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เทพฤทธ์ิ วงศ์ภาคํา : การสกัดคอลลาเจนจากเอ็นร้อยหวายสุกรเพื่อใช้ในการเตรียมฟิล์ม
คอลลาเจนผสมไฟโบรอินไหมไทย (EXTRACTION OF COLLAGEN FROM PORCINE 
ACHILLES TENDON FOR PREPARATION OF COLLAGEN/THAI SILK FIBROIN 
BLENDED FILMS) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร.โศรดา กนกพานนท์, อ.ที่ปรึกษา
วิทยานิพนธ์ร่วม: ศ. ดร.สุทธิลักษณ์ ปทุมราช{, 171 หน้า. 

การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อสกัดคอลลาเจนจากเอ็นร้อยหวายสุกร  ศึกษาสมบัติของ
คอลลาเจนและศักยภาพในการนําไปใช้ร่วมกับไฟโบรอินไหมไทย คอลลาเจนจากเอ็นร้อยหวายสุกรที่
สกัดด้วยกรดอะซิติก ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ต่อด้วยสารละลายเอนไซม์เปปซินที่สภาวะต่างๆ คือ 
อุณหภูมิ (4 และ 25 องศาเซลเซียส) เวลา (24 และ 48 ช่ัวโมง) และอัตราส่วนเอนไซม์ต่อคอลลาเจน 
(1/10, 1/30, และ 1/50 โดยน้ําหนัก) เพื่อกําจัดส่วนเทโลเปปไทด์ซึง่อาจทําให้เกิดการแพ้เมือ่นําไปใช้ 
คอลลาเจนที่สกัดด้วยกรด (ASC) และสกัดต่อด้วยสารละลายเปปซิน (PSC) มีร้อยละผลได้เท่ากับ 
76.43±0.69 และ 74.07±2.80 ตามลําดับ การศึกษาค่าศักย์เซต้าของ ASC และ PSC เพื่อประมาณ
ค่าจุดไอโซอิเล็กทริก พบว่ามีค่าประมาณ 5.61±0.02 และ 7.15±0.03 ตามลําดับ การวิเคราะห์
ปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโน, น้ําหนักโมเลกุลด้วยเทคนิค SDS-PAGE และโครงสร้างทาง
เคมีด้วยเทคนิค FTIR พบว่า PSC เป็นคอลลาเจนชนิดที่ 1 โดยดูจากการวิเคราะห์น้ําหนักโมเลกุลด้วย

เทคนิค SDS-PAGE แถบโปรตีนของคอลลาเจนนั้นปรากฏแถบของสาย α1, α2, β และ γ ที่มี
น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 127, 110, 230, และ 300 กิโลดาลตัน ตามลําดับ การวิเคราะห์โครงสร้าง
ทางเคมีของคอลลาเจนด้วยเทคนิค FTIR พบว่าคอลลาเจนมีโครงสร้างเป็นเกลียวสามสายที่มีความ
คล้ายคลึงกับคอลลาเจนทางการค้า การวิเคราะห์สมบัติทางความร้อนของ ASC และ PSC ด้วย
เทคนิค Thermogravimetric Analysis พบว่ามีอุณหภูมิในการเสียสภาพที่ 75.33 และ 72.50 องศา
เซลเซียส ตามลําดับ อย่างไรก็ตามผลการวิเคราะห์อุณหภูมิในการเสียสภาพด้วยเทคนิค Differential 
Scanning Calorimeter พบที่ 92.63 และ 97.50 องศาเซลเซียส ตามลําดับ การเตรียมสารละลาย
ไฟโบรอินไหมจากไหมไทยพนัธ์ุเหลอืงไพโรจน์โดยสกดัด้วยสารละลายลิเธียมโบรไมด์ แล้วนํามาเตรียม
เป็นฟิล์มผสมคอลลาเจน/ไฟโบรอินไหมที่อัตราส่วน 99/1, 95/5, 90/10 และ 80/20 โดยน้ําหนัก 
พบค่ามุมสัมผัสของน้ําบนฟิลม์คอลลาเจน (PSC) สูงกว่าฟิล์มคอลลาเจน/ไฟโบรอินไหมและฟิล์มไฟโบ
รอินไหมบ่งบอกว่าฟิล์มคอลลาเจนมีความไม่ชอบน้ํามากกว่า 
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This study aimed to extract collagen from porcine Achilles tendon and to 
evaluate its physicochemical properties and its potential to use with Thai silk fibroin. 
Acid soluble collagen (ASC) was extracted from porcine Achilles tendon using 1 M 
acetic acid. ASC was then extracted in gastric proteinase pepsin solution at different 

temperatures (4 and 25◦C), times (24 and 48h) and enzyme/collagen weight ratio 
(1/10, 1/30 and 1/50) to telopeptides, yielded pepsin-treated ASC (PSC). Yields of ASC 
and PSC extracted were at 76.43±0.69% and 74.07±2.80 (wt), respectively. The 
isoelectric points of ASC and PSC were estimated at 5.61±0.02 and 7.15±0.03 
respectively using zeta potential measurement. Amino acid composition, SDS-PAGE, 
and Fourier transform infrared spectrometry (FTIR) analysis confirmed that PSC were 

mainly composed of type I collagen. SDS-PAGE analysis revealed the presence of α1 

and α2 chain as well as β and γ chain of collagen type I at Mw of 127, 110, 230, 
and 300 kDa, respectively. Further analysis with FTIR confirmed the presence of triple 
helix structure of collagen type I, similar to commercially available collagen. The 
denaturation temperatures of ASC and PSC were 75.33 and 72.50 °C, respectively, 
using Thermogravimetric Analysis. However the denaturation temperature evaluated 
from Differential Scanning Calorimeter of ASC and PSC were found at 92.63 and 97.50 
°C, respectively. The extracted Thai silk fibroin (SF, Lueangpiroj) solution was 
prepared using LiBr. Collagen/silk fibroin (C/SF) films were prepared at the ratio of 
99/1, 95/5, 90/10 and 80/20 (wt). Water contact angle on C films were higher those 
of C/SF films and SF films indicating higher hydrophobicity of films. 
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บทที่ 1 
บทน า 

1.1 ท่ีมาของงานวิจัย 

คอลลาเจน (Collagen) มีรากศัพท์มาจากภาษากรีกจากคําว่า “Kolla” ที่แปลว่า กาว ใน

อดีตมีการทํากาวโดยการนําหนังและเอ็นม้ามาเค่ียวจนกลายเป็นกาว ตามหลักฐานที่พบมีการใช้งาน

กาวลักษณะนี้มากว่า 8,000 ปีแล้ว โดยใช้เป็นส่วนประกอบในการผลิตเชือกและตะกร้าสานเพื่อให้มี

ความแข็งแรง และมีการใช้งานภายในครัวเรือนทั่วไป หนังและเอ็นนั้นองค์ปร ะกอบส่วนใหญ่เป็น

คอลลาเจน ซึ่งเป็นโปรตีนที่พบมากที่สุดในสัตว์ที่มีกระดูกสันหลัง พบมากกว่าหนึ่งในสามโดยน้ําหนัก

ของเนื้อเยื่อโปรตีนในร่างกาย เป็นองค์ประกอบหลักในเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (Connective tissue) ซึ่ง

เป็นเมทริกซ์นอกเซลล์ (Extracellular matrix, ECM) ที่จัดเรียงตัวเป็นโปรตีนเส้นใยไม่ละลายน้ําทํา

หน้าที่เป็นโปรตีนโครงแบบให้เซลล์ยึดเกาะเกิดเป็นรูปร่างของเนื้อเยื่อข้ึนมา นอกจากนี้ยังให้ความ

แข็งแรงแก่เนื้อเยื่อเกี่ยวพันต่างๆ โดยเฉพาะอย่างยิ่งใน เส้นเอ็น กระดูก กระดูกอ่อน ฟัน ผนังหลอด

เลือดและผิวหนัง คอลลาเจนไม่ได้มีรูปร่างเป็นเส้นใยเท่านั้น ยังมีรูปร่างลักษณะอื่น ได้แก่ เยื่อแผ่น

บางๆที่อยู่นอกเซลล์ (Basement membrane) แผ่นตาข่ายร่างแหของเส้นใยฝอยที่เกาะกันหลวมๆ 

ซึ่งทําหน้าที่แตกต่างกันไป คอลลาเจนเป็นชีววัสดุที่มีศักยภาพสําหรับงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อมากที่สุด 

เนื่องจากมีคุณสมบัติความเข้ากันได้ทางชีวภาพ (Biocompatibility) การย่อยสลายที่ดีทางชีวภาพ 

(Biodegradation) มีความเป็นสิ่งแปลกปลอมต่ํา มีการแพ้ต่ํา ไม่เป็นพิษ จึงมีการนําคอลลาเจนมาใช้

ประโยชน์กันอย่างกว้างขวางทางด้านการแพทย์และทางเภสัชกรรม เช่น ไหมเย็บแผล ผ้าปิดแผล 

ผิวหนังเทียม เพื่อรักษาแผลสด ศัลยกรรมตกแต่งผิวหนัง วุ้นในดวงตา สารช่วยสมานบาดแผล 

แคปซูลยา เป็นต้น (Friess, W. 1998)การนํามาฉีดบริเวณผิวหนังที่ต้องการ โดยเฉพาะบริเวณหางตา 

ร่องแก้ม หน้าผาก เพื่อเติมให้ผิวหนังบริเวณดังกล่าวเต็มและเต่งตึงโดยทันที นอกจากนี้ยังเป็น

ส่วนประกอบในเครื่องสําอางบํารุงผิว เพื่อเป็นการกระตุ้นการสร้างคอลลาเจนในช้ันผิวหนังตาม

ธรรมชาติ ปจัจุบัน (Parenteau-Bareil, R. และคณะ 2010) ค้นพบว่าคอลลาเจนมปีระมาณ 29 ชนิด 

โดยคอลลาเจน ชนิดที่ 1 พบมากที่สุด มีบทบาทสําคัญในการเจริญเติบโตและเมตาบอลิซึมของเซลล์

ในเนื้อเยื่อใหม่  คอลลาเจนชนิดนี้พบมากในเอ็นและผิวหนัง จากการวิเคราะห์ปริมาณและ

องค์ประกอบของกรดอะมิโนในกระดูก เอ็นและหนังของสตัว์ชนิดต่างๆ เมื่อเปรียบเทยีบกับเอน็มนุษย์
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แล้วพบว่าในเอ็นมนุษยม์ีปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนใกล้เคียงกับสุกรมาก (Eastoe, J. 

E. 1955) การผลิตในระดับอุตสาหกรรมจะนําหนัง กระดูก และเอ็นสุกร ไปสกัดคอลลาเจน โดยเอ็น

และกระดูกนั้นมีความเสี่ยงจากการติดเช้ือเนื่องจากกระบวนการฆ่าน้อยกว่าผิวหนัง นอกจากนี้การ

สกัดคอลลาเจนจากกระดูกมีข้ันตอนที่ยุ่งยากกว่าการสกัดจากเอ็น เอ็นจากสุกรจึงเป็นแหล่งวัตถุดิบ

น่าสนใจในการนํามาสกัดคอลลาเจนเนื่องจากหาได้ง่ายและต้นทุนในการผลิตตํ่า และมีศักยภาพที่จะ

นํามาสกัดและผลิตในระดับอุตสาหกรรม ในประเทศไทยการผลิตคอลลาเจนเพื่อนําไปใช้งานด้าน

การแพทย์ยังไม่มีการผลติในระดับอุตสาหกรรม จําเปน็ต้องพึ่งพาการนําเข้าจากต่างประเทศด้วยราคา

ที่ค่อนข้างสูงอีกด้วย 

 การสกัดคอลลาเจนสามารถทําได้หลายวิธีโดยทั่วไปแล้วจะเริ่มต้นจากการล้างทําความ

สะอาดวัตถุดิบแล้วจึงทําให้คอลลาเจนที่มีอยู่ละลายออกมาโดยใช้กรด เช่น กรดอะซิติก ความเข้มข้น 

0.5-1 โมลาร์หรือการใช้กรดร่วมกบัเอนไซม์ ซึ่งส่วนใหญ่จะใช้เอนไซม์เปปซินเนื่องจากสามารถทํางาน

ได้ที่พีเอช (pH) ต่ํา (พีเอช 2-3) และมีความจําเพาะในการตัดส่วนเทโลเปปไทด์ซึ่งบริเวณดังกล่าวเป็น

ส่วนที่ทําให้เกิดการแพ้เมือ่นําไปใช้ประโยชน์ทางการแพทย์ การสกัดโดยใช้กรดร่วมกับเอนไซม์เปปซิน

ทําให้ได้คอลลาเจนที่มีขนาดโมเลกุลเล็กกว่าการสกัดโดยใช้กรดเพียงอย่างเดียวจากนั้นจึงนําไป

ตกตะกอนเพื่อแยกคอลลาเจนออกมา (Friess, W. 1998) 

คอลลาเจนมีศักยภาพในการสง่เสริมให้เซลล์ยึดเกาะและเจริญเติบโต แต่ยังมีข้อจํากัดในด้าน

คุณสมบัติเชิงกลต่ําและมีอัตราการย่อยสลายทางชีวภาพที่เร็ว จึงจําเป็นต้องปรับปรุงโดยการใช้งาน

ร่วมกับชีววัสดุอื่นๆ เพื่อช่วยคุณสมบัติทางกลที่ดีและการย่อยสลายทางชีวภาพที่ช้าลง ตัวเลือกที่

น่าสนใจนําไปใช้งานคือไฟโบรอินจากรังไหมไทย Jetbumpenkul, P. และคณะ (2012) ได้ศึกษาการ

ย่อยสลายทางชีวภาพภายนอกร่างกายของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยผสมเจลาตินที่ไม่ได้ผ่าน

กระบวนการเช่ือมขวาง ในสภาวะที่มีเอนไซม์คอลลาจีเนส ความเข้มข้น 1 หน่วยต่อมิลลิลิตร พบว่าที่

ร้อยละน้ําหนักคงเหลือเท่ากับ 50 โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหม/เจลาตินที่อัตราส่วน 40/60 สามารถ

ถูกย่อยสลายได้หมดภายในเวลา 15 นาที และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหม/เจลาตินอัตราส่วน 

60/40 สามารถถูกย่อยสลายได้ภายในเวลาประมาณ 8 ช่ัวโมง ซึ่งแสดงให้เห็นว่าไฟโบรอินไหมจึงเป็น

ชีววัสดุที่ช่วยชะลอการย่อยสลายให้ช้าลง 

ไหมเป็นเส้นใยโปรตีนธรรมชาติที่ประกอบด้วยโปรตีนหลัก 2 ชนิด คือ ไฟโบรอิน (Fibroin) 

