินและกรดทําใหไดเปปไทดสายส้ัน ๆ ซ่ึงไมสามารถตกตะกอนดวยโซเดยีมคลอไรดความ
เขมขน 0.9 M  อยางไรก็ตามจากการทดลองนี้พบวาที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส  ใหปริมาณผลได
มากที่สุดและยงัคงมีเศษหนงัที่เหลือจากการสกัด 544.60 มิลลิกรัมตอกรัมหนังปลาสดที่หักลบ
ความชื้นแลว  สามารถนําไปสกัดซ้ําไดอีก  ซ่ึงจะทําใหมปีริมาณผลไดสูงขึ้น 
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                             4                         10                         20                       28 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 
 

ภาพที่ 12 ปริมาณผลไดคอลลาเจนหลังการทําแหงแบบระเหิดเมื่อใชสัดสวนหนงัปลาตอกรด 
   อะซิติก 1:10  สกัดที่อุณหภมูิตาง ๆ (4 10 20 และ 28 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 6 ช่ัวโมง 
เติมเอนไซมเปปซิน 0.1% (w/v) ในทกุ ๆ ตัวอยาง 

 
หมายเหตุ  อักษร a  b  c และ d ที่ตางกัน  แสดงความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิต ิ 

                 (P ≤ 0.05) 
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2.3 ศึกษาลักษณะของคอลลาเจนโดยการทําอเิลคโทรโฟริซิสแบบ SDS-PAGE 

 

การศึกษาขนาดโมเลกุลของคอลลาเจนที่ได  พบวา  คอลลาเจนที่สกัดทีอุ่ณหภูมิ  4  
และ  10  องศาเซลเซียส  มีลักษณะไมแตกตางจากคอลลาเจนที่ไดจากหนังววั  ซ่ึงประกอบดวยสาย 

α1 α2 และ β  แตคอลลาเจนที่ไดจากการสกัดที่อุณหภมูิ 20 และ 28 องศาเซลเซียส  ประกอบดวย

สาย α1 α2 β และเปปไทดโมเลกุลเล็กกวา 50 kDa  ดังภาพที่ 13  การเกิดเปปไทดที่มีขนาด
โมเลกุลเล็กกวา  50 kDa  เปนผลจากเอนไซมเปปซินซึ่งมีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการยอยที่ 37  
องศาเซลเซียส  ดังนั้นอณุหภมูิที่ใชในการสกัด  20  และ  28  องศาเซลเซียส  จึงทําใหการทํางาน
ของเอนไซมเปปซินทํางานไดดีกวาที่อุณหภูมิต่ํา (4 และ 10 องศาเซลเซียส) ดังนั้นในเวลา 6 ช่ัวโมง
จึงเกิดการยอยจนไดเปปไทดที่มีโมเลกุลขนาดเล็ก  การเกิดปฏิกิริยาสลายพันธะระหวางโมเลกุล
ของคอลลาเจนโดยกรดก็เกดิไดดแีละเรว็ที่อุณหภูมิสูง  ซ่ึงกรดทําใหหนังปลาและเสนใยคอลลาเจน
พองตัว  ทําใหเอนไซมเขาไปยอยไดดีขึ้น  

 
เมื่อศึกษาสัดสวนของความเขมของแถบโปรตีน  พบวา  คอลลาเจนจากหนังวัว  

คอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิ  4  และ  10  องศาเซลเซียส  ประกอบดวยสาย  γ  β และ α  ที่มากกวา

คอลลาเจนที่สกัดที่ 20 และ 28 องศาเซลเซียส ซ่ึงไมพบสาย γ  แตจะพบเปปไทดที่มขีนาดโมเลกุล

เล็กกวาสาย α อยูเปนจํานวนมาก  (แสดงดังตารางที่ 6)  ซ่ึงแสดงใหเหน็วาการสกัดที่อุณหภูมิสูง

จะมีการยอยสาย γ  β และ α  ที่รวดเร็วกวาการสกัดที่อุณหภูมิต่ํา  ทําใหเกิดเปนเปปไทดขนาด
โมเลกุลเล็ก  

 
 Lee et al. (2001) พบวาคอลลาเจนที่นําไปใชประโยชนทางการแพทย  คอลลาเจน

จะตองยงัคงรักษาโครงสรางสามมิติอยู  ซ่ึงการสกัดที่อุณหภูมิสูง (20 และ 28 องศาเซลเซียส) 
โครงสรางดังกลาวไดถูกทําลายไปบางอาจไมเหมาะกับการนําไปใชประโยชนในทางการแพทย   

 
คอลลาเจนที่นําไปใชเปนสวนประกอบในอาหาร  โดยเฉพาะการผสมในเครื่องดื่ม

ตางๆ ควรเปนคอลลาเจนที่มีขนาดโมเลกุลต่ํา  ซ่ึงละลายไดงาย  การสกัดคอลลาเจนจึงนาจะใช
อุณหภูมิสูงและศึกษาสภาวะในการสกัดเพือ่ใหไดขนาดโมเลกุลคอลลาเจนตามตองการ 
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เปนที่นาสังเกตวาความเขมของแถบโปรตีนของคอลลาเจนจากหนงัลูกววัและ 
คอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียสในภาพที่ 9 จะมีความเขมที่มากกวาในภาพที่ 13 ทั้ง ๆ 
ที่เตรียมตัวอยางตามวิธีการเดียวกัน  ความแตกตางดังกลาวนี้อาจเนื่องมาจากวนัที่ทําการเตรียม
ตัวอยางเพื่อนาํมาทําอิเลคโทรโฟริซิสนั้นมีความชื้นในบรรยากาศสูงมาก  ซ่ึงตัวอยางมีลักษณะที่
แหงและมีความสามารถในการดูดความชื้นไดดี  จึงทําใหความเขมขนของโปรตีนในตัวอยางลดลง  
 