ในเส้นใยและเซริซิน (Sericin) ในกาวไหม ไฟโบรอินเป็นองค์ประกอบหลักในโปรตีนไหม โดยมีการ
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นําไปใช้ประโยชน์ในหลายๆ ด้านนอกเหนือจากการนําไปใช้ในอุตสาหกรรมทอผ้าหรือใช้เป็นไหมเย็บ

แผลทางการแพทย์ ทั้งนี้เนื่องจากคุณสมบัติและองค์ประกอบทางเคมีที่พบในไฟโบรอิน เช่น ความ

ต้านทานต่อแรงดึงสูง คุณสมบัติความเข้ากันได้ทางชีวภาพ การย่อยสลายทางชีวภาพที่ดี มีความเป็น

สิ่งแปลกปลอมต่ํา มีการแพ้ต่ํา ไม่เป็นพิษ และมีอัตราการย่อยสลายทางชีวภาพที่ต้องใช้เวลานาน 

(Kaewprasit, K. และคณะ 2014) การนําไปใช้เป็นผงไหมไฟโบรอิน แล้วจึงนําไปใช้ประโยชน์ในด้าน

ต่างๆ เช่น การนําไปใช้ในเครื่องสําอางหลายประเภท หรือการนําไปใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร 

นอกจากนี้ไฟโบรอินที่ผ่านกระบวนการทําเป็นสารละลายหรือทําให้อยู่ในรูปสารไฟโบรอินที่มีความ

บริสุทธ์ิสูง มีงานวิจัยเสนอให้ใช้งานวัสดุทางการแพทย์ เช่น หลอดเลือดเทียม ผิวหนังเทียม คอนแทค

เลนส์ วัสดปุลูกถ่ายกระดูก (Bone graft) กระดูกเทียม วัสดุควบคุมการกระจายตัวของยา หรือการใช้

เป็นเอนไซม์ตรึงรูป (Immobilized enzyme) ในงานด้านไบโอเซนเซอร์และงานด้านอุตสาหกรรม

อาหาร เป็นต้น (Kundu, B. และคณะ 2013) 

 จากคุณสมบัติที่ดีของคอลลาเจนและไฟโบรอนิดังกลา่วข้างต้น งานวิจัยน้ีจึงมีจุดมุ่งหมายเพื่อ

สกัดคอลลาเจนจากเอ็นรอ้ยหวายสุกรด้วยกรดรว่มกับเอนไซม์เพื่อกําจดัเทโลเปปไทด์ ซึ่งเป็นส่วนที่ทาํ

ให้เกิดการแพ้ ศึกษาสมบัติด้านเคมี ชีวภาพ และกายภาพและการใช้งานทางด้านการแพทย์ โดยการ

ใช้งานร่วมกับไฟโบรอินไหมไทย เพื่อผลิตโครงเลี้ยงเซลล์แบบฟิล์มนํามาทดสอบความเข้ากันได้ทาง

ชีวภาพกับเซลล์เนื้อเยื่อผิวหนังของหนู (L929) ในระดับห้องปฏิบัติการ 

 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

เพื่อหาสภาวะในการสกัดคอลลาเจนจากเอ็นร้อยหวายสุกรและใช้ในการเตรียมฟิล์มคอลลาเจนผสม

ไฟโบรอินไหมไทย 

 

1.3 ขอบเขตงานวิจัย 

1.3.1 สกัดคอลลาเจนจากเอ็นร้อยหวายสุกรด้วยกรดอะซิติก ในอัตราส่วนเอ็นต่อกรดเป็น 1:50 โดย

น้ําหนักเปียกต่อปริมาตร ที่พีเอช 1.56 อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24, 48, และ 72 ช่ัวโมง 

แล้วนําคอลลาเจนที่ได้ไปทรีทด้วยเปปซินในสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ที่อัตราส่วนเอนไซม์เปปซิน
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ต่อคอลลาเจนเท่ากับ 1:10, 1:30, และ 1:50 โดยน้ําหนัก (w/w) ที่พีเอช 1.18 อุณหภูมิ 4 และ 25 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง ศึกษาสมบัติดังต่อไปนี้ 

 - ร้อยละผลได้ (Yield) 

 - น้ําหนักโมเลกุลของคอลลาเจนด้วยเทคนิค Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide 

Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) 

 - ปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโน ด้วยเครื่อง High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) 

 - ความหนืดในตัว (Intrinsic viscosity) ของสารละลายคอลลาเจนในกรดอะซิติก ความ

เข้มข้น 0.1 โมลาร์ ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส โดยใช้เครื่องวัดความหนืด ชนิด Ubbelohde 

 - ปริมาณโปรตีน ด้วยวิธี Lowry 

 - การเกิดเจลที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พีเอช 7.4 

 - ค่าศักย์เซต้า (Zeta Potential) ที่พีเอชในช่วง 5-8 

- การวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชัน (FTIR) 

- การวิเคราะห์ด้วยเทคนิคเชิงความร้อน (DSC และ TGA) 

 

1.3.2 เตรียมสารละลายไฟโบรอินจากไหม (Bombyx mori) โดยใช้ไหมไทยลูกผสมพันธ์ุเหลือง

ไพโรจน ์นํามากําจัดกาวไหม (Silk glue) ด้วยการต้มในสารละลายโซเดียมคารบ์อเนต (Na2CO3) และ

สกัดด้วยสารละลายลิเธียมโบรไมด์ (LiBr) ศึกษาสมบัติดังต่อไปนี้ 

 - ปริมาณไฟโบรอินหลังการกําจัดกาวไหม 

 - ปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโน ด้วยเครื่อง High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) 

 - ค่าศักย์เซต้า (Zeta Potential) ที่พีเอชในช่วง 3-6 

- น้ําหนักโมเลกุล (molecular weight) ของไฟโบรอิน ด้วยวิธี gel permeation 

chromatography (GPC) และเทคนิค Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis (SDS-PAGE) 

- การวิเคราะหห์มู่ฟงัก์ชัน (FTIR) 
- การวิเคราะห์ด้วยเทคนิคเชิงความร้อน (DSC และ TGA) 
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1.3.3 ศึกษาสมบัติของสารละลายผสมของคอลลาเจน (C) และไฟโบรอินไหมไทย (SF) อัตราส่วน 

99:1, 95:5, 90:10, และ 80:20 

 - ค่าศักย์เซต้า (Zeta Potential) ที่พีเอชในช่วง 3-9 

 - ความหนืด ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
 - พีเอช 
 - การเกิดเจล ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 

1.3.4 ผลิตฟิล์มคอลลาเจนและไฟโบรอินไหมไทย อัตราส่วน 99:1, 95:5, 90:10, และ 80:20 โดย

การทําแห้งด้วยอากาศ (Air dry) ศึกษาสมบัติดังนี้ 

- ค่ามุมสัมผัส (Contact angle) ของน้ํา 

- การวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันด้วยเทคนิคฟูเรยีร์ทรานสฟ์อรม์อินฟราเรดสเปคโตรสโคป ี(Fourier 

Transform Infrared Spectroscopy, FTIR) ด้วยโหมด Attenuated Total Reflection (ATR) 

 

1.3.5 ทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพกับเซลล์ โดยทดสอบการยึดเกาะ (Attachment) และอัตรา

การเจริญเติบโตจําเพาะ (µ) ของเซลล์เนื้อเยื่อผิวหนังของหนู (L929) บนโครงเลี้ยงเซลล์แบบฟิล์มใน

ระดับห้องปฏิบัติการ 

 

 



 

 

บทที่ 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

2.1 วิศวกรรมเนื้อเยื่อ (Tissue engineering) และชีววัสดุ (Biomaterial) 

วิศวกรรมเนื้อเยื่อ (Tissue engineering) เป็นการศึกษาทางวิทยาศาสตร์สหสาขาแขนงใหม่ 

โดยอาศัยความรู้ความก้าวหน้าอันทันสมัยทางชีววิทยาระดับเซลล์ อณูชีววิทยา เคมี ฟิสิกส์ วัสดุ

ศาสตร์ วิศวกรรมศาสตร์ และแพทยศาสตร์ ซึ่งทําการศึกษาวิจัยเพื่อสร้างเนื้อเยื่อและอวัยวะใหม่

ทดแทนและ/หรือส่งเสริมฟื้นฟูเนื้อเยื่อและอวัยวะเดิมของผู้ป่วย (Honsawek, S. และคณะ 2007) 

แต่การเข้าถึงผู้ป่วยยังมีช่องวิกฤต (Critical gap) ที่สําคัญระหว่างจํานวนที่เพิ่มข้ึนของผู้ป่วยที่รอคอย

การปลูกถ่ายอวัยวะและจํานวนที่จํากัดของการบริจาคอวัยวะ วิศวกรรมเนื้อเยื่อเป็นศาสตร์แขนงย่อย

ของเวชศาสตร์ฟื้นฟูสภาวะเสื่อมที่มุ่งเน้นแก้ปัญหาไปยังข้อจํากัดดังกล่าว โดยเป็นการฟื้นฟูและ

พัฒนาหน้าที่การทํางานของเนื้อเยื่อเพื่อตอบสนองความต้องการทางการแพทย์ในปัจจุบัน การพัฒนา

วิธีการรักษาสําหรับผู้ปว่ยที่มีความรุนแรงและเรื้อรังของโรค ซึ่งจะมีผลต่ออวัยวะสําคัญ เช่น หัวใจ ไต 

และตับ เพื่อให้ผู้ป่วยที่ยังคงรอคอยการปลูกถ่ายอวัยวะเป็นจํานวนมากได้รับประโยชน์อย่าง

กว้างขวางจากการนําเทคโนโลยีวิศวกรรมเนื้อเยื่อมาใช้ ดังตัวอย่างที่เห็นได้ชัด เช่น ผู้ป่วยโรคหัวใจ

ล้มเหลวที่มีกว่า 5 ล้านคนในสหรัฐอเมริกาเพียงประเทศเดียว ซึ่งอาจได้รับประโยชน์จากวิศวกรที่

ประสบความสําเร็จจากวิศวกรรมเนื้อเยื่อหัวใจ ในทํานองเดียวกันกับผู้ป่วยโรคเบาหวานที่มีกว่า 16 

ล้านคนในสหรัฐอเมริกาและกว่า 217 ล้านคนทั่วโลก โดยผู้ป่วยที่เป็นโรคเบาหวานประเภท 1 ต้อง

สูญเสียส่วนใหญ่หรือทั้งหมดของเซลล์ตับอ่อน (b cells) เนื่องจากการโจมตีของภูมิคุ้มกันและอาจจะ

ได้รับการรักษาโดยการปลูกถ่ายเซลล์ตับอ่อน (b cells or neo-islets) รายงานล่าสุดจากสถาบัน

วิทยาศาสตร์ด้านเซลล์ต้นกําเนิดและอนาคตของเวชศาสตร์ฟื้นฟูสภาวะเสื่อมแห่งชาติสหรัฐอเมริกา 

ได้ให้ความสําคัญกับผู้ป่วยที่ต้องได้รับการปลูกถ่ายอวัยวะจากอาการป่วยด้วยโรคต่างๆ เช่น โรค

กระดูกพรุน ( 10 ล้านคน) โรคสมองเสื่อมและโรคพารก์ินสนั (5.5 ล้านคนในแต่ละโรค) ผู้ป่วยที่มีแผล

ไหม้อย่างรุนแรง (0.3 ล้านคน) ผู้ป่วยที่ได้รับบาดเจ็บบริเวณไขสันหลัง (0.25 ล้านคน) และ ผู้มี

ข้อบกพร่องทางร่างกายตั้งแต่กําเนิด (0.15 ล้านคน) การปลูกถ่ายอวัยวะให้กับผู้ป่วยเหล่านี้คือ

เป้าหมายหลักของเวชศาสตร์ฟื้นฟูสภาวะเสื่อม (Furth, M. E. และคณะ 2014) 
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รูปท่ี 2.1 ข้ันตอนโดยทั่วไปของวิศวกรรมเนื้อเยื่อ 

(ที่มา :http://www.tau.ac.il/lifesci/departments/biotech/members/dvir/dvir.html) 

 

องค์ประกอบที่สําคัญในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อได้แก่ เซลล์ โครงเลี้ยงเซลล์และโปรตีนกระตุ้น

การเจริญเติบโตของเซลล์ ในส่วนของเซลล์ที่ ใ ช้ในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อได้มาจากผู้ป่วย  

(Autologous) ผู้บริจาคสายพันธ์ุ (Species) เดียวกัน (Allogenic) หรือ ผู้บริจาคสายพันธ์ุที่แตกต่าง

กัน (Xenogenic) เซลล์จากผู้ป่วยเป็นแหล่งเซลล์ที่ดีสําหรับการใช้งานในวิศวกรรมเนื้อเยื่อ  เพราะมี

การตอบสนองเกี่ยวกับแอนติเจนหรือปฏิกิริยาโต้ตอบของระบบภูมิคุ้มกันตํ่า รวมทั้งค่าใช้จ่ายต่ําและ

เป็นที่นิยมในทางคลินิก ในขณะที่เซลล์จากผู้บริจาคมีข้อดีกว่าเซลล์จากผู้ป่วยในด้านความสม่ําเสมอ

ของมาตรฐานในข้ันตอนการควบคุมคุณภาพและค่าใช้จ่าย เมื่อได้เซลล์แล้วจึงนําเพาะเลี้ยงในโครง

เลี้ยงเซลล์ (scaffolds) ที่ผลิตจากชีววัสดุที่มีลักษณะและสมบัติเหมาะสมต่อการชักนําให้เกิดการ

เจริญเติบโตของเซลล์ที่นํามาเพาะลงบนโครงเลี้ยงเซลล์  ได้แก่ ความสามารถในการเข้ากันได้ทาง

ชีวภาพกับร่างกาย ขนาดของรูพรุนที่เหมาะสม ความต่อเนื่องของรูพรุน ความแข็งแรงและ

ความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพที่เหมาะสมกับลักษณะการเกิดของเนื้อเยื่อใหม่ที่นํามาปลูก

ถ่ายเพื่อทดแทนเนื้อเยื่อเดิม  จากนั้นนํามาเพาะเลี้ยงในสภาพแวดล้อมที่ทําให้เซลล์สามารถ
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เจริญเติบโตใกล้เคียงธรรมชาติมากที่สุด ซึ่งปัจจัยสภาวะของสภาพแวดล้อมดังกล่าวมีอยู่หลายหลาก 

เช่น สารโปรตีนส่งสัญญาณกระตุ้นการเจริญเติบโตเปลี่ยนแปลงของเซลล์ (Growth factors) และ

การใช้เครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ (Bioreactor) ช่วยกระตุ้น เพื่อการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อในรูปแบบ

ต่างๆเป็นต้น แล้วนํามาปลูกถ่ายในผู้ป่วยเพื่อช่วยในการสร้างเนื้อเยื่อใหม่ขึ้นมาทดแทนเนื้อเยื่อด้ังเดิม 

(Honsawek, S. และคณะ 2007) ดังแสดงในรูปที่ 2.1 

ชีววัสดทุางการแพทย์ (Biomaterial) เป็นวัสดอุุปกรณ์เพื่อการนําไปใช้ในทางการแพทย์ โดย

การนําไปใช้กับร่างกายมนุษย์ ปัจจุบันเทคโนโลยีทางการแพทย์มีเจริญก้าวหน้าเป็นอย่างมาก 

นอกจากการรักษาโรคต่างๆ เพื่อการรักษาเยียวยาและการมีชีวิตที่ยืนยาวข้ึนแล้ว เทคโนโลยีทาง

การแพทย์ยังมีบทบาทช่วยสนับสนุนการดํารงชีวิตของมนุษย์ ดังตัวอย่างที่เห็นได้ชัด เช่น การปลูก

ถ่ายอวัยวะ การสร้างอวัยวะเทียม การปลูกถ่ายเนื้อเยื่อ รวมไปถึงอุปกรณ์และวัสดุต่างๆ ที่ใช้กับ

ร่างกาย เช่น เข็มฉีดยา วัสดุอุดฟัน วัสดุปิดแผลจากไฟไหม้หรือน้ําร้อนลวก ไหมเย็บแผล กระดูก

เทียม หลอดเลือดเทียมและท่อขยายหลอดเลือด เป็นต้น ทั้งนี้เพื่อตอบสนองความต้องการพื้นฐาน

ของมนุษย์ที่ต้องการมีชีวิตที่ยืนยาวและสามารถดํารงชีวิตได้เป็นปกติ ดังนั้นการศึกษาสมบัติทาง

กายภาพ เชิงกล ชีวภาพและเคมีของวัสดุ จึงเป็นสิ่งสําคัญ สําหรับนําความรู้ที่ได้ไปต่อยอดการวิจัย

และพัฒนาวัสดอุุปกรณ์หรือกระบวนการที่เหมาะสมกับการดํารงชีวิตของมนุษย์มากที่สุด และด้วย

วิวัฒนาการทางการแพทย์ที่เจริญก้าวหน้าไปอย่างรวดเร็ว ทําให้ปัจจุบันการปลูกถ่ายอวัยวะและการ

ปลูกถ่ายเนื้อเยื่อเป็นเรื่องปกติ แต่ปัญหาที่สําคัญและยังมีผลกระทบต่อการผ่าตัดและการเปลี่ยนถ่าย

อวัยวะคือ ความเข้ากันได้ทางชีวภาพของเนื้อเยื่อจากของผูป้่วยเองหรอืผูบ้รจิาคสายพนัธ์ุเดียวกันหรอื

ผู้บริจาคสายพันธ์ุที่แตกต่าง และข้อจํากัดของเนื้อเยื่อหรืออวัยวะที่นํามาปลูกถ่าย ด้วยเหตุนี้การ

พัฒนาเนื้อเยื่อสังเคราะห์หรือวัสดุอุปกรณ์สังเคราะห์ที่มี คุณสมบัติความเข้ากันได้ทางชีวภาพ จึงมี

บทบาทสําคัญและเป็นที่ต้องการอย่างมาก 

 

2.2 คอลลาเจน 

ทางเลือกของชีววัสดุสําหรับเวชศาสตร์ฟื้นฟูสภาวะเสื่อม (Regenerative medicine) ยังคง

เจริญก้าวหน้าอย่างรวดเร็วด้วยการค้นพบชีววัสดุใหม่ๆ ซึ่งมักมีการกล่าวอ้างว่าได้ผลดีกว่าชีววัสดุเดิม

ที่มีอยู่แล้ว ชีววัสดุส่วนใหญ่ที่เลือกใช้จะข้ึนอยู่กับการประยุกต์ใช้งาน แต่หลักๆแล้วจะถูกนําไปใช้งาน

เพื่อเป็นเมทริกซ์นอกเซลล์ (Extracellular matrix) เพื่อส่งเสริมการยึดเกาะของเซลล์ การ
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เจริญเติบโตเพิ่มจํานวนและการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ ส่วนประกอบหรือผลิตผลของเนื้อเยื่อพื้น 

รวมทั้ง ไกลโคสะมิโนไกลแคน (Glycosaminoglycans) ไกลโคโปรตีนนั้น พบว่าสามารถนํามาใช้

เพื่อให้เซลล์ยึดเกาะและเป็นโครงเลี้ยงเซลล์ได้ 

คอลลาเจนเป็นโปรตีนหลักที่พบในเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน พบมากในร่างกายของสัตว์ที่มีและไม่มี

กระดูกสันหลัง ซึ่งมีประมาณ 30% ของโปรตีนทั้งหมด โดยจะพบมากในผิวหนัง เอ็น กระดูก และ

กระดูกอ่อน โดยปริมาณคอลลาเจนจะแตกต่างกันไปข้ึนกับชนิดของเนื้อเยื่อและอายุของสัตว์ ส่วน

ลักษณะของคอลลาเจนโดยทัว่ไปคล้ายคลึงกันจะต่างกันเพียงเล็กน้อยในองค์ประกอบของกรดอะมิโน 

ซึ่งทําให้คุณสมบัติโดยทั่วไปของคอลลาเจนต่างกันไป ปัจจัยสําคัญที่พบว่ามีอิทธิพล คือ สายพันธ์ุและ

ชนิดของเนื้อเยื่อ 

คอลลาเจนมีมอนอเมอร์เป็นเกลียวฮีลิกซ์ น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 300 กิโลดาลตัน มีความ

ยาวประมาณ 2,800 อังสตรอมและมีเส้นผา่นศูนย์กลางประมาณ 14-15 อังสตรอม ประกอบด้วยสาย

พอลิเปปไทด์ 3 สาย แต่ละสายเรียกว่า สายแอลฟา (α-chain) และถูกสร้างข้ึนจากการรวมกันของ

สายโซ่พอลิเปปไทด์ (Polypeptide) 10 ชนิด คือ α1(I), α2(I), α1(II), α1(III), α1(V), α1(V), α3(V), 

α1(XI), α2(XI), และ α3(XI) แต่ละสายประกอบด้วยกรดอะมิโนมากกว่า 1,000 ตัวต่อกัน (Eyre, D. 

R. และคณะ 2008) โดยในเนื้อเยื่อของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมชนิดต่างๆ มีองค์ประกอบของกรดอะมิโน

โดยเฉลี่ย ดังแสดงในตารางที่ 2.1 โดยทั่วไปจะประกอบด้วย กรดอะมิโน ชนิดไกลซีน (Glycine, Gly) 

ประมาณ 1 ใน 3 ของกรดอะมิโนทั้งหมดในโมเลกุลคอลลาเจน และมีกรดอะมิโน ชนิดโพรลีน 

(Proline, Pro) ร้อยละ 12 และไฮดรอกซีโพรลีน (Hydroxyproline, Hyp) ร้อยละ 11 ซึ่งลักษณะ

การเรียงตัวของกรดอะมิโนจะมีลักษณะซ้ําๆ กันของ -Gly-X-Y- โดย X และ Y ส่วนใหญ่จะพบเป็น 

โพรลีนและไฮดรอกซีโพรลีนตามลําดับ แต่สามารถเป็นกรดอะมิโนชนิดอื่นได้เช่นกัน ยกเว้น ทริป

โตเฟน (Tryptophan, Trp) การสังเคราะห์ไฮดรอกซีโพรลีนในคอลลาเจนเกิดข้ึนหลังจากการ

สังเคราะห์สายพอลิเปปไทด์แล้ว โดยโพรลีนจะเกิดปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลช่ัน (Hydroxylation) ซึ่งถูก

เร่งโดยเอนไซม์โพรลีนไฮดรอกซีเลส (Proline hydroxylase) เกิดเป็นไฮดรอกซีโพรลีน และต้องการ

กรดแอสคอร์บิก (วิตามินซี) สําหรับการทํางานของเอนไซม์ การขาดวิตามินซีทําให้คอลลาเจนสร้าง

เส้นใยที่ไม่สมบูรณ์ ทําให้เกิดโรคลักปิดลักเปิด (Scurvy) ไฮดรอกซีไลซีนภายในคอลลาเจนมักอยู่ใน

รูปที่จับกับคาร์โบไฮเดรตด้วย เช่น กลูโคสและกาแลกโทส (Galactose) โดยมีจํานวนคาร์โบไฮเดรต
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ต่างกันไปตามชนิดเนื้อเยื่อ เช่น โทรโพคอลลาเจน ชนิดที่ 9 ซึ่งมีอยู่ในเลนส์ตา มีคาร์โบไฮเดรต

มากกว่าชนิดที่ 1 ที่มาจากเส้นเอ็นถึง 18 เท่า 

สายของพอลิเปปไทด์แต่ละสายจะวนเป็นเกลียวไปทางซ้าย (Left-hand helix) ด้วยพันธะ

ไฮโดรเจน ซึ่งแต่ละรอบเกลียวประกอบข้ึนด้วยกรดอะมิโน 3.3 ตัว และมีระยะห่างระหว่างเกลียว

เท่ากับ 0.87 นาโนเมตร ดังแสดงในรูปที่ 2.2 (ก) จากนั้นสายพอลิเปปไทด์ทั้ง 3 สาย พันรอบกันเป็น

เกลียววนขวา (Right-hand helix) โดยมีพันธะไฮโดรเจนเช่ือมระหว่างสายพอลิเปปไทด์แต่ละสาย 

เรียกสายเปปไทด์ที่บิดรวมกัน 3 สายนี้ว่า โทรโพคอลลาเจน (Tropocollagen) มีระยะห่างระหว่าง

เกลียวประมาณ 8.6 นาโนเมตร ความยาว 300 นาโนเมตร มีเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 1.5 นาโน

เมตร ดังแสดงในรูปที่ 2.2 (ข) นอกจากนี้ยังมีบริเวณที่ไม่บิดเป็นเกลียวเรียกบริเวณนี้ว่า เทโลเปปไทด์

โซน (Telopeptide zone) ดังแสดงในรูปที่ 2.2 (ค) โทรโพคอลลาเจนจะเรียงตัวขนานกันโดยมีแรง

แวนเดอร์วาลส์ (Vander Waals force) และไฮโดรโฟบิก (Hydrophobic) เช่ือมระหว่างโทรโพ

คอลลาเจน ทําให้เกิดลักษณะเป็นเสน้ใยของคอลลาเจน ดังแสดงในรูปที่ 2.2 (ง) โมเลกุลคอลลาเจนที่

เกิดข้ึนอาจรวมตัวกันได้คอลลาเจนไฟบริล (Collagen fibril) และคอลลาเจนไฟบริลรวมกันเป็น

คอลลาเจนไฟเบอร์ (Collagen fiber) (Friess, W. 1998) 

พอลิเปปไทด์ของคอลลาเจน ส่วนใหญ่เป็นเกลียวสามสาย ยกเว้นที่ปลายแต่ละด้านของ

เกลียวจะมีความแตกต่างจากโครงสร้างแอลฟาฮีลิกซ์ (α-helical structure) ซึ่งโครงสร้างแอลฟาฮี

ลิกซ์นี้มีความเสถียรภาพอยู่ได้ เนื่องจากหมู่ โซ่ข้างของโพรลีน ซึ่ ง เป็นวงแหวนไพร์โรลิดีน 

(Pyrrolidine) ที่มีขนาดใหญ่ ผลักให้ออกจากกัน นอกจากนี้ยังมีพันธะไฮโดรเจนเกิดข้ึนมาระหว่างพอ

ลิเปปไทด์ทั้ง 3 สาย โดยมีหมู่ N-H ของไกลซีนเป็นตัวให้ไฮโดรเจนและหมู่ C=O บนอีกสายหนึ่งเป็น

ตัวรับไฮโดรเจน ทิศของพันธะไฮโดรเจนตั้งฉากกับแนวยาวของสายโทรโพคอลลาเจน นอกจากนี้

หมู่ไฮดรอกซิลของไฮดรอกซีโพรลีนยังมีปฏิสัมพันธ์กับโมเลกุลของน้ําที่อยู่ล้อมรอบ ซึ่งช่วยเสริม ให้

โครงสร้างนี้มีเสถียรภาพมากข้ึน (Lee, C. H. และคณะ 2001) เนื่องจากคอลลาเจนอุดมไปด้วยไฮดร

อกซีโพรลีน (Hydroxyproline, Hyp) และโพรลีน (Proline, Pro) ซึ่งเป็นตัวที่เข้าไปสอดแทรกใน

โครงสร้างแอลฟาฮีลิกซ์ โมเลกุลของคอลลาเจนจะเช่ือมต่อกันแบบหัวต่อหาง (End to end) และ

สร้างเป็นเส้นใยคอลลาเจน เส้นใยคอลลาเจนบางที่จัดเรียงตัวแบบขนานกัน เพื่อเพิ่มความแข็งแรงให้

มากข้ึน เช่น ในเอ็น หรืออาจมีกิ่งมากและจัดเรียงตัวไม่เป็นระเบียบ เช่น ในหนัง และจากการที่

คอลลาเจนเป็นโปรตีนชนิดเดียวที่อุดมไปด้วยไฮดรอกซีโพรลีน ซึ่งมีมากถึงประมาณร้อยละ 10 ของ
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คอลลาเจนในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม และไฮดรอกซีโพรลีนเองจะพบในโปรตีนชนิดอื่นๆปริมาณน้อย 

(Lee, C. H. และคณะ 2001) 

 

ตารางท่ี 2.1 ร้อยละองค์ประกอบของกรดอะมิโนเฉลี่ยในคอลลาเจนที่พบในเนื้อเยือ่ของสัตว์เลี้ยงลกู
ด้วยนมชนิดต่างๆ (Eastoe, J. E. 1955, Lin, Y. K. และคณะ 2006) 

ชนิดของกรดอะมิโน 
กร

ะด
ูกว

ัว 

หน
ังว

ัว 

หน
ังส

ุกร
 

เอ
็นส

ุกร
 

กร
ะด

ูก

มน
ุษย์

 