 
                  M               C                  4              10              20             28 °C 
 

ภาพที่ 13   ลักษณะของคอลลาเจนบน 7.5% SDS-PAGE สกัดคอลลาเจนโดยใชสัดสวนหนังปลา
ตอกรดอะซิตกิ 1:10  ที่อุณหภูมิตาง ๆ (4 10 20 และ 28 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 6 
ช่ัวโมง  เติมเอนไซมเปปซิน 0.1% (w/v) ในทุก ๆ ตัวอยาง (M: standard marker 
proteins; C: calf skin collagen) 
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ตารางที่ 6  สัดสวนความเขมของแถบโปรตีนของหนวยยอยของคอลลาเจน 
 

อุณหภูมิที่สกัดคอลลาเจน 
หนวยยอย Calf 

4°C 10°C 20°C 28°C 

γ 0.096 ±0.015 0.045±0.017 0.039±0.016 - - 

β 0.512±0.031 0.566±0.018 0.561±0.020 0.132±0.013 0.033±0.010 

α 0.392±0.045 0.389±0.023 0.400±0.034 0.254±0.065 0.177±0.055 
นอยกวา50 kDa - - - 0.614±0.072 0.790±0.059 

รวม 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 
 

หมายเหตุ   ±   คือ  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 -     คือ  พบในปริมาณนอยมาก 
 
3.  สมบัติความคงตัวตอความรอนของคอลลาเจน   
 
 จากการศึกษาสมบัติความคงตัวตอความรอนโดยวิธี differential scanning calorimetry 
พบวา  คอลลาเจนที่สกัดที่  4  องศาเซลเซียส   มีอุณหภูมใินการเสียสภาพสูงกวาคอลลาเจนที่สกัดที ่ 
10  องศาเซลเซียส  (39.5  และ 37.5  องศาเซลเซียส  ตามลําดับ)  แสดงวาคอลลาเจนที่สกัดที่  4  
องศาเซลเซียส  มีความคงทนตอความรอนดีกวาคอลลาเจนที่สกัดที่  10 องศาเซลเซียส  หรือกลาว
วาคอลลาเจนที่สกัดที่  4  องศาเซลเซียส ยังคงมีพันธะเชือ่มภายใน และระหวางสายโมเลกุลของ
คอลลาเจน  ซ่ึงเปนพันธะไฮโดรเจน  (Stryer, 1975)  มากกวาคอลลาเจนที่สกัดที่  10  องศา
เซลเซียส  การทดลองนี้ช้ีใหเห็นวาการยอยที่ 10  องศาเซลเซียส  ปฏิกิริยาตาง ๆ เกิดเร็วกวาที่  4  
องศาเซลเซียส  ดังนั้นจึงมกีารสลายพันธะเชื่อมระหวางสายโปรตีนไดมากกวา  

 
ในการทดลองนี้  คอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียสในการทดลองนี้  มีอุณหภูมิ

ในการเสียสภาพ เทากับ 39.5 องศาเซลเซียส  ซ่ึงสูงกวาคอลลาเจนที่สกัดโดย  Noitup (2004)  ที่มี
อุณหภูมิในการเสียสภาพเทากับ  36.6  องศาเซลเซียส  เนื่องจากคอลลาเจนที่ไดจากการสกัดโดย 
Noitup (2004)  สกัดโดยใชกรดไดคอลลาเจนที่สามารถละลายไดในกรด  แลวจึงเติมเอนไซม 
เปปซินเพื่อตัดทีโลเปปไทด  สวนคอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียสในการทดลองนี้
สกัดโดยใชกรดรวมกับเอนไซมเปปซิน  ซ่ึงคอลลาเจนที่สกัดไดจะทนตอความรอนไดดีกวาของ 
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Noitup (2004) นอกจากนี้อาจเนื่องมาจากคอลลาเจนที่ไดหลังการทําแหงแบบระเหิดมลัีกษณะที่
ตางกัน  คือ ในการทดลองนี้คอลลาเจนที่ไดหลังการทําแหงจะมีลักษณะเปนเสนใยจับกันแนนดึง
ออกจากกนัไดยาก  สวนคอลลาเจนที่สกัดโดย Noitup (2004) จะมีลักษณะเปนเสนใยแตไมไดจับ
ตัวกันแนนสามารถดึงออกจากกันไดงาย  เนื่องมาจากในขั้นตอนกอนการไดอะไลซิสมีการใช
สัดสวนของกรดในการละลายตะกอนคอลลาเจนที่นอยกวาวิธีของ Noitup (2004)  ทําใหหลังจาก
ไดอะไลซิสคอลลาเจนที่ไดมีการจับตัวกนัแนนเกดิลักษณะเปนเจล     
 

อุณหภูมิในการเสียสภาพของคอลลาเจนแสดงดังตารางที่ 4  พบวาคอลลาเจนจากหนังววัมี
อุณหภูมิในการเสียสภาพที่สูงที่สุด คือ 45.6 องศาเซลเซียส  ซ่ึงคอลลาเจนที่ไดจากสตัวบกจะมี
ความคงตัวตอความรอนมากกวาคอลลาเจนที่ไดจากสัตวน้ํา  เนื่องจากมีปริมาณของกรดอิมิโน  
(โพรลีนและไฮดรอกซีโพรลีน) ที่สูงซึ่งจะทําใหโครงสรางที่เปนฮีลิกซมีความคงตัวมากขึ้น 
(Wong, 1989)   
 