เอ
็นม

นุษ
ย์ 

เอ
็น

ปล
าว

าฬ
 

กรดอะมิโนที่ไม่มีขั้ว 

Alanine, Ala 8.88 14.51 15.17 11.31 9.23 11.05 9.10 

Glycine, Gly 21.39 40.75 39.22 33.13 21.86 32.30 21.85 

Valine, Val 2.24 1.20 2.04 2.02 2.52 2.53 2.47 

Leucine, Leu 3.32 3.67 4.23 2.32 3.05 2.60 3.14 

Isoleucine, Ile 1.46 2.65 2.75 0.61 1.59 1.11 1.06 

Methionine, Met 0.67 1.20 1.01 1.03 0.71 0.57 0.89 

Proline, Pro 12.43 4.93 5.14 12.62 12.96 12.62 12.50 

Hydroxyproline, Hyp 11.92 13.31 12.39 10.30 11.95 9.19 11.05 

Phenylalanine, Phe 2.43 1.16 1.33 1.211 2.11 1.41 2.41 

กรดอะมิโนที่มีขั้วแต่ไม่มีประจุ 

Serine, Ser 3.58 0.24 0.20 3.43 3.44 3.68 3.72 

Threonine, Thr 2.13 1.08 1.19 1.72 1.99 1.84 2.18 

Tyrosine, Tyr 0.47 0.27 0.42 0.30 0.73 0.36 0.66 

Cysteine, Cys น้อยมาก 0.24 0.31 น้อยมาก น้อยมาก น้อยมาก น้อยมาก 

กรดอะมิโนที่มีขั้วและมีประจุบวก 

Lysine, Lys 4.42 5.46 6.29 2.4 4.25 3.04 4.45 

Arginine, Arg 7.77 2.58 2.66 4.85 7.45 4.89 8.08 

Histidine, His 0.81 1.00 1.27 0.51 0.81 0.54 0.71 

กรดอะมิโนที่มีขั้วและมีประจุลบ 

Aspartate, Asp 6.00 3.99 3.42 4.65 5.68 4.83 5.95 

Glutamate, Glu 10.06 1.82 0.98 7.57 9.66 7.44 9.78 
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จากตารางที่ 2.1 แสดงร้อยละองค์ประกอบของกรดอะมิโนเฉลี่ยในคอลลาเจนที่พบใน

เนื้อเยื่อของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมชนิดต่างๆ พบว่า โมเลกุลของคอลลาเจนประกอบด้วยกรดอะมิโนที่มี

ความไม่ชอบน้ําประมาณร้อยละ 70 และ กรดอะมิโนที่มีความชอบน้ําประมาณร้อยละ 30 และ

คอลลาเจนในเอ็นและกระดูกมีกรดอะมิโนที่มีประจุเป็นลบมากกว่ากรดอะมิโนที่มีประจุบวก ส่วน

คอลลาเจนในหนังมีกรดอะมิโนที่มีประจุเป็นบวกมากกว่ากรดอะมิโนที่มีประจุลบ 

ไกลซีนที่พบบนสายพอลิเปปไทด์ในทุกๆ ตําแหน่งที่สามนั้นเป็นปัจจัยพื้นฐานของการเกิด

เกลียวสามสาย เนื่องจากด้านในของเกลียวโทรโพคอลลาเจนเบียดเสียดมาก มีช่องว่างพอให้เฉพาะ

หมู่โซ่ข้างของไกลซีน ซึ่งมีขนาดเล็กที่สุดเท่านั้น กรดอะมิโนตัวอื่นๆหันหมู่โซ่ข้างที่มีขนาดใหญ่ออกไป

อยู่ด้านนอกของเกลียวโทรโพคอลลาเจน จึงเห็นได้ว่า ไกลซีนเป็นกรดอะมิโนที่มีขนาดเล็กที่สุดแต่

ขนาดที่เล็กนี้มีประโยชน์ต่อโครงสร้างของโปรตีนเช่นกัน ลักษณะเช่นนี้ก็พบในโปรตีนชนิดอื่นๆด้วย 

เช่น ไคโมทริปซิน (Chymotrypsin) การกลายพันธ์ุที่เปลี่ยนไกลซีนในคอลลาเจนเป็นกรดอะมิโนชนิด

อื่น ส่งผลให้โทรโพคอลลาเจนเปลี่ยนไป สมบัติทางชีวภาพก็ เปลี่ยนไปด้วย เ ช่น ในโรค 

osteogenesis imperfecta ซึ่งทําให้มีการสร้างกระดูกผิดปกติและทําให้กระดูกเปราะ เป็นต้น 

(Eyre, D. R. และคณะ 2008) 
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รูปท่ี 2.2 โครงสร้างของคอลลาเจน (Friess, W. 1998, Von Der Mark, K. 2006, Eyre, D. R. และ

คณะ 2008)  
(ก) ลําดับของกรดแอมิโน  (ข) โครงสร้างของโทรโพคอลลาเจน 

(ค) โครงสร้างของโปรคอลลาเจน  (ง) การจัดเรียงตัวของโทรโพคอลลาเจนเป็นเส้นใยคอลลาเจน 

 

(ก) 

(ข) 

        (ง) 

(ค) 
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การสร้างคอลลาเจนในเซลล์ถูกสร้างเป็นโปรคอลลาเจน (Procollagen) คือ สายแอลฟาถูก

สร้างข้ึนโดยเปปไทด์ส่วนเกินอยู่ที่ปลาย N และ C และเมื่อถูกส่งเข้าไปในร่างแหเอนโดพลาซึม 

(Endoplasmic reticulum)  จะมีเอนไซม์โพรลิล-4-ไฮดรอกซิเลส (Prolyl-4-hydroxylase) และไล

ซิลไฮดรอกซิเลส (Lysyl hydroxylase) มาเติมหมู่ไฮดรอกซิลให้แก่โพรลีนและไลซีนบางตัว และมี

การเติมหมู่น้ําตาล (Glycosylation) ด้วย แล้วสายแอลฟา 3 สาย ประกอบกันเข้าเปน็โปรคอลลาเจน 

หลังจากเซลล์หลั่งโปรคอลลาเจนออกสู่เมทริกซ์นอกเซลล์ โปรทีเนส (Proteinase) 2 ชนิดเข้ามาตัด

เอาเปปไทด์ส่วนปลาย N และ C ออกได้เป็นโทรโพคอลลาเจน เมื่อโทรโพคอลลาเจนจัดเรียงตัวเป็น

เส้นใย ไลซิลออกซิเดส (Lysyl oxidase) จะเร่งปฏิกิริยาใหเ้กิดการเช่ือมกันระหว่างสายโทรโพคอลลา

เจน ดังแสดงในรูปที่ 2.3 ด้วยตัวเช่ือมไฮโดรซิไพริดิเนียม (Hydroxypyridinium crosslink) ระหว่าง

หัวและหางของโทรโพคอลลาเจนที่อยู่ใกล้กัน ทําให้เส้นใยมีความแข็งแรงข้ึน (Eyre, D. R. และคณะ 

2008) 
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รูปท่ี 2.3 ปฏิกิริยาไลซิลออกซเีดสที่เกิดการเช่ือมกันในโทรโพคอลลาเจน (Eyre, D. R. และคณะ 

2008) 
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2.2.1 โครงสรา้งและหน้าท่ีของคอลลาเจน 

งานด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อ (Tissue Engineering) เป็นการศึกษาวิจัยเพื่อสร้างเนื้อเยื่อและ

อวัยวะใหม่ทดแทนและ/หรือส่งเสริมฟื้นฟูเนื้อเยื่อและอวัยวะเดิมของผู้ป่วย ซึ่งมีความเจริญก้าวหน้า

อย่างมากในช่วงไม่กี่ปีผ่านมา โดยมีการทําการวิจัยผลิตโครงเลี้ยงเซลล์ที่เลียนแบบธรรมชาติมากมาย 

เพื่อหาวัสดุที่มีประสิทธิภาพสําหรับเป็นโครงเลี้ยงเซลล์ในงานด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อ หนึ่งในนั้นคือ 

คอลลาเจน ซึ่งเป็นโปรตีนที่พบมากที่สุดในร่างกายและเป็นองค์ประกอบหลักของเมทริกซ์นอกเซลล์ 

คอลลาเจนถูกใช้อย่างแพร่หลาย ทั้งในห้องปฏิบัติการ ( In vitro) และในร่างกาย (In vivo) และได้

แสดงให้เห็นว่ามีคุณสมบัติเหมาะสมสําหรับเป็นโครงเลี้ยงเซลล์ คอลลาเจนมีบทบาทหน้าที่หลาย

อย่างภายในร่างกาย แต่หน้าที่ที่โดดเด่น คือ หน้าที่ทางกล (Mechanical function) นอกจากนี้ยังมี

หน้าที่เกี่ยวกับเนื้อเยื่อ คือ เป็นโครงให้เซลล์เกาะ ช่วยส่งเสริมให้เซลล์เจริญเติบโต และช่วยซ่อมแซม

เซลล์ คอลลาเจนเกี่ยวข้องกับการทําหน้าที่ของเนื้อเยื่อที่แตกต่างกัน เช่น ในเส้นเอ็น (Tendons or 

ligaments) โดยในเนื้อเยื่อของเส้นเอ็น คอลลาเจนมีบทบาทในการส่งแรงระหว่างกระดูกและ

กล้ามเนื้อและจัดเก็บพลังงานส่วนเกิน ซึ่งบทบาทของคอลลาเจนนัน้เป็นสิ่งจําเป็น เพราะถ้าไม่มีการ

ติดต่อกันระหว่างกระดูกและกล้ามเนื้อด้วยคอลลาเจน โครงกระดูกจะไม่สามารถเคลื่อนไหวได้ 

นอกจากนี้คอลลาเจนยังพบในเนื้อเยื่อ เช่น ฟัน กระดูก ซึ่งในเนื้อเยื่อเหล่าน้ีคอลลาเจนจะอยู่รวมกับ

สารที่มีความแข็งจําพวกไฮดรอกซีอะพาไทต์ (Hydroxyapatite) คอลลาเจนจึงมีบทบาทช่วยให้ความ

ยืดหยุ่นกับเนื้อเยื่อกระดูกและฟัน และต้านทานการแตกหักของกระดูก นอกจากนี้ยังมีบทบาทใน

เนื้อเยื่ออื่นๆ เช่น ในกระดูกอ่อนและกล้ามเนื้อ เพื่อช่วยให้เนื้อเยื่อเหล่านี้ยืดหยุ่น และยังเป็น

ส่วนประกอบหลักของช้ันผิว มีช่ือเรียกอีกอย่างว่า เคราติน (Keratin) มีหน้าที่สร้างความแข็งแรงและ

ความยืดหยุ่น เมื่อเคราตินในช้ันผิวลดลง จึงเกิดริ้วรอยแห่งวัยข้ึนบนช้ันผิว นอกจากนี้ เคราตินยังมี

หน้าที่สร้างความยืดหยุ่นให้ผนังหลอดเลือด มีส่วนช่วยในการสร้างเนื้อเยื่อใหม่ รวมทั้งยังเป็น

ส่วนประกอบของเยื่อกระจกตาและเลนส์ตาด้วย 

 

2.2.2 ชนิดของคอลลาเจน 

ปัจจุบันสามารถแบ่งคอลลาเจนออกเป็น 29 ชนิด โดยแบ่งตามลําดับของกรดอะมิโน 

น้ําหนักโมเลกุล ส่วนประกอบของหน่วยย่อย (Subunit) ความยาวของสายฮีลิกซ์ คุณสมบัติและ
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ขนาดของส่วนที่ไม่เป็นฮีลิกซ์ (Non-helix portion) (Parenteau-Bareil, R. และคณะ 2010) อีกทั้ง

แบ่งตามข้อมูลลําดับดีเอ็นเอและ/หรือโปรตีน (Von Der Mark, K. 2006) ดังแสดงในตารางที่ 2.2 

เช่น คอลลาเจน ชนิดที่ 1 เป็นคอลลาเจนชนิด heterotrimer ประกอบข้ึนจากสายพอลิเปปไทด์ 

α1(I) 2 สาย และ α2(I) 1 สาย ซึ่งเป็นคอลลาเจนที่พบมากที่สุด ประมาณ 90 % พบได้ทั่วร่างกาย

ยกเว้นในกระดูกอ่อน เป็นส่วนประกอบหลักที่ให้ความแข็งแรงในกระดูก ความยืดหยุ่นในผิวหนัง การ

เช่ือมต่อในเส้นเอ็นและตัวเช่ือมกระดูก (Ligament) คอลลาเจน ชนิดที่ 2 เป็นคอลลาเจนชนิด 

homotrimer ประกอบด้วย α1(II) 3 สาย พบในกระดูกอ่อน กระจกตา (Cornea) และวุ้นตา 

(Vitreous humor) คอลลาเจน ชนิดที่ 3 เป็นคอลลาเจนชนิด homotrimer ประกอบด้วย α1(III) 3 

สาย พบในผนังหลอดเลือดและมักจะอยู่ร่วมกับคอลลาเจน ชนิดที่ 1 ส่วนคอลลาเจน ชนิดที่ 4 เป็น

คอลลาเจนชนิด heterotrimer ประกอบด้วย α1(IV) 2 สายและ α2(IV) 1 สาย ทําให้เกิดแผ่นตา

ข่ายไปเป็นฐานรองรับกั้นระหว่างเซลล์และเมทริกซ์นอกเซลล์ 

 

ตารางท่ี 2.2 ตัวอย่างบางชนิดของคอลลาเจน หน่วยย่อยและตําแหนง่ที่พบ (Von Der Mark, K. 
2006) 
 

ชนิด หน่วยย่อย รูปแบบโมเลกุล แหล่งท่ีพบ คุณลักษณะ 

1 α1(I) α2(I) α1(I)2α2 กระดูก หนังแท้ เส้นเอ็น
(ligaments) เอ็น กระจกตา  

เส้นใยทนแรงดึงสูง 

1 α1(I) [α1(I)]3 หนังแท้ เน้ือฟัน (dentin) พบน้อย 

2 α1(II) [α1(II)]3 กระดูกอ่อน (Cartilage) โนโต
คอร์ด (notochord) จอประสาทตา 

ส่วนใหญ่เป็นกระดูกอ่อน
มักปนในเส้นใยที่มีคอลลา
เจน ชนิดที่ 9 และ 11 

3 α1(III) [α 1(III)]3 เส้นใยร่างแหของเน้ือเยื่อส่วนใหญ่ 
ในปอด ตับ ม้าม ผิวหนังชั้นหนังแท้ 
ผนังหลอดเลือด 

ส่วนใหญ่พบปนกับ
คอลลาเจน ชนิดที่ 1 

5 α1(V) α2(V) 

α3(V) 

[α1(V)]3 

[α1(V)]2α3(V) 

เซลล์ปอด กระจกตา กระดูก เยื่อ
หุ้มทารกในครรภ์  

อยู่รวมกับคอลลาเจน 
ชนิดที่ 1 

11 α1(XI) 

α2(XI) 

α3(XI) 

[α1(XI) α2(XI) 

α3(XI)] 

[α1(XI)]2α2(V) 

กระดูกอ่อน วุ้นตา กระดูก คล้ายคอลลาเจน ชนิดที่ 
5 
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2.2.3 สมบัตขิองคอลลาเจน 

การที่โครงสร้างของคอลลาเจนมีลักษณะเป็นเกลียวสามสาย ดังรูปที่ 2.2 (ข) โดยมีพันธะ

ไฮโดรเจนเช่ือม ทําให้คอลลาเจนไม่สามารถละลายน้ําได้ ซึ่งความแข็งแรงของคอลลาเจนโมเลกุลยัง

เกิดจากการสร้างพันธะเช่ือมต่อกันทั้งภายในและระหว่างโมเลกุล (Intra และ inter molecular 

cross linkage) คอลลาเจนเป็นโปรตีนที่ไม่ละลายในกรดหรือเบสเจือจาง แต่จะพองตัวและเมื่อความ

เข้มขน้ของกรดหรือเบสมากข้ึนจะทําให้สมบตัิการละลายเพิ่มข้ึน เนื่องจากพันธะเช่ือมของคอลลาเจน

ถูกทําลายบางส่วน แม้ว่าที่สภาวะเป็นกลาง คอลลาเจนจะมีโครงสร้างที่แน่นและมีความแข็งแรงมาก 

แต่โมเลกุลเดี่ยวๆก็ยังสามารถแยกตัวออกมาได้ โดยการลดความเข้มของความแรงไอออน (ionic 

strength) และพีเอช เช่น กรดอะซิติก 0.5 โมลาร์ ซิเตรตบัฟเฟอร์ (Citrate buffer) หรือกรดไฮโดร

คลอริก พีเอช 2-3 เป็นผลให้คอลลาเจนเกิดการพองตัวและละลายในที่สุด อย่างไรก็ตามโมเลกุล

ดังกล่าวยังคงสภาพด้ังเดิม (Native form) คือ ยังคงมีฮีลิกซ์ 3 สายอยู่และหากทําให้สภาวะดังกล่าว

กลับมาอยู่ในสภาวะดั้งเดิม ก็มีความเป็นไปได้ที่คอลลาเจนจะสามารถกลับสูสภาพเดิม แต่สิ่งสําคัญ

ต้องหลีกเลี่ยงความร้อน เนื่องจากฮีลิกซ์จะเสียสภาพที่อุณหภูมิระหว่าง 15-65 องศาเซลเซียส 

อุณหภูมิการเสียสภาพข้ึนอยู่กับชนิดของแหล่งที่มาของคอลลาเจน ดังแสดงในตารางที่ 2.3 โดย

อุณหภูมิการเสียสภาพ (Denaturation temperature) ของคอลลาเจนจะข้ึนอยู่กับปริมาณของ

กรดอิมิโน (Imino acid) คือ โพรลีนและไฮดรอกซีโพรลีน โดยข้ึนอยู่กับปริมาณของไฮดรอกซีโพรลีน

มากกว่าปริมาณของโพรลีน คอลลาเจนที่มีปรมิาณกรดอิมิโนต่ํา จะเสียสภาพที่อุณหภูมิต่ํากว่าคอลลา

เจนที่มีกรดอิมิโนสูง โดยปริมาณกรดอิมิโนและความเสถียรต่อความร้อนของคอลลาเจนในสัตว์ชนิด

ต่างๆ มีความสัมพันธ์กับอุณหภูมิของสิ่งแวดล้อมที่อาศัยอยู่ ปริมาณโพรลีนและไฮดรอกซีโพรลีนใน

พันธะเช่ือมในโมเลกุลและระหว่างโมเลกุล ( Intra and intermolecular crosslinking) จะมี

ความสัมพันธ์กับอุณหภูมิการเสียสภาพแล้วยังมีความสัมพันธ์กับความคงตัวของฮีลิกซ์ของแต่ละสาย

พอลิเปปไทด์ของโทรโปคอลลาเจนด้วย โดยโพรลีนจะทําให้โครงสร้างฮีลิกซ์สามสายเสถียร โดย

ป้องกันการหมุนตัวของพันธะ N-C และไฮดรอกซีโพรลีนก็ช่วยทําให้โมเลกุลคอลลาเจนเสถียร ส่วน

ความคงตัวของโทรโพคอลลาเจนเกี่ยวข้องกับพันธะไฮโดรเจนและแรงแวนเดอร์วาลส์ระหว่างโมเลกุล 

(Lee, C. H. และคณะ 2001) 
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ตารางท่ี 2.3 อุณหภูมิในการเสียสภาพของคอลลาเจนและปริมาณไฮดรอกซโีพรลีนจากแหล่งต่างๆ 
 

แหล่งท่ี

อยู่ 
สายพันธุ ์

แหล่งท่ี

มา 

ปริมาณไฮดรอกซี

โพรลีน 

(residues/1000) 

อุณหภูมิการ

เสียสภาพ 

(ºซ) 

แหล่งอ้างอิง 

สัตว์บก หนู (Wistar rat) เอ็นส่วน

หาง 

94 65 (Fathima, N. 

N. และคณะ 

2004) 

ไก่ หนัง 99 41 (Ekblom, B. 

1970 ) 

ลูกวัว หนัง 94 40.8 (Ikoma, T. 

และคณะ 

2003) 

สุกร (Sus 

domesticus) 

หนัง 93 37 

ปลานํ้าจืด ปลาย่ีสกเทศและปลา
กระโห้เทศ (L. 
rohita &C. catla) 

เกล็ด 83 และ 84 36.5 (Pati, F. และ

คณะ 2010) 

ปลานิล 

(Oreochromis 

niloticas) 

เกล็ด 83 35.7 (Ikoma, T. 

และคณะ 

2003) 

ปลาเกล็ดเงิน (ปลา

ลิ่น)

(Hypophthalmicht

hys molitrix) 

หนัง 84 34.5 (Rodziewicz

-Motowidło, 

S. และคณะ 

2008) 

ปลาไน (Cyprinus 

carpio) 

หนัง 76 28 (Duan, R. 

และคณะ 

2009) 

เกล็ด 77 28 

กระดูก 80 28 

ปลาทะเล ปลากะพงแดง เกล็ด 73 29.9 (Ikoma, T. 
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(Pagrus major) และคณะ 

2003) 

ปลาคางคก

(Lagocephalusglo

veri) 

หนัง 77 28 (Senaratne, 

L. S. และ

คณะ 2006) 

ปลาปกัเป้าเสือ 

(Takifugu rubripes) 

หนัง 67 16.1 (Nagai, T. 

และคณะ 

2002) 

ปลาแดง (Sebastes 

mentella) 

หนัง 64 17.1 (Wang, L. 

และคณะ 

2008) 

เกล็ด 65 17.7 

กระดูก 61 17.5 

ปลาคอด (Gadus 

morhua) 

หนัง 53 15 (Sadowska, 

M. และคณะ 

2003) 

 

ความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพเป็นสิ่งที่สําคัญสําหรับการใช้งาน ชีวีวัสดุ โดย

คอลลาเจนสามารถย่อยสลายด้วยเอนไซม์คอลลาจีเนส (Collagenases) ซึ่งเป็นเหตุผลที่ทําให้คอลลา

เจนเป็นที่นิยมในการใช้งานทางการแพทย์อย่างกว้างขวาง อัตราของการย่อยสลายสามารถควบคุมได้

ด้วยวิธีการที่หลากหลาย เช่น เทคนิคการเ ช่ือมขวาง หรือปรับเปลี่ยนโครงสร้างด้วยสาร 

epigallocatechin-3-gallate (EGCG) การย่อยสลายของคอลลาเจนสําหรับการใช้งานด้านวิศวกรรม

เนื้อเยื่อช่วยให้เกิดการฟื้นฟูโครงสร้างและการทํางานของเนื้อเยื่อ นอกจากนี้ผลิตภัณฑ์จากการย่อย

สลายของคอลลาเจน ชนิดที่  1 ถึง 3 ยังชักนําให้เกิดการสร้างเซลล์สร้างเส้นใย (Human 

fibroblasts) ด้วย (Gelse, K. และคณะ 2003) 

คอลลาเจนรวมกันเป็นเส้นใย เรียกว่า คอลลาเจนไฟเบอร์ (Collagen Fiber) ซึ่งมีลักษณะ

เป็นสายเกลียวที่มีหน่วยโมเลกุลเกี่ยวพันกันมากมาย โดยปกติผิวหนังมีคอลลาเจนเป็นส่วนประกอบ

อยู่มากจึงมีแรงสปริงตัวและยืดหยุ่นได้ดีตามไปด้วย คอลลาเจนไม่ได้มีอยู่ที่ผิวหนังส่วนนอกเท่านั้น 
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อวัยวะภายในร่างกายก็มีคอลลาเจนเป็นส่วนประกอบอยู่มาก ได้แก่ พังผืด (Fascia) กระดูกอ่อน 

(Cartilage) เส้นเอ็น (Ligaments) เอ็น (Tendons) และกระดูก (Bone) เพื่อให้ความแข็งแรงและ

เพิ่มความยืดหยุ่นให้กับเนื้อเยื่อเหล่าน้ี เส้นใยคอลลาเจนจะมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง ตั้งแต่ 10-500 

นาโนเมตร สมบัติเชิงกลของเส้นใยคอลลาเจน ชนิดที่ 1 จากเอ็นหางหนู จะมีค่ามอดูลัสของยัง 

(Young's modulus) 5-11.5 จิกะปาสคาล ในอากาศและที่อุณหภูมิห้อง (Wenger, M. P.E. และ

คณะ 2007) ได้ทดสอบสมบัติเชิงกลของเส้นใยคอลลาเจนและเปรียบเทียบค่ามอดูลัสของยังในเอ็น

สัตว์ที่วัดด้วยวิธีต่างๆ ที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 50-200 นาโนเมตร ดังแสดงในตารางที่ 2.4 และ

ลักษณะทางกายภาพของคอลลาเจนสรุปดังแสดงในตารางที่ 2.5 

 

ตารางท่ี 2.4 ค่ามอดูลัสของยงัของคอลลาเจนในเอ็นสัตว์ชนิดต่างๆ (Wenger, M. P.E. และคณะ 
2007) 
 

เส้นใยคอลลาเจน เทคนิคการวัด สภาวะของเส้นใย 
ค่ามอดูลัสของยั. 

(GPa) 

Rat tail tendon Indentation Different dehydration states 3.75–11.5 

Rat tail tendon Brillouin In 0.15 M NaCl solution 9.0 

Rat tail tendon Brillouin At 30% relative humidit 14.7 

Rat tail tendon Brillouin At 0% relative humidity 21.5 

Rat tail tendon Brillouin In 0.15 M NaCl solution 5.1 

Rat tail tendon Brillouin At 50% relative humidity 11.9 

Bovine Achilles tendon X ray In 0.15 M NaCl solution 2.96±0.1 

Bovine Achilles tendon Spectroscopy At 0% relative humidity 2–7 

Bovine Achilles tendon Spectroscopy In phosphate buffered saline 0.2–0.5 

Sea cucumber Tensile test In water 12 (high strain) 

Sea cucumber Indentation <45% relative humidi 1–2 

Collagen-like peptide Simulation - 4.86±1.0 
 

 



 

 

22 

ตารางท่ี 2.5 สรุปลักษณะทางกายภาพของคอลลาเจน 

น้ําหนักโมเลกุล  300 กิโลดาลตัน (Friess, W. 1998) 

การดูดกลนืแสง  (Lin, Y. K. และคณะ 2006) 

คอลลาเจนจากเท้านก 190–340 นาโนเมตร 

คอลลาเจนจากหนงักบ 190–270 นาโนเมตร 

คอลลาเจนจากหนงัวัว หนังสกุร 
และหนงัฉลาม 

190–240 นาโนเมตร 

อุณหภูมิการเสียสภาพ 15-65 องศาเซลเซียส (Ikoma, T. และคณะ 2003) 

 

2.2.4 การสกัดคอลลาเจน 

การสกัดคอลลาเจนสามารถทําได้หลายวิธีโดยทั่วไปแล้วจะเริ่มต้นจากการกําจัดองค์ประกอบ

อื่นๆ ที่ไม่ใช่คอลลาเจนออกไปเสียก่อน โดยเฉพาะการกําจัดไขมันด้วยอะซิโตนและไดเอทิลอีเทอร์

แล้วจึงทําให้คอลลาเจนที่มีอยู่ละลายออกมา การเตรียมตัวอย่างก่อนการสกัดคอลลาเจนมีด้วยกัน

หลายวิธีโดยอยู่ข้ึนกับวัตถุดิบเริ่มต้นว่ามีองค์ประกอบที่ไม่ต้องการมากเท่าไร สามารถสรุปได้พอ

สังเขปดังนี้ การล้างทําความสะอาด การกําจัดโปรตีนบริเวณผิวหน้า การกําจัดไขมัน การกําจัด

แคลเซียม การกําจัดโปรตีนอื่นที่ไม่ใช่คอลลาเจน (Non-collagenous proteins) และการกําจัดเม็ดสี 

(Pigments) (Friess, W. 1998) ส่วนการสกัดคอลลาเจนที่มอียู่ให้ละลายออกมาก็ทําได้หลายวิธีข้ึนอยู่

กับอายุของสัตว์และชนิดของเนื้อเยื่อที่ใช้ในการสกัด ดังนี ้

ก. การสกัดคอลลาเจนด้วยสารละลายเกลือท่ีเป็นกลาง (Neutral salt soluble collagen) 

คอลลาเจนชนิดนี้จะมีอยู่น้อยหรือไม่มีเลยในเนื้อเยื่อและจะละลายได้ในสารละลายเกลือที่

เป็นกลาง การเติมเกลือที่สมบัติเป็นกลาง ความเข้มข้นประมาณ 0.1-1 โมลาร์ เช่น โซเดียมคลอไรด์ 

ความเข้มข้น 0.15-2 โมลาร์ จะเกิดแรงดึงดูดระหว่างไอออนของคอลลาเจนและเกลือ ทําให้แรงดึงดูด

ระหว่างโมเลกุลของคอลลาเจนและคอลลาเจนลดลง เป็นผลให้มีการละลายของคอลลาเจนเพิ่มข้ึน 

ปรากฏการณ์นี้เรียกว่า salting in นอกจากนี้ยังมีการใช้กรดอะซิติกเจือจางร่วมด้วย เช่น สารละลาย

โซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 1 โมลาร์และ Tris-HCl ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ พีเอช 7.4 เนื่องจาก