คอลลาเจนที่ไดจากการสกัดที่อุณหภูมิ 20 และ 28 องศาเซลเซียส  ไมสามารถหาอุณหภูมิ
ในการเสียสภาพไดเนื่องจากคอลลาเจนดงักลาวประกอบดวยเปปไทดขนาดเล็ก จํานวนมาก  ดัง
ปรากฎในผลของ SDS-PAGE  (ดังภาพที ่13)  ดังนั้นจึงมีการดูดกลืนพลังงานความรอนที่นอยและ
มี peak เล็ก ๆ เกิดขึ้นจํานวนมาก  ซ่ึงไมสามารถวิเคราะหวาที่ตําแหนงใดเปนอุณหภูมใินการเสีย
สภาพ 

 
สารละลายที่ใชในการเตรยีมตัวอยางมีผลตออุณหภูมิในการเสียสภาพ  โดยเปรียบเทยีบ

การเตรียมตวัอยางในสารละลากรดและสารละลายของน้ําปราศจากออิอน  พบวา  สารละลายกรด
จะทําใหอุณหภูมิในการเสียสภาพของคอลลาเจนต่ําลง  ซ่ึงในการทดลองนี้เตรียมตวัอยางในน้ํา
ปราศจากอิออนในการศึกษาโดยวิธี differential scanning calorimetry   คอลลาเจนจาก Noitup 
(2004) และคอลลาเจนจากหนังลูกวัว  มอุีณหภูมิในการเสียสภาพ  เทากับ 36.6 และ 45.6  
องศาเซลเซียส  ตามลําดับ (ดงัตารางที่  4)  ซ่ึงสูงกวาคอลลาเจนจากแหลงเดียวกันซึ่งรายงานโดย  
Noitup (2004) ที่มีการเตรียมตัวอยางโดยละลายในสารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร (pH 3.7) ซ่ึงมี
อุณหภูมิในการเสียสภาพ  เทากับ  33.8 และ 40.8  องศาเซลเซียส  ตามลําดับ  ความแตกตางดังกลาว
นี้เปนผลจากการที่กรดตัดพนัธะไฮโดรเจนในโมเลกุลคอลลาเจน (Gustavson, 1956) ทําใหความ 
คงตัวของสายฮีลิกซลดลง  โครงสรางของคอลลาเจนจึงถูกทําลายไดงายขึ้น  ทําใหความคงตัวตอ
ความรอนลดลง  กราฟแสดงอุณหภูมิในการเสียสภาพของคอลลาเจนแสดงดังภาคผนวก ค 
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ตารางที่  7   อุณหภูมิในการเสียสภาพของคอลลาเจนที่สกัดจากหนังปลาสดที่อุณหภมูิ 4  10  

องศาเซลเซียส  คอลลาเจนจากหนังลูกววั  และคอลลาเจนที่สกัดโดย Noitup (2004) 
 

อุณหภูมิในการเสียสภาพ (องศาเซลเซียส) 
ตัวอยาง 

To Tp Tr 
4 องศาเซลเซียส 38.5 39.5 40.1 

10 องศาเซลเซียส 35.9 37.5 39.6 

calf 45.0 45.6 46.9 
Noitup 35.5 36.6 38.2 

 
หมายเหตุ    To (onset temperature)   คือ  อุณหภูมิเร่ิมตนที่มีการดูดกลืนความรอนในการ 
 เสียสภาพ   

Tp (peak maximum temperature)  คือ  อุณหภูมิที่มกีารดดูกลืนความรอนมากที่สุด 
Tr  (recovery temperature)  คือ  อุณหภูมิสุดทายในการดดูกลืนความรอน  

 calf  คือ  calf skin acid soluble collagen type I 
 Noitup  คือ acid soluble pepsin digestion 
 
4.  ศึกษาการจับตัวกันของโมเลกุลของคอลลาเจน (Collagen self-assembly) 
 

4.1 อัตราเร็วในการจับตัวกนัของคอลลาเจน   (Rate of collagen self-assembly) 
 

ปจจัยที่มีผลตออัตราเร็วในการจับตัวกนัของคอลลาเจนในสภาวะที่อยูภายนอกเซลล  
(in vitro)  ไดแก  ความเขมขนของคอลลาเจนในสารละลาย  pH ของสารละลาย  และอุณหภูมิใน
การปลอยใหเกิดการจับตวักนั  ซ่ึงการทดลองนี้ไดเลือกใชวิธีการของ  Noitup (2004)  ที่ใหอัตราเรว็
ในการจับตวักนัของคอลลาเจนสูงที่สุดคือ  ใชความเขมขนของคอลลาเจนเทากับ  1  มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร  pH 6 และอุณหภมูิในการปลอยใหจับตวักนั  25  องศาเซลเซียส  ลักษณะของเสน
ความสัมพนัธระหวางความสามารถในการดูดกลืนแสงที่  310 นาโนเมตร  ของสารละลายคอลลา
เจนที่เวลาตาง ๆ ของการเกิดการจับตัวกันของคอลลาเจน  มีลักษณะเปน  sigmoid curve  กลาวคือ  
ในชวงแรกหรือ  lag phase  มีการเปลี่ยนแปลงคาการดูดกลืนแสงต่ํา  จากนั้นจะเขาสู  growth phase  
ซ่ึงคาการดูดกลืนแสงจะเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว  และเปลี่ยนเปนคงที่  เมื่อเขาสู  maturity phase  
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(Engel, 1994; Veis and George, 1994)  โดยคอลลาเจนทีส่กัดที่อุณหภมูิ  4  และ 10  องศาเซลเซียส  
ใหลักษณะแบบเดียวกัน  แตคอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิ  20 และ 28  องศาเซลเซียส  ไมพบ
ลักษณะดังกลาว คือมีคาการดูดกลืนแสงต่ํามาก (ใกลศูนย)  ดังแสดงในภาพที่ 14 