คอลลาเจนชนิดนี้พบในเนื้อเยื่อที่สร้างใหม่ที่ยังไม่มีการเช่ือมขวาง (Crosslink) โดยการสกัดจะต้องมี
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การควบคุมอุณหภูมิ อัตราการเขย่าและปริมาตรของสารละลายที่ใช้สกัดต่อเนื้อเยื่อ การทําบริสุทธ์ิ

คอลลาเจนที่สกัดได้แล้วโดยการทําไดอะไลซ์ (Dialysed) การตกตะกอนและการปั่นเหว่ียง (Friess, 

W. 1998, Yu, J. C. และคณะ 2010) 

ข. การสกัดคอลลาเจนด้วยสารละลายกรด (Acid soluble collagen) 

กรดมีประสิทธิภาพในการสกัดคอลลาเจนมากกว่าการใช้สารละลายเกลือ โดยพันธะระหว่าง

โมเลกุลจะแตกตัวโดยกรดเจือจาง ทําให้ประจุบนโทรโพคอลลาเจนผลักกัน โครงสร้างของเส้นใย

คอลลาเจนมีการพองตัว คอลลาเจนจึงละลายออกมาในสารละลายกรดเจือจาง เช่น กรดอะซิติ ก 

ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ซิเตรตบัฟเฟอร์ (Citrate buffer) หรือกรดไฮโดรคลอรกิ พีเอชประมาณ 2-3 

(Yu, J. C. และคณะ 2010) 

ค. การสกัดคอลลาเจนด้วยเอนไซม์เปปซิน (Pepsin soluble collagen) ท่ีสภาวะความเป็นกรด 

พีเอช 2.5 

การสกัดชนิดนี้ใช้ได้ทั้งคอลลาเจนที่มีในเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่สร้างใหม่  (Pre-mature) และ

เนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่เจริญเต็มที่แล้ว (Mature) เนื่องจากการสกัดคอลลาเจนโดยการใช้กรดเพียงอย่าง

เดียวจะทําให้ได้คอลลาเจนที่ยังคงมีบริเวณที่ไม่บิดรวมตัวกันเป็นเกลียว ที่เรียกว่า ส่วนเทโลเปปไทด์ 

ซึ่งบริเวณดังกล่าวเป็นส่วนที่ทําให้เกิดการแพ้ เมื่อนําไปใช้ประโยชน์ทางการแพทย์ ดังนั้นเพื่อเป็นการ

ป้องกันปัญหาดังกล่าวจึงใช้เอนไซม์ในการกําจัดเทโลเปปไทด์ ซึ่งเอนไซม์ที่นิยมใช้ส่วนใหญ่ เช่น โปร 

เนส (Pronase) เปปซิน (Pepsin) และไคโมทริปซิน (Chymotrypsin) เป็นต้น เอนไซม์เปปซินนั้น

ประกอบด้วยสายพอลิเปปไทด์เดี่ยวของกรดอะมิโนจํานวน 321 ตัว มีน้ําหนักโมเลกุล 35.5 กิโลดาล

ตัน เป็นเอนไซม์ชนิดเอนโดเปปทิเดส (Endopeptidase) ซึ่งจะตัดภายในสายพอลิเปปไทด์ สภาวะที่

เหมาะสมต่อการย่อยในช่วงพีเอช 2 -3 ซึ่งเป็นช่วงที่ใกล้เคียงกับพีเอชที่ใช้ในการสกัด เช่น กรดอะซิ

ติก ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ พีเอช 2.5 โดยใช้เอนไซม์เปปซินต่อซับสเตรทเท่ากับ 1:10 ที่อุณหภูมิ 4-

15 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-72 ช่ัวโมง คอลลาเจนจะพองตัวทําให้สว่นเทโลเปปไทด์ถูกกาํจัดได้ง่าย

ข้ึน เปปซินเป็นเอนไซม์ที่มีความจําเพาะในการตัดพันธะเปปไทด์ที่ต่อกันด้วยกรดอะมิโนชนิดที่มีวง

แหวน (aromatic amino acid) เช่น ฟีนิลอะลานีน ไทโรซีนและทริปโตเฟน แต่จะไม่ย่อยพันธะเปป

ไทด์ที่ตอ่กันด้วยกรดอะมิโนชนิดวาลีน อะลานีนและไกลซีน โดยตัดที่ส่วนปลายของโทรโพคอลลาเจน 

ทั้งปลาย N- และ C- ออกประมาณ 18 และ 25 หน่วย ส่วนนี้เป็นส่วนที่มีกรดอะมิโนที่ไม่ชอบน้ํา

ค่อนข้างสูง ทําให้ได้ส่วนของเปปไทด์เล็กๆละลายอยู่ ส่วนเทโลเปปไทด์จะถูกกําจัดออก ซึ่งมีผลดี คือ 
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ส่วนที่ทําให้เกิดการแพ้ถูกกําจัด และการสกัดโดยใช้กรดร่วมกับเอนไซม์เปปซินทําให้ได้คอลลาเจนที่มี

ขนาดโมเลกุลเล็กกว่าการสกัดโดยใช้กรดเพียงอย่างเดียว (Friess, W. 1998) 

การทดสอบสมบัติของคอลลาเจน ชนิดที่ 1 ตาม ASTM F2212 (2008) ดังแสดงใน

ภาคผนวก ซ การทดสอบสมบัติทางเคมีและกายภาพของคอลลาเจนที่สกัดได้ด้วยมาตรฐานตาม 

ASTM กําหนด โดยวิธีการทดสอบคอลลาเจนจะต้องน่าเช่ือถือและเป็นที่ยอมรับโดยทั่วไป สําหรับ

คอลลาเจนที่เป็นสารละลายจะต้องมคีวามบริสทุธ์ิร้อยละ 98-99 ด้วยลักษณะสมบัติจากการวิเคราะห์

ดังต่อไปนี้ น้ําหนักโมเลกุลด้วย SDS-PAGE, รูปแบบการเรียงตัวของเปปไทด์ (Peptide mapping), 

ความเข้มข้นในหน่วยน้ําหนักต่อปริมาตรหรือน้ําหนักต่อน้ําหนัก, การวิเคราะห์ปริมาณและ

องค์ประกอบของกรดอะมิโน ด้วย HPLC, ความบริสุทธ์ิของสารละลายด้วย SDS-PAGE ต้องปรากฏ

แถบของคอลลาเจน ชนิดที่ 1 หรือหากย่อยคอลลาเจนด้วยคอลลาจีเนสแล้วยังปรากฏแถบโปรตีน, 

ความไม่บริสุทธ์ิจากการปนเปื้อนในสารละลายคอลลาเจน ตรวจสอบด้วยวิธี Western blots หรือ 

ELISAs หรือวิธีอื่นๆ ประกอบด้วย อิลาสติน, Endotoxin หรือ สารพิษที่มีอยู่บริเวณด้านนอกของ

ผนังเซลล์ของแบคทีเรียแกรมลบ เมื่อถูกทําลายจะปล่อยสารพิษออกมา, ไกลโคอะมิโนไกลแคน, 

ไขมัน, Host cell, โลหะหนัก, แบคทีเรียและไวรัส, ไวรัสไข้สมองอักเสบ, สารเช่ือมขวางและเอนไซม์, 

องค์ประกอบของสารที่ถูกใช้ในการสกัด เช่น กรด ตัวทําละลาย สารลดแรงตึงผิว, การวิเคราะห์

คุณสมบัติทางความร้อนด้วย DSC, ความหนืด, ข้อมูลลําดับ DNA โดยการแสดงออกของยีน COL1A1 

หรือ COL1A2 

 สมบัติของคอลลาเจน ชนิดที่ 1 คอลลาเจนชนิดนี้พบมากในเอ็น กระดูกและหนัง มี

โครงสร้างเป็นเกลยีวฮีลิกซ ์น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 300 กิโลดาลตัน ประกอบด้วยพอลิเปปไทด์สาม

สาย คือ สาย α1 2 สาย และ α2 1 สาย แต่ละสายมีกรดอะมิโนเรียงต่อกัน 1,024 ตัว ซึ่งเกิดจาก

การเรียงตัวของกรดอะมิโนที่มีลักษณะซ้ําๆของ Gly-X-Y โดย X และ Y มักเป็นโพรลีนและไฮดรอกซี

โพรลีนตามลําดับ โดยมีอัตราส่วนไกลซีน:โพรลีน:ไฮดรอกซีโพรลีน โดยประมาณเป็น 30:10:10 

บริเวณส่วนปลาย N และ C มีกรดอะมิโนเรียงต่อกันประมาณ 16 และ 25 ตัว ซึ่งเรียกว่าส่วนเทโล

เปปไทด์ มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 5 กิโลดาลตัน 
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2.2.5 การประยุกต์ใช้งานคอลลาเจน 

สิ่งที่น่าสนใจสําหรับคอลลาเจนในการนํามาใช้เป็นวัสดุทางชีวภาพ คือ คอลลาเจนเป็นวัสดุ

จากธรรมชาติที่ทําให้เกิดการแพ้ต่ําและยังเป็นองค์ประกอบพื้นฐานของร่างกายอยู่แล้ว คอลลาเจน

สามารถผลิตมาใช้ได้หลายรูปแบบ เช่น แผ่นฟิล์ม ฟองน้ํา (Sponges) ผง หรือสารละลายสําหรับฉีด 

เป็นต้น ทั้งหมดนี้นําไปใช้ในงานด้านการแพทย์ นอกจากนั้นยังสามารถประยุกต์ใช้ในงานด้านจักษุ

วิทยา ตกแต่งบาดแผลฉีกขาดหรือบาดแผลไฟไหม้ รักษาเนื้องอกและช่วยในการสร้างเนื้อเยื่อ เป็นต้น 

(Friess, W. 1998) 

ฟิล์มคอลลาเจน (Collagen film/ sheet/ disc) มีความหนาประมาณ 0.01–0.5 มิลลิเมตร 

ที่ผลิตจากคอลลาเจนที่ไม่มีส่วนของเทโลเปปไทด์และมีรูปแบบการปลดปล่อยตัวยาอย่างช้าๆ ตัวยา

เหล่าน้ีสามารถใส่เข้าไปในฟิล์มคอลลาเจน โดยอาศัยพันธะไฮโดรเจน พันธะโควาเลนต์หรือการดักจับ

ในโครงสร้าง (Entrapment) สามารถผ่านการทําให้ปราศจากเช้ือได้ เมื่อเกิดการย่อยสลาย 

(Hydrolyzation) จะยังคงรักษาความแข็งแรงพอที่จะทนต่อการใช้งาน เมื่อนําฟิล์มคอลลาเจนมาใช้

กับดวงตา ฟิล์มจะถูกย่อยสลายอย่างสมบูรณ์ภายหลังการใช้งาน 5-6 ช่ัวโมง (Lee, C. H. และคณะ 

2001) ฟิล์มคอลลาเจนยังใช้ในการรักษาเนื้อเยื่อที่ติดเช้ือได้ เช่น เนื้อเยื่อกระจกตาติดเช้ือหรือมะเร็ง

ตับ โดยการรักษาเนื้อเยื่อกระจกตาติดเช้ือจะใช้สารปฏิชีวนะ เช่น gentamicin และ tetracycline 

ใส่ไปในฟิล์มคอลลาเจน ผลของการใช้ฟิล์มคอลลาเจนที่มีสาร tetracycline พบว่าสามารถตรวจพบ 

tetracycline ในพลาสมาเป็นเวลามากกว่า 7 วัน ภายหลังการทดลองใช้ในกระต่าย (Minabe, M. 

และคณะ 1989) สําหรับการรักษามะเร็ง ฟิล์มคอลลาเจนจะใส่สารยับยั้งมะเร็ง  (Ectopocide (VP-

16)) พบว่าสามารถรักษาระดับความเข้มข้นของตัวยาที่บริเวณเป้าหมาย (ตับ) ไว้ได้นานข้ึน (Sato, H. 

และคณะ 1996) นอกจากนี้ฟิล์มคอลลาเจนยังใช้เป็นตัวขนส่งยีน (Gene delivery) ได้อีกด้วย เช่น 

การกระตุ้นการสร้างกระดูกโดยใช้ recombinant human bone morphogenetic protein 2 

(rhBMP-2) และคอลลาเจน พบว่าการใช้ rhBMP-2 ร่วมกับคอลลาเจนจะมีผลในการกระตุ้นการสร้าง

กระดูก โดยคอลลาเจนมีส่วนช่วยในการยึดเหนี่ยวเซลล์ต่างๆและยังมีส่วนช่วยในการเช่ือมกระดูก แต่

ถ้าใช้เพียงคอลลาเจนอย่างเดียวจะไม่มีผลในการสร้างกระดูก 

คอลลาเจนชิลด์ (Collagen shields) ถูกออกแบบเพื่อเป็นสิ่งปิดกระจกตา (Corneal 

bandages) ซึ่งสามารถละลายได้ในกระจกตา เพื่อกระตุ้นการรักษาบาดแผลภายหลังการปลูกถ่าย

กระจกตา (Corneal transplantation) หรือการผ่าตัดกระจกตา (Radial keratomy) คอลลาเจน
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ชิลด์สําหรับดวงตาผลิตจากเนื้อเยื่อเปลือกลูกตาหมู เนื่องจากมีโมเลกุลคอลลาเจนคล้ายกับคอลลา

เจนของตาคนมาก คุณสมบัติทางกายภาพของคอลลาเจนชิลด์คือป้องกันส่วนหน้าของกระจกตา 

(Corneal epithelium) ที่กําลังรักษาจากการกระทบของหนังตา อีกทั้งยังช่วยกระตุ้นการรักษาส่วน

หน้าของกระจกตาจากการปลูกถ่ายกระจกตาและการผ่าตัดกระจกตา การขนส่งตัวยาของคอลลาเจน

ชิลด์จะข้ึนกับปริมาณของยาและการปลดปล่อยยาของชิลด์ สําหรับตัวยาที่ละลายน้ําได้ โครงสร้าง

คอลลาเจนจะทําหน้าที่เสมือนที่กักเก็บและตัวยาจะถูกดักจับไว้ในช่องว่างของโครงสร้างคอลลาเจน 

แต่สําหรับตัวยาที่ไม่ละลายน้ําตัวยาจะเข้าไปรวมกบัตัวชิลด์ ขณะที่ตัวยาไหลออกมาจากชิลด์และชิลด์

ย่อยสลายจะทําให้มีช้ันของของเหลว ซึ่งทําหน้าที่หล่อลื่นผิวหน้าของตา ลดการเสียดสีของหนังตากับ

กระจกตา เพิ่มเวลาการสัมผัสระหว่างตัวยากับกระจกตาและช่วยรักษาส่วนหน้าของกระจกตา 

อย่างไรก็ตามการใช้คอลลาเจนชิลด์เป็นตัวขนส่งตัวยายังมีข้อจํากัดหลายอย่าง เช่น ลดความสามารถ

ในการมองเห็น เนื่องจากการบดบังและระยะเวลาที่อยู่ในบริเวณกําหนดสั้น  อีกทั้งผลข้างเคียงของ

คอลลาเจนชิลด์ ซึ่งได้รายงานว่าการใช้คอลลาเจนชิลด์กับตาของกระต่ายและหนูตะเภาผลที่ได้อาจ

แสดงความเป็นพิษหรืออาจเกิดจากการอักเสบขณะสอดใส่คอลลาเจนชิลด์ การอักเสบที่เกิดข้ึนใน

กระต่ายเกิดข้ึนหลังการสอดใส่ 7 วัน ส่วนของหนูตะเภาใช้เวลานานกว่านั้น (Lee, C. H. และคณะ 

2001) 

คอลลาเจนแบบฟองน้ํา (Collagen sponges) นิยมใช้ในการรักษาบาดแผลไฟไหม้และ

ตกแต่งบาดแผล การทดลองในระดับห้องปฏิบัติการ (In vitro) พบว่าได้ผลดี คอลลาเจนแบบฟองน้ํา

มีความสามารถในการดูดซับของเหลวจากเนื้อเยื่อได้ปริมาณมากทําให้แผลแห้ง อีกทั้งยังป้องกันการ

กระแทกและการติดเช้ือ คอลลาเจนแบบฟองน้ํายังใช้เป็นตัวขนส่งตัวยาจําพวกยาคุมกําเนิด โดยมี

ข้อดีในเรื่องการควบคุมการปลดปล่อยสารฆ่าเช้ืออสุจิและช่วยลดการระคายเคืองของเนื้อเยื่อ คอลลา

เจนแบบฟองน้ําสามารถเตรียมได้โดยการทําแห้งแบบแช่เยือกแข็งของสารละลายกรดหรือด่างที่มี

คอลลาเจนพองตัวอยู่ประมาณร้อยละ 0.1-5 ซึ่งสามารถกําหนดความพรุนของคอลลาแบบฟองน้ําได้

โดยกําหนดความเข้มข้นของคอลลาเจนในสารละลายและอัตราการทําแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (Patino, 

M. G. และคณะ 2002) 

กระบวนการรักษาบาดแผลเป็นกลไกเชิงซ้อนที่เกี่ยวข้องกับระบบของร่างกายหลายอย่าง ซึ่ง

รวมทั้งระบบภูมิคุ้มกัน กระบวนการรักษาบาดแผลนี้สามารถแบ่งได้เป็น  3 ส่วนคือ haemostasis 

process และ inflammation process, proliferation และ maturation สุดท้ายคือ remodeling 
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process เมื่อเกิดบาดแผลข้ึนเกลด็เลอืดจะออกมาจากช้ัน subendothelial collagen เป็นผลให้เกิด

การรวมตัวกันของเกล็ดเลือดและกระตุ้นให้เกล็ดเลือดนี้เปลี่ยนเป็นก้อนหนาหนืด (Coagulation) 

ต่อมา fibrin clots จะถูกสร้างข้ึน ซึ่ง fibrin clots นี้มีความจําเป็นต่อการปิดบาดแผลช่ัวคราวเพื่อ

เตรียมสร้างโครงสร้างของเซลล์ต่างๆ เช่น neutrophil, monocyte, fibroblast และ endothelial 

cell นอกจากนี้ยังมีการเพิ่มความสามารถในการซึมผ่านของหลอดเลือดการปลดปล่อยสาร  

prostaglandin, chemotactic substances, complement factor, interleukin-1, tumor 

necroticfactor-α (TNF-α) และ transforming growth factor-β (TGF-β) ซึ่งเป็น bacterial 

product โดยมีผลไปกระตุ้นการเคลื่อนย้าย neutrophil ไปยังบาดแผลตามด้วยการเคลื่อนย้าย 

macrophage, lymphocyte และ fibroblast ตามลําดับ wound macrophage ได้มาจาก blood 

macrophage ที่เคลื่อนมายังบริเวณบาดแผล macrophage มีบทบาทสําคัญต่อกระบวนการอักเสบ 

(Inflammatory process) fibroblast จะเคลื่อนที่ไปยังช่องว่างบาดแผลเพื่อสร้างและสะสมไกลโค

โปรตีนและคอลลาเจน การเคลื่อนที่เหล่าน้ีส่วนใหญ่เป็นผลจาก macrophage derived cytokines 

เช่น TGF-β, epidermalgrowth factor (EGF) และ platelet derived growth factor (PDGF) 

(Parenteau-Bareil, R. และคณะ 2010) 

หลังจากเกิดบาดแผล  2-3 วันเนื้อเยื่อที่บาดเจ็บจะเข้าสู่กระบวนการเจริญเติบโต 

(Proliferation) โดย fibroblast และ endothelial cell ที่อยู่ใกล้ๆบาดแผลจะเริ่มแบ่งตัวและเพิ่ม

จํานวนซึ่งเป็นผลจาก growth factors, cytokines derived platelet และ activated 

macrophage ต่อมา endothelial cell จะเริ่มสร้างเส้นเลือดฝอยและหลอมรวมกับท่อต่างๆหรือ 

endothelial bud ซึ่งทําให้เลือดไหลเวียนได้อีกครั้ง เซลล์เม็ดเลือดขาวจะเข้าสู่ apoptosis และถูก 

macrophage ย่อย ดังนั้นเพื่อการรักษาบาดแผลที่สมบูรณ์จึงควรปิดบาดแผลด้วยวัสดุที่มี 

epidermal analogues และ dermal analogues ที่ผสมตัวยาเอาไว้ ชีววัสดุของ dermal layer 

ส่วนใหญ่เป็นอนุพันธ์จากคอลลาเจนหรือคอลลาเจนที่เช่ือมกับเมทริกซ์นอกเซลล์ชนิดอื่นๆ เช่น  ไกล

โคอะมิโนไกลแคน, กรดไฮยาลูรอนิค นอกจากคอลลาเจนจะมีความสําคัญในการเช่ือมติดเซลล์ การ

เติบโตและการเปลี่ยนแปลงของเซลล์แล้ว เมทริกซ์นอกเซลล์ยังมีคุณสมบัติหลายอย่างเช่น สามารถ

ปลดปล่อยสารที่ช่วยการเช่ือมติดกระตุ้น fibroblast proliferation และกระตุ้น fibroblast 

differentiation อีกด้วย (Khan, R. และคณะ 2013) 
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2.2.6 การท าให้ปราศจากเชื้อ (Sterilization) 

การทําให้ปราศจากเช้ือมีความสําคัญอย่างยิ่งในทางการแพทย์ เพราะเป็นกระบวนการที่ทํา

ให้จุลินทรีย์ รวมทั้ง ไวรัส แบคทีเรีย เช้ือรา และสปอร์ของเช้ือแบคทีเรีย อาจปนเปื้อนอยู่ในเวชภัณฑ์

ทางการแพทย์น้ันตาย หรือไม่สามารถขยายพันธ์ุได้อีกต่อไป แต่ในทางปฏิบัติมีโอกาสที่จุลินทรีย์จะ

เหลืออยู่ในผลิตภัณฑ์และการทดสอบความปราศจากเช้ือ (Sterility test) ซึ่งไม่สามารถทดสอบทุก

หน่วยผลิตภัณฑ์จึงต้องกําหนดระดับการยอมรับผลการทําให้ปราศจากเช้ือ (Sterility Assurance 

Level, SAL) ในทางการแพทย์ถือว่ามีความสําคัญอย่างยิ่ง โดยเฉพาะผลิตภัณฑ์ที่บรรจุสารฉีดเข้าเส้น

เลือด หรือผลิตภัณฑ์ที่สัมผัสเนื้อเยื่อภายในร่างกาย การทําให้ปราศจากเช้ือด้วยวิธีการต่างๆ คือ 

วิธีการทางกายภาพ เช่น วิธีที่ใช้ความร้อน ได้แก่ การทําให้ปราศจากเช้ือโดยใช้ความร้อนแห้ง (dry 

heat sterilization) การทําให้ปราศจากเช้ือโดยการใช้ไอน้ํา (Steam sterilization) เป็นต้น และวิธี

ที่ไม่ใช้ความร้อน ได้แก่ การทําให้ปราศจากเช้ือโดยการใช้รังสี ( Ionizing radiation) การทําให้

ปราศจากเช้ือโดยการกรอง (sterilization by filtration) และวิธีการทางเคมี การทําให้ปราศจากเช้ือ

โดยการใช้ก๊าซ (Gas sterilization) (Rutala, W. A. และคณะ 2008) 

การทําให้ปราศจากเช้ือโดยใช้ความร้อนแห้ง คือ การทําให้ปราศจากเช้ือโดยใช้อากาศที่ร้อน

ซึ่งไม่มีน้ําหรือไอน้ําอยู่ เครื่องมือที่ใช้อบ (Hot air oven) โดยใช้อุณหภูมิ 160 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 2 ช่ัวโมง อาจใช้อุณหภูมิและเวลาที่แตกต่างจากนี้ ข้ึนอยู่กับผลิตภัณฑ์ต้องการทําให้ปราศจาก

เช้ือ การทําให้ปราศจากเช้ือวิธีนี้จะใช้กับผลิตภัณฑ์ที่ทนต่ออุณหภูมิสูงได้ เช่น สารเคมีหรือตัวยาบาง

ชนิด การทําให้ปราศจากเช้ือชนิดนี้ไม่เหมาะกับผลิตภัณฑ์ที่มีส่วนประกอบของยาง พลาสติกบางชนิด

ที่มีการเสียสภาพที่อุณหภูมิสูง ผลิตภัณฑ์จําพวกเซลลูโลส เช่น ผ้ากอซ สําลี เพราะจะทําให้ไหม้ 

นอกจากนี้ยังใช้การทําให้ปราศจากเช้ือและทําลายสารก่อไข้ (Pyrogen) ในเครื่องมือที่เป็นแก้วและ

โลหะ เช่น ภาชนะบรรจุยาจําพวกแก้ว กรรไกร ปากคีบ มีด เข็มฉีดยา โดยใช้อุณหภูมิที่สูงกว่า 220 

องศาเซลเซียส เช่น อุณหภูมิ 250 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30-45 นาที (Matthews, I. P. และคณะ 

1989) 

การทําให้ปราศจากเช้ือโดยใช้ไอน้ํา เป็นการทําให้ปราศจากเช้ือโดยใช้ไอน้ําที่อิ่มตัวภายใต้

ความดันสูง เครื่องมือที่ใช้ คือ หม้อนึ่งอัด (Autoclave) โดยใช้อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ที่ความ

ดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที อาจใช้อุณหภูมิและเวลาที่แตกต่างจากนี้ข้ึนอยู่กับ

ผลิตภัณฑ์ที่ต้องการทําให้ปราศจากเช้ือ การทําให้ปราศจากเช้ือวิธีนี้จะใช้กับยาฉีดที่อยู่ในรูป
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สารละลายและมีความคงตัวที่อุณหภูมิสูง ผลิตภัณฑ์ที่มีส่วนประกอบของยางและพลาสติกบางชนิดที่

ไม่ทนต่ออุณหภูมิสูง ประสิทธิภาพของการทําให้ปราศจากเช้ือโดยใช้ความร้อน ข้ึนอยู่กับอุณหภูมิ 

เวลา และความช้ืน หากใช้อุณหภูมิสูงจะใช้เวลาที่น้อย และหากผลิตภัณฑ์มีความช้ืนอยู่ด้วยจะใช้

อุณหภูมิที่ต่ําลง กลไกในการฆ่าเช้ือ คือ ความร้อนจะทําให้โปรตีนในเซลล์จุลินทรีย์ตกตะกอนขณะที่มี

ความช้ืนอยู่ด้วย ดังนั้นการทําให้ปราศจากเช้ือโดยใช้ไอน้ําจึงมีประสิทธิภาพดีกว่า และใช้อุณหภูมิต่ํา

กว่าการใช้ความร้อนแห้ง (Alder, V. G. 1987) 

การทําให้ปราศจากเช้ือโดยใช้รังสีเป็นการทําลายจุลินทรีย์ด้วยการใช้พลังงานส่วนเกินจาก

นิวเคลียสของธาตุบางชนิดที่ปลดปล่อยออกมา ธาตุส่วนใหญ่มีสภาวะคงตัวเพราะมีแรงดึงดูดระหว่าง

นิวตรอนกับโปรตอนในนิวเคลียสที่พอเหมาะ แต่นิวเคลียสของอะตอมบางตัวไม่คงตัว เช่น อะตอม

ของคาร์บอน-14, โคบอลท์-60, ซีเซียม-137 และยูเรเนียม-235 เพื่อให้อะตอมคงตัว นิวเคลียสจะ

ปล่อยพลังงานส่วนเกินออกมาในรูปคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้า (Electromagnetic radiation) ได้แก่ รังสี

แกมมา (Gamma ray) หรือรังสีเอกซ์ (X-ray) หรือปล่อยอนุภาคบางชนิด (Particulate radiation) 

เช่น อนุภาคเบตา (Beta particle) หรืออนุภาคแอลฟา (Alpha particle) หรืออนุภาคนิวตรอน 

(Neutron) เป็นต้น ซึ่งมีอํานาจทะลุทะลวงผ่านวัตถุได้สูง เมื่อผ่านเข้าไปในตัวกลางใดจะไม่ทําให้

ตัวกลางนั้นเปลี่ยนเป็นสารรังสี ดังนั้นผลิตภัณฑ์ที่ผ่านการฉายรังสีจึงไม่มีรังสีตกค้างและไม่มีการ

สะสมของรังส ีการทําใหป้ราศจากเช้ือทําได้ โดยการใช้รังสีแกมมา ปริมาณ 10–50 กิโลเกรย์ จากธาตุ

โคบอลต์-60 และรังสีจากเครื่องผลิตลําแสงอิเล็กตรอนพลังงานสูง เป็นตัวกลางในการทําให้ปราศจาก

เช้ือ เมื่อจุลินทรีย์สมัผสักับรังสี จะทําให้เกิดการไอออนไนส์ เกิดภาวะกระตุ้นต่อส่วนประกอบต่างๆ ที่

อยู่ภายในเซลล์ ทําให้สารต่างๆ ภายในเซลล์ถูกทําลาย เช่น โปรตีนตกตะกอน เกิดการตัดโซ่ของ 