 
จากการศึกษาอุณหภูมิในการสกัดที่  4  10  20  และ 28 องศาเซลเซียส  พบวา 

คอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูม ิ 10 องศาเซลเซียส  จะมีอัตราเร็วในการจับตวักันสูงที่สุด ซ่ึงไดผล
สอดคลองกับ  Lin and Liu (2004b) ที่ศึกษาการจับตัวกันของคอลลาเจนที่สกัดจากหนังตีนไกโดย
ใชกรดอะซิตกิและเอนไซมเปปซิน ที่อุณหภูมิ  4  12  18  และ  24  องศาเซลเซียส  แลวปลอยใหจับ
ตัวกันใน  physiological buffer (0.13 M phosphate, 0.022 NaCl, pH 7) พบวาคอลลาเจนที่สกัดที่
อุณหภูม ิ12  องศาเซลเซียส  จะมีอัตราเร็วในการจับตวักนัของคอลลาเจนสูงที่สุด   

 
คอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิ 4 และ10 องศาเซลเซียส  มีอัตราเร็วในการจับตัวกนัสูง  

ซ่ึง Bannister and Burns (1972) กลาววาคอลลาเจนจะจบัตวักันไดดีถายังคงมีโครงสรางสามมิติที่
สมบูรณ  จากการศึกษาลักษณะหนวยยอยของคอลลาเจนโดยการทําอเิลคโทรโฟริซิสแบบ SDS-

PAGE  พบวาคอลลาเจนจากการสกัดที่อุณหภูมิต่ํา (4 และ 10 องศาเซลเซียส) ประกอบดวยสาย α 

และβ  เปนสวนใหญ  สวนคอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมสูิง (20  และ  28  องศาเซลเซียส) จะเกิดการ

ยอยสลายสายα และβ  ไดเปปไทดขนาดเล็กที่มีโมเลกุลนอยกวา  50 kDa  จํานวนมาก  ทําใหการ
จบัตัวกนัเกดิชา 

 
จากการทดลองนี้พบวาคอลลาเจนที่สกัดทีอุ่ณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส  ที่ปลอยใหจับ

ตัวกันเปนเวลา 4 ช่ัวโมง สารละลายจะเกิดการจับตัวกันแลวแยกชั้นมีลักษณะไมเปนเนื้อเดียวกนั 
ทําใหไมสามารถวัดคาการดดูกลืนแสงได เชนเดยีวกับคอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
เมื่อปลอยใหจบัตัวกันเปนเวลา 5 ช่ัวโมง 
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ภาพที่ 14  อัตราเร็วในการจบัตัวกันของคอลลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิ 4 10 20 และ 28  
 องศาเซลเซียส 
 

4.2 โครงสรางของคอลลาเจนเมตริกซ โดยใชกลอง confocal laser scanning microscope 
(CLSM) 
 

ภาพที่ 15 แสดงภาพของโครงสรางคอลลาเจนเมตริกซ ที่กําลังขยาย 40 เทาของเลนส
วัตถุ  จะเห็นภาพโครงสรางของคอลลาเจนเมตริกซในบริเวณกวางและเมื่อเพิ่มกําลังขยายเลนสวัตถุ
เปน 100 เทา  เพื่อศึกษาโครงสรางที่ละเอียดของตําแหนงตาง ๆ ในเมตริกซ (แสดงดังภาพที่  16)  
พบวา  เมตริกซที่ไดจากคอลลาเจนที่สกัดที่  4  องศาเซลเซียส  ปลอยใหจับตวักันเปนเวลา  4  และ  
5  ช่ัวโมง  พบวาที่เวลา  4  ช่ัวโมงนั้นใหคอลลาเจนเมตริกซที่เปนโครงขาย  (network)  สานกัน
ละเอียดกวาที่  5 ช่ัวโมง  โดยเสนผาศูนยกลางของเสนใยคอลลาเจน  มีขนาดเฉลี่ย 0.41  และ  0.48 
ไมโครเมตร  ตามลําดับ แสดงดังตารางที่ 5 เมื่อเปรียบเทียบกับคอลลาเจนเมตริกซที่ไดจากคอลลา
เจนที่สกัดที่  10  องศาเซลเซียสที่เวลาในการจับตัวกนันาน  4  ช่ัวโมง  พบวา  เสนใยคอลลาเจนที่
ไดมีขนาดใหญขึ้น (0.50  ไมโครเมตร) ในขณะที่โครงขายคอลลาเจนมีความละเอยีดใกลเคียงกบั
เมตริกซที่ไดจากคอลลาเจนที่สกัดที่   4  องศาเซลเซียส  ที่ปลอยใหจับตัวกันเปนเวลา  4  ช่ัวโมง  

คาการดูดกลืนแสงที่ 310 นาโนเมตร 

4°C 

10°C 

20°C 

28°C 
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จากการทดลองนี้ช้ีใหเห็นวาคอลลาเจนที่สกัดจากหนังปลาสดโดยใชกรดอะซิติกความเขมขน  
0.5M  และเอนไซมเปปซินความเขมขน  0.1% (w/v)  ที่ 10  องศาเซลเซียส  ใชเวลาในการจับตวักนั
ส้ันกวาคอลลาเจนที่ไดจากการสกัดที่  4  องศาเซลเซียส โดยมีการเกิดนิวเคลียสที่เร็วกวาทําใหได
เสนใยคอลลาเจนมีขนาดเสนผาศูนยกลางใหญ  และเกิดการจับตัวกันเปนเมตริกซไดดี  ซ่ึงผล
ดังกลาวสอดคลองกับผลการทดลองในขอที่ 4.1  
 
ตารางที่ 8  ขนาดเสนผาศูนยกลางของเสนใยคอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมติาง ๆ และปลอยใหจับตวั

ที่เวลาตางๆ 
 

อุณหภูมิที่สกดัคอลลาเจน 
(องศาเซลเซียส) 

เวลาที่จับตวักนั 
(ช่ัวโมง) 

ขนาดเสนผาศนูยกลาง  
(ไมโครเมตร) 

4 4 0.41  ±  0.07 
4 5 0.48  ±  0.08 
10 4 0.50  ±  0.07 

 
หมายเหตุ   ±  คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐานคํานวณจากเสนใย  100  เสน  
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(1) 

 
(2) 

 
(3) 

ภาพที่ 15 โครงสรางคอลลาเจนเมตริกซที่กาํลังขยาย 40 เทาของเลนสวัตถุ 
 (1 : คอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ปลอยใหจับตัวเปนเวลา 4 ช่ัวโมง   
 2: คอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ปลอยใหจับตวัเปนเวลา 5 ช่ัวโมง   
 3:  คอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส ปลอยใหจับตวัเปนเวลา 4 ช่ัวโมง)  
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(1) 

 
(2) 

 
(3) 

ภาพที่ 16 โครงสรางคอลลาเจนเมตริกซที่กาํลังขยาย 100 เทาของเลนสวตัถุ  
 (1 :  คอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ปลอยใหจับตัวเปนเวลา 4 ช่ัวโมง   
 2: คอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ปลอยใหจับตวัเปนเวลา 5 ช่ัวโมง 
 3: คอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส ปลอยใหจับตวัเปนเวลา 4 ช่ัวโมง) 
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สรุปและขอเสนอแนะ 

 สรุป 

 

1. การสกัดคอลลาเจนจากหนงัปลาสีกูดสดโดยใชกรดอะซิติกความเขมขน 0.5M  (pH 
2.5)  รวมกับเอนไซมเปปซินความเขมขน  0.1% (w/v)  เพียงครั้งเดยีว  ใหผลไดสูงทีสุ่ด คือ 439.32 
มิลลิกรัมตอกรัมหนังปลาสดที่หักลบความชื้นแลว  การใชสัดสวนหนงัปลาสดตอกรด 1:10  ถึง 
1:25 พบวาถาสัดสวนกรดเพิ่มขึ้นปริมาณผลไดจะลดลง  ดังนั้นสัดสวนหนังตอกรดที่ใหผลไดมาก
ที่สุด คือ 1:10  
 

2. อุณหภูมิในการสกัดมผีลตอการสกัดคอลลาเจน คือ ที่อุณหภูมิสูง (20  และ 28  
องศาเซลเซียส)  อัตราการยอยโดยกรดและเอนไซมเร็ว ทาํใหไดเปปไทดสายส้ัน ๆ ที่ไมสามารถ
ตกตะกอนไดดวยโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.9 M  จึงทําใหผลไดต่ํา  การสกัดทีอุ่ณหภูมิ 10 
องศาเซลเซียสใหปริมาณผลไดมากที่สุด  เมื่อควบคุมระยะเวลาในการสกัดเทากับ  6  ช่ัวโมง   
 

3. คอลลาเจนจากสัตวบกมีอุณหภูมใินการเสยีสภาพที่สูงกวาคอลลาเจนจากสัตวน้ํา  
คอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  มีอุณหภูมใินการเสียสภาพที่สูงกวาคอลลาเจนที่สกัด
ที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส  สวนคอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิ 20 และ 28 องศาเซลเซียสไม
สามารถวัดอุณหภูมิในการเสียสภาพได  เนื่องจากประกอบดวยเปปไทดขนาดโมเลกลุเล็กจํานวน
มาก 
 

4. คอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส  มีอัตราเร็วในการจับตวักนัที่เร็วที่สุด 
และเมื่อศึกษาโครงสรางของคอลลาเจนเมตริกซ  พบวา  ขนาดของเสนใยของคอลลาเจนที่สกัดที่ 
10 องศาเซลเซียส  มีขนาดใหญกวาที่ 4 องศาเซลเซียส  เมื่อจับตัวในเวลา 4 ช่ัวโมง  เสนใยคอลลา
เจนจะมีขนาดใหญขึ้นเมื่อเวลาในการปลอยใหมกีารจับตวัเพิ่มขึ้น จาก 4 เปน 5 ช่ัวโมง  ตามลําดับ 
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ขอเสนอแนะ 
 

1.  คอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิสูงประกอบดวยเปปไทดโมเลกุลเล็ก  ดังนั้นถาตองการผลิต
คอลลาเจนใหมีขนาดโมเลกลุเล็กกวานี้ควรทําการสกัดทีอุ่ณหภูมิสูงขึ้น เพื่อใหไดคอลลาเจนที่
สามารถละลายน้ําไดดี  และตองมีการคัดเลือกโมเลกุลใหมีขนาดเล็กสม่ําเสมอกัน  