DNA RNA ของเซลล์จุลินทรีย์และตายในที่สุด การทําให้ปราศจากเช้ือวิธีนี้จะใช้กับผลิตภัณฑ์ที่ไม่ทน

ต่ออุณหภูมิสูงและต้องการหลีกเลี่ยงสารพิษตกค้างที่จะเกิดข้ึนจากการทําให้ปราศจากเช้ือด้วยก๊าซเอ

ทิลีนออกไซด์ โดยปริมาณรังสีดูดกลนืสูงสุดทีล่ดปริมาณจุลนิทรีย์ และจุลินทรีย์ที่ทําให้เกิดโรค คือ 10 

กิโลเกรย์ การทําให้ปราศจากเช้ือด้วยรังสีมปีระสทิธิภาพสูงกว่าการปลอดเช้ือด้วยวิธีอื่นๆ เช่น การอบ

ด้วยความร้อน เพราะรังสีสามารถทําให้ผลติภัณฑ์ทางการแพทย์เกือบทุกชนิดปลอดเช้ือได้ โดยเฉพาะ

ผลิตภัณฑ์ที่มีรูปร่าง สลับซับซ้อน และที่อยู่ในภาชนะบรรจุข้ันสุดท้ายเรียบร้อยแล้ว โดยวิธีนี้จะช่วย

ป้องกันการปนเปื้อน ที่เกิดจากการบรรจุหีบห่ออย่างได้ผล ผลิตภัณฑ์ทางการแพทย์ที่นํามาทําให้

ปลอดเช้ือด้วยรังสีมี 3 กลุ่มใหญ่ๆ คือ เวชภัณฑ์ เช่น ยาง พลาสติก เซลลูโลส แก้ว รวมถึงผลิตภัณฑ์ที่
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ใช้ครั้งเดียวทิ้ง เช่น เครื่องมือในห้องผ่าตัด ด้าย ไนล่อน เข็มเย็บแผล กระบอกฉีดยา ผ้าปิดแผล และ

เครื่องใช้พลาสติกในห้องปฏิบัติการ ผลิตภัณฑ์ทางเภสัชกรรม เช่น ยา สารละลาย น้ําเกลือ รวมทั้ง

ส่วนประกอบอื่นๆ ที่ใช้ผลิตยา เนื้อเยื่อจากส่วนต่างๆ ของร่างกายที่ใช้รักษาบาดแผลที่เกิดจากความ

ร้อนหรือการปลูกถ่ายอวัยวะ เช่น กระดูก เยื่อหุ้มสมองและผิวหนัง (Munarin, F. และคณะ 2013) 

การทําให้ปราศจากเช้ือด้วยการกรองเป็นการกําจัดจุลินทรีย์ออกจากสารละลายโดยใช้แผ่น

กรองเมมเบรนที่มีขนาดรูพรุนไม่เกิน 0.22 ไมครอน โดยจะใช้กับสารละลายที่ไม่ทนต่ออุณหภูมิสูง 

ผลิตภัณฑ์ที่ผ่านการกรองแล้ว จะต้องบรรจุลงในภาชนะบรรจุที่ปราศจากเช้ือ และปิดผนึกภาชนะ

บรรจุด้วยเทคนิคปลอดเช้ือ ซึ่งต้องควบคุมภาวะปลอดเช้ือทั้งในระหว่างการกรองและการบรรจุ 

ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ที่นิยมทําให้ปราศจากเช้ือโดยการกรอง เช่น ยาปฏิชีวนะ วัคซีน ข้อควรระวัง คือ 

อาจมีการดูดซับสารบนตัวกรอง และหากใช้เวลาในการกรองนานเกินไป อาจทําให้เกิดการอุดตันและ

เกิดปัญหาการเจริญของจุลินทรีย์ได้ (Song, D. และคณะ 2009) 

การทําให้ปราศจากเช้ือโดยใช้ก๊าซ ก๊าซที่นิยมใช้ คือ ก๊าซเอทิลีนออกไซด์ (EtO) เป็นก๊าซที่

ติดไฟง่าย และหากสัมผัสกบัออกซิเจนในอากาศจะระเบดิได้ง่าย ดังนั้นการนํามาใช้จึงต้องผสมกับก๊าซ

เฉ่ือย เช่น ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ฟรีออน ตัวอย่างส่วนผสม เช่น ก๊าซเอทิลีนออกไซด์ 20% ผสม

กับคาร์บอนไดออกไซด์ 80% ก๊าซเอทิลีนออกไซด์12% ผสมกับฟรีออน 88% ก๊าซเอทิลีนออกไซด์มี

สมบัติเป็นสารอัลคิเลติง (Alkylating agent) จึงเกิดปฏิกิริยาอัลคิเลช่ัน (Alkylation) กับกลุ่มต่างๆ 

ซึ่งอยู่ในโปรตีนกรดนิวคลิอิกของเซลล์จุลินทรีย์ เช่น กลุ่มซัลฟ์ไฮดริล (-SH) ไฮดรอกซิล (-OH) คาร์

บอกซิล (-COOH) อะมิโน (-NH2) ทําให้การทํางานของเซลล์ผิดปกติ ส่งผลให้จุลินทรีย์ตาย การทําให้

ปราศจากเช้ือโดยวิธีนี้จะใช้กับผลิตภัณฑ์ที่ไม่ทนต่ออุณหภูมิสูงจึงนิยมใช้งานกับอุปกรณ์การแพทย์

ชนิดต่างๆ เช่น กระบอกฉีดยา เข็มฉีดยา ผ้ากอซ สําลี ข้อเสียของวิธีนี้ คือ การเกิดสารตกค้าง เช่น เอ

ทิลีนไกลคอล (Ethylene glycol) ที่เกิดจากปฏิกิริยาระหว่างก๊าซเอทิลีนออกไซด์กับน้ํา เอทิลีนคลอ

ไรด์ (Ethylene chloride) ที่เกิดจากการทําปฏิกิริยาระหว่างก๊าซเอทิลีนออกไซด์กับคลอไรด์ไอออน 

ผลิตภัณฑ์ที่ทําให้ปราศจากเช้ือโดยวิธีนี้จึงควรทิ้งไว้ระยะหนึ่งก่อนนําไปใช้ เพื่อให้ก๊าซและสารเคมีที่

เป็นพิษระเหยออกไป นอกจากนี้ก๊าซเอทิลีนออกไซด์ยังเป็นสารก่อมะเร็ง จึงจําเป็นต้องระมัดระวังใน

การใช้ (Mendes, G. C. C. และคณะ 2007) การเลือกวิธีทําให้ปราศจากเช้ือ จะต้องเลือกให้เหมาะ

กับผลิตภัณฑ์แต่ละชนิดวิธีที่ใช้โดยไม่ทําให้ผลิตภัณฑ์เสื่อมคุณภาพ มีประสิทธิภาพในการทําลาย
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เช้ือจุลินทรีย์ นอกจากนี้ยังต้องคํานึงถึงความปลอดภัยและความเป็นพิษที่เกิดข้ึน และในเชิง

อุตสาหกรรมต้องคํานึงถึงค่าใช้จ่ายด้วย 

 (Faraj, K. A. และคณะ 2011) ได้ทําการศึกษาผลของการทาํให้ปราศจากเช้ือด้วยก๊าซเอทิลนี

ออกไซด์ การฉายรังสีเบตาและแกมมาบนโครงเลี้ยงเซลล์คอลลาเจน สําหรับการทําให้ปราศจากเช้ือ

ด้วยก๊าซเอทิลีนออกไซด์ โครงเลี้ยงเซลล์ถูกอบด้วยก๊าซเอทิลีนออกไซด์ในบรรยากาศที่มีความช้ืน

สัมพัทธ์ร้อยละ 50 ที่อุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง และปรับความช้ืนสัมพัทธ์เป็น

ร้อยละ 80 ที่อุณหภูมิ 43 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง หลังการทําให้ปราศจากเช้ือ โครงเลี้ยง

เซลล์จะถูกนํามาผึ่งด้วยอากาศร้อน อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ส่วนการฉายรังสีเบตา โครงเลี้ยง

เซลล์จะถูกฉายด้วยรังสีเบตา ปริมาณ 15 หรือ 25 กิโลเกรย์ และการฉายรังสีแกมมา โครงเลี้ยงเซลล์

จะถูกฉายรังสีแกมมาที่ความเข้ม ปริมาณ 15 หรือ 25 กิโลเกรย์ จากโคบอลท์-60 และการฆ่าเช้ือ

โครงเลี้ยงเซลล์ด้วยเอทานอลร้อยละ 70 จํานวน 3 ครั้ง 1 ช่ัวโมง และ 1 ครั้ง 16 ช่ัวโมง จากนั้นล้าง

ด้วย PBS 5 ครั้ง 1 ช่ัวโมง และ 1 ครั้ง 16 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําโครงเลี้ยงเซลล์มาวิเคราะห์น้ําหนัก

โมเลกุลด้วยเทคนิค SDS-PAGE พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่ไม่ได้ทําให้ปราศจากเช้ือ ฆ่าเช้ือด้วย

แอลกอฮอล์ และก๊าซเอทิลีนออกไซด์ แถบโปรตีนของคอลลาเจนที่ปรากฏ ยังปรากฏแถบ γ, β, และ 

α ส่วนการฉายรังสีเบตาและแกมมา ปริมาณ 15 และ 25 กิโลเกรย์นั้น แถบที่ปรากฏจะมีลักษณะ 

Smear ทั้งแถบ ซึ่งเป็นลักษณะแถบของคอลลาเจนไฮโดรไลเซทเพราะไม่หลงเหลือแถบของ γ, β, 

และ α เลย การทําให้ปราศจากเช้ือเป็นสิ่งสําคัญสําหรับงานวิจัยด้านวัสดุชีวการแพทย์ การฆ่าเช้ือ

ด้วยแอทานอลนั้นเป็นการทําลายเช้ือโรคที่มีประสิทธิภาพตํ่า ไม่ได้ทําลายจุลชีพทั้งหมด ส่วนการฉาย

รังสีแกมมาและเบตา ทําให้คอลลาเจนเสียสภาพเนื่องจากความร้อนทําใหห้คอลลาเจนกลายเป็น

คอลลาเจนไฮโดรไลเซท วิธีการทําให้ปราศจากเช้ือด้วยวิธีต่างๆและสภาวะในการทําให้ปราศจากเช้ือ

ของคอลลาเจนจากการศึกษาของ (Faraj, K. A. และคณะ 2011) และ (Geutjes, P. J. และคณะ 

2010) สรุปดังแสดงในตารางที่ 2.6 งานวิจัยนี้จึงเลือกวิธีการทําให้ปราศจากเช้ือด้วยก๊าซเอทิลีน

ออกไซด์ เนื่องจากไม่ทําลายโครงสร้าง Triple helices ของคอลลาเจน โดยการอบด้วยก๊าซเอทิลีน

ออกไซด์ในบรรยากาศที่มีความช้ืนสัมพัทธ์ร้อยละ 50 ที่อุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 

ช่ัวโมง 
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ตารางท่ี 2.6 สรุปวิธีการและสภาวะในการทําให้ปลอดเช้ือคอลลาเจน 
 

วิธี สภาวะของคอลลาเจน:การฆ่า
เช้ือ 

ข้อด ี ข้อเสีย อ้างอิง 

EtO เจล:บรรยากาศความช้ืนสัมพัทธ์

ร้อยละ 50-80 ที่ 35-45 ◦ซ 
เป็นเวลา 24 ชม. 

ไม่ทําลาย
โครงสร้าง 
Triple helices 

เกิดสารตกค้าง 
ควรทิ้งให้ก๊าซ
ระเหย เกิดการหด
ตัวของโครงเลี้ยง
เซลล ์

(Geutjes, P. 
J. และคณะ 
2010) 

ฟองน้ํา:บรรยากาศความช้ืน

สัมพัทธ์ร้อยละ 50 ที่ 33 ◦ซ 
เป็นเวลา 16 ชม. และปรบั
ความช้ืนสัมพัทธ์เป็นร้อยละ 80 

ที่ 43 ◦ซ เป็นเวลา 72 ชม. 

(Faraj, K. A. 
และคณะ 
2011) 

รังสี
แกมมา 

เจล:ปริมาณรงัสี 20 กิโลเกรย์ 
จากโคบอลท-์60  

ไม่มีรังสีตกค้าง
และไม่มรีังสี
สะสมและเกิด
การเช่ือมขวาง 

เกิดความร้อนและ
ทําลายโครงสร้าง 
Triple helices 

(Geutjes, P. 
J. และคณะ 
2010) 

ฟองน้ํา:ปริมาณรังสี 15 หรือ 
25 กิโลเกรย์ จากโคบอลท-์60 

(Faraj, K. A. 
และคณะ 
2011) 

รังสีเบ
ตา 

ฟองน้ํา:ปริมาณ 15 หรือ 25 
กิโลเกรย ์

ไม่มีรังสีตกค้าง
และไม่มรีังสี
สะสมและเกิด
การเช่ือขวาง 

เกิดความร้อนและ
ทําลายโครงสร้าง 
Triple helices 

(Faraj, K. A. 
และคณะ 
2011) 

H2O2 เจล:ความเข้มข้น 6 มิลลิกรมัต่อ

ลิตร ที่ 35 ◦ซ เป็นเวลา 30 
นาที 

ไม่ทําลาย
โครงสร้าง 
Triple helices 

- (Geutjes, P. 
J. และคณะ 
2010) 

 
2.2.7 สิทธิบัตรท่ีเกี่ยวข้องกับงานวิจัย 

สิทธิบัตรในประเทศไทย: การสกัดคอลลาเจนจากเนื้อเยื่อสัตว์ชนิดต่างๆยังไม่มีรายงาน 
สิทธิบัตรในต่างประเทศ:  
สิทธิบัตรสหรัฐอเมริกา 4894441 ปี 1990 
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เจ้าของผลงาน Claudio Menicagli (Menicagli, C. 1990)  

ช่ือสิทธิบัตร PROCESS FOR THE PREPARATION OF COLLAGEN AND OBTAINED PRODUCT 

 เอ็นร้อยหวายโคถูกนําไปสกัดคอลลาเจน โดยทําการแยกเอ็นร้อยหวายจากเท้าและแยก

ไขมันออกจากเอ็น จากนั้นนําเอ็นไปบดด้วยเครื่องบดและล้างเอ็นที่บดแล้วด้วยน้ําปราศจากประจุ 3 

ครั้ง และตามด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้นร้อยละ 1-10 โดยน้ําหนัก จํานวน 3 ครั้ง 

และล้างด้วยนําปราศจากประจุอีกครั้ง นําเอ็นที่บดแล้วใส่สารละลายกรดอะซิติก ความเข้มข้น 0.1-5 

โมลาร