 
2.  การเตรียมคอลลาเจนเมตริกซวางบนสไลดแกวช้ินตัวอยางควรมขีนาดบาง  ซ่ึงจะทําให

เห็นภาพชัดเจนขึ้น 
 
3.  ในการเตรยีมตัวอยางคอลลาเจนสําหรับทํา SDS-PAGE ควรจะระมัดระวังไมให

ตัวอยางดูดความชื้นจากบรรยากาศโดยรอบเพราะจะทําใหความเขมขนของโปรตีนในตัวอยางลดลง 
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ภาคผนวก ก  
การวิเคราะหผลทางสถิติ 
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ภาคผนวก  ก 
 

การวิเคราะหผลทางสถิต ิ
 
 
ตารางผนวกที่ ก1  วิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) ของปริมาณผลได (Yield) หลังการทําแหง  

แบบระเหิดทีสั่ดสวนตาง ๆ 
 
 

Source of Variation df Sum of Squares Mean Square F-value 
Yield 
Error (within treatment) 

3 
4 

2154.828        
15.643 

718.276 
   3.911 

183.671* 

Total 7 2170.471   
 
* คาเฉลี่ยของทรีตเมนตอยางนอย 1 คูมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคญัทางสถิติที่ระดับความ 
เชื่อมั่น 95% 

 
 
ตารางผนวกที่ ก2   การเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของปริมาณผลได  (Yield )  หลังการทําแหงแบบระเหดิ

ที่สัดสวนตาง ๆ โดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 
 

Subset for alpha = .05 RATIO N 
1 2 3 

1:25 
1:20 
1:15 
1:10 
Sig. 

2 
2 
2 
2 

3.162 
 
 
 

1.000 

 
13.603 
17.494 

 
.121 

 
 
 

47.338 
1.000 
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ตารางผนวกที่  ก3  วิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) ของปริมาณผลได  (Yield) หลังการทํา
แหงแบบระเหดิที่อุณหภูมิตางๆ 

 
Source of Variation df Sum of Squares Mean Square F-value 

Yield 
Error (within treatment) 

3 
4 

 178353.794      
3521.599 

59451.265 
   881.900 

67.413* 

Total 7 181881.393   
 
* คาเฉลี่ยของทรีตเมนตอยางนอย 1 คูมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคญัทางสถิติที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95% 

 
ตารางผนวกที่  ก4   การเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของปริมาณผลได (Yield) หลังการทําแหงแบบระเหดิที 

อุณหภูมิตาง ๆ โดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 
 

Subset for alpha = .05 Temperature N 
1 2 3 4 

28 
20 
 4 
10 

Sig. 

2 
2 
2 
2 

47.338 
 
 
 

1.000 

 
171.305 

 
 

   1.000 

 
 

328.204 
 

    1.000 

 
 
 

439.3251 
  1.000 

 

 

 

 



 

61 

 

ภาคผนวก ข  
วิธีการทําอิเลคโทรโฟริซิสแบบ SDS-PAGE 
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ภาคผนวก  ข 
 

วิธีการทําอิเลกโทรโฟริซิสแบบ SDS-PAGE 
ดัดแปลงจากวิธีของ Laemmli (1970) 

 
 
การเตรียม Seperating gel   
 

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

2. ผสมสารละลายของเจล ตามตารางภาคผนวกที่  ข.1  โดยผสมสารละลายตาง ๆ ตาม
ตารางใน sidearm flask ยกเวน  APS และ TEMED ซ่ึงจะใสหลังการ degas แลว 15 นาที โดยคอย ๆ 
ผสม APS และ TEMED ลงในสารละลายที่ผานการ degas เพื่อชวยใหเกิด polymerization 

3. ใช ปเปตดูดเจลใสลงชองระหวางแผนแกว (ระวังอยาใหเกิดฟองอากาศ) จนระดับ
ประมาณ 1.5 ถึง 2 ซม.จากขอบบนของแผนแกวที่มีระดบัต่ํากวา  ทําโดยรวดเร็วกอนที่เจลจะ
แข็งตัว 

4. ใชน้ําปดทับเจล (หนาประมาณ 3 มม.) ตั้งทิ้งไว 45-60 นาที  ใหเจลเกิดการ polymerize 
ซ่ึงจะเหน็รอยตอระหวางเจลและสารละลายที่คลุมผิวเจลอยูอยางชัดเจน 

5. เมื่อเจล polymerize ลางสวนบนของเจลดวยน้ํากลั่น 3 คร้ังและซับใหแหงดวยกระดาษ
กรอง 
 
การเตรียม Stacking Gel 
 

1. เตรียม 10 มิลลิลิตรของ Stacking gel ตามตารางภาคผนวกที่  ข.1   โดยผสมสารทั้งหมด
เขาดวยกันใน sidearm flask ที่ผานการ degas แลว 15 นาที จึงคอยๆเติม APS และ TEMED ลงไป 

2. ซับตอนบน Separating gel ใหแหงดวยกระดาษกรองอยาใหมีฟองอากาศคางอยูบน gel 
3. ดูด Stacking gel ดวย Pasteur pipette ที่สะอาด คอย ๆ ใสลงตรงกลางลงมาตามดานขาง

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

ฟองอากาศ  โดยเติม Stacking gel ใหเต็ม 
5. ปลอยใหเจล polymerize 30-40 นาที ที่อุณหภูมหิอง 
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ตารางภาคผนวกที่  ข1  สูตรสําหรับการเตรียม SDS-PAGE Separating ang Stacking Gel  
 

Separating gel 
(0.375M Tris pH 8.8) 

Stacking gel 
(0.125M Tris, pH 6.8) 

 
สวนประกอบ 

12% gel 7.5% gel 4% gel 

1. Distilled water 3.35 ml 4.85 ml 6.1 ml 
2. 1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 2.5 ml 2.5 ml - 
3. 0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 - - 2.5 ml 
4. 10%(w/v) SDS 100 μl 100 μl 100 μl 
5. Acrylamide/bis 

(Degas for ≥ 15 min at room 
temperature) 

4 ml 2.5 ml 1.33 ml 

6. 10% ammonium persulfate  
(fresh daily) 

50 μl 50 μl 50 μl 

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

 
 
การใสตัวอยางลงในเจล 
 

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

 
1. Loading Sample Well 

เตรียมตัวอยางจํานวน 1 มิลลิลิตร โดยละลายตัวอยางโปรตีนใน sample buffer ที่มี 
10% glycerol อยางนอย  1 เทาของตัวอยางโปรตีนใน microcentrifuge tube ปดฝา นําไปตม 1 นาท ีที่ 
100 องศาเซลเซียส (ตามคูมือของ BIORAD ใหเจือจางตวัอยางอยางนอย 1: 4  เทาดวย sample buffer 
และตมที่ 95 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที) ถาตัวอยางแหงละลายดวย sample buffer จํานวน 50-100 μl 
ทําใหเย็นถึงอณุหภูมิหองแลวหมุนเหวี่ยงใหตัวอยางใส นําตัวอยางใสลงในหลุมกลางเจล   
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1.1  เตรียม electrode buffer 300 มิลลิลิตร โดยผสม  5x electrode buffer 60 มิลลิลิตร 
กับน้ํา 240 มิลลิลิตร  

1.2   เล่ือนระดับ inner cooling core ลงใน buffer chamber อันลางเติม buffer ประมาณ 
115 มิลลิลิตร ใน upper buffer chamber ซ่ึงอยูดานใน แลวเติมเพิ่มจนระดับครึ่งหนึง่ระหวาง short 
และ long plate อยาใหลน chamber อันบน 

1.3 เติม buffer ที่เหลือใส chamber ลางจนทวม gel ตอนลาง 1 ซม. ถามีฟองอากาศ
ใชปเปตตกวนไลฟองอากาศ 

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

2.  Loading a Single Sample per gel 
เปนการแยกตวัอยางบน flat gel surface ในการวิเคราะห เตรียม stacking gel ใหถึง

ระดับ 1 มม. จาก short plate โดยไมใช comb ปดทับดวย overlay solution เมื่อเจลแข็งแลวรินออก
และประกอบสวน core บรรจุ electrode buffer ลงใน chamber บนและลาง แลวคอย ๆ ใสตัวอยาง
ใหสม่ําเสมอเริ่มจาก gel  ดานหนึ่งจนตลอดตามยาวโดยใสลงใหใกลผิวเจลมากที่สุด (1-2 มม.) 

 

Running the gel  
 

เมื่อใสตัวอยางโปรตีน ตัวอยางจะอยูระหวาง electrode และเมื่อ apply potential ก็จะครบ
วงจร โปรตีนจะเคลื่อนที่ไปเปนแถบ (band) สีน้ําเงิน ซ่ึงจํานวนแถบคอืจํานวนชนิดของโปรตีน 

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

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

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

บนทิ้งไป 
3. ดัน clamp ออกจาก cooling core 
4. คลายสกรู sandwich clamp assemblies ออก 
5. นําแผน sandwich ออกและใช forcep ขวดน้ํากลั่นคอย ๆ ดันแผนแกวออกในระหวาง

ที่ดันแผนแกวออกใหใชน้ํากลั่น rinse ตามตลอด 
 

การยอมสีเจล 
 

การยอมสีโดย 
1. เตรยีม Staining solution คือ 0.1% (w/v) Commassie Brillian Blue ใน 40% Methanol, 

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

 
การลางสียอม 
 

นําเจลมาแชในสารละลาย 40% Methanol, 10% Acetic acid เปลี่ยนสารละลายที่ใชหลายๆ
คร้ัง จะเหน็แถบโปรตีนอยางชัดเจน (การ Stain และ Destain ทําที่อุณหภูมิหอง และควรเขยาเบา ๆ) 
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วิธีการเตรียมสารเคมี 
 

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

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

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

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

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

100 มิลลิลิตร 
 

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

acrylamide กบัน้ําหนกัเปนกรัมของ methylenebisacrylamide 
 

% C =                            methylenebisacrylamide (กรัม)                 × 100 
                   acrylamide (กรัม) + methylenebisacrylamide (กรัม) 
 

2. 1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 
 

ช่ัง Tris base 27.23 กรัม ใสน้ําปราศจากออิอนประมาณ  80 มิลลิลิตร  ปรับ pH เปน 8.8  
ดวย  สารละลาย  HCl  ความเขมขน 6 N แลวปรับปริมาตรใหเปน 150 มิลลิลิตร  เก็บไวที่อุณหภูม ิ
4 องศาเซลเซียส 
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3. 0.5 M Tris-HCL, pH 6.8 
 

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

 
4. 10% SDS 
 

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

 
5. Sample buffer 
 

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

6. 5X electrode (Running) buffer, pH 8.3 
 

ช่ัง Tris base  9  กรัม  Glycine  43.2  กรัม  และ  SDS  3 กรัม  ปรับปริมาตรเปน 600 
มิลลิลิตรดวยน้ําปราศจากออิอน  เก็บที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  เมื่อนํามาใหใชทําการเจือจาง
สารละลาย 5X electrode (Running) buffer ปริมาตร 60 มิลลิลิตร  ดวยน้าํปราศจากอิออน 240 
มิลลิลิตร  
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7. Staining solution 
เติม Coomassie brilliant blue R-250 1 กรัม ใน fixing solution (มีสวนผสมของ methanol 

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

8. Destaining solution 
 

เตรียมโดยเติม  methanol 100 มิลลิลิตร  ในน้ํากลั่น  825  มิลลิลิตร  แลวจึงเติม กรดอะซิติก  
(Glacial) 
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ภาคผนวก ค 
กราฟแสดงอณุหภูมิในการเสียสภาพของคอลลาเจน 
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   ภาพผนวกที่ ค1  กราฟแสดงอุณหภูมิในการเสียสภาพของคอลลาเจนที่สกัดจากหนงัปลาสดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
   หมายเหตุ    To (onset temperature)   คือ  อุณหภูมิเริ่มตนที่มีการดูดกลืนความรอนในการเสียสภาพ   

Tp (peak maximum temperature)  คือ  อุณหภูมิที่มกีารดดูกลืนความรอนมากที่สุด 
Tr  (recovery temperature)  คือ  อุณหภูมิสุดทายในการดดูกลืนความรอน  

I 

Tp 
To Tr 

I I 
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ภาพผนวกที่  ค2  กราฟแสดงอุณหภูมิในการเสียสภาพของคอลลาเจนที่สกัดจากหนงัปลาสดที่อุณหภูม ิ10 องศาเซลเซียส 
 

    หมายเหตุ    To (onset temperature)   คือ  อุณหภูมิเริ่มตนที่มีการดูดกลืนความรอนในการเสียสภาพ   
Tp (peak maximum temperature)  คือ  อุณหภูมิที่มกีารดดูกลืนความรอนมากที่สุด 
Tr  (recovery temperature)  คือ  อุณหภูมิสุดทายในการดดูกลืนความรอน  

 

Tp 
To Tr 

I 
I 

I 
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ภาพผนวกที่  ค3  กราฟแสดงอุณหภูมิในการเสียสภาพของคอลลาเจนจากหนังววั 
 

    หมายเหตุ To (onset temperature)   คือ  อุณหภูมิเริ่มตนที่มีการดูดกลืนความรอนในการเสียสภาพ   
Tp (peak maximum temperature)  คือ  อุณหภูมิที่มกีารดดูกลืนความรอนมากที่สุด 
Tr  (recovery temperature)  คือ  อุณหภูมิสุดทายในการดดูกลืนความรอน  

 
 
 

Tp To 
Tr 

I I I 
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ภาพผนวกที่  ค 4  กราฟแสดงอุณหภูมิในการเสียสภาพของคอลลาเจนที่สกัดโดย Noitup (2004) 
 

    หมายเหตุ To (onset temperature)   คือ  อุณหภูมิเริ่มตนที่มีการดูดกลืนความรอนในการเสียสภาพ   
Tp (peak maximum temperature)  คือ  อุณหภูมิที่มกีารดดูกลืนความรอนมากที่สุด 
Tr  (recovery temperature)  คือ  อุณหภูมิสุดทายในการดดูกลืนความรอน  

Tp 
To Tr 

I I I 
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ภาคผนวก ง  
คาการดูดกลืนแสงในการศกึษาอัตราเร็วในการจับตัวกันของคอลลาเจน 
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ตารางผนวกที่ ง1   คาการดูดกลืนแสงในการศึกษาอัตราเรว็ในการจับตวักันของคอลลาเจนที่สกัดที่อุณหภูมิตาง ๆ 

 

เวลาในการปลอยใหจับตัวกนั  (นาที) อุณหภูมิในการสกัด 
(องศาเซลเซียส) 0 15 30 45 60 75 90 120 180 240 300 

4 0.000 0.002 0.015 0.028 0.070 0.130 0.168 0.290 0.328 0.346 0.471 

10 0.000 0.020 0.049 0.092 0.234 0.313 0.377 0.414 0.440 0.504 - 

20 0.000 0.000 0.003 0.001 0.003 0.008 0.009 0.007 0.009 0.008 0.008 

28 0.000 0.001 0.003 0.001 0.002 0.001 0.002 0.001 0.002 0.002 0.001 
 

75 



 

 

ประวัติการศึกษา และการทํางาน 

 
ช่ือ –นามสกุล นางสาวนันทพร  อัคนิจ 
วัน เดือน ป ที่เกิด 15  สิงหาคม  2524 
สถานที่เกิด  จังหวดัอุดรธานี 
ประวัติการศึกษา ระดับปริญญาตรี  ภาควิชาเทคโนโลยีอาหาร   

คณะเทคโนโลยี  มหาวิทยาลัยขอนแกน 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  รองชนะเลิศอันดับ 1 การแขงขันตอบปญหาวิชาการ  ดาน

วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีทางอาหาร “FoSTAT - 

Nesle′ Quiz Bowl 2003” 
ทุนการศึกษาที่ไดรับ ทุนสนับสนุนงานวิจยัระดับบัณทิตศึกษา  เพื่อการตีพิมพ

ในวารสารระดับชาติและนานาชาติ  จากบณัฑิตวิทยาลัย 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  ประจําปงบประมาณ 2548 
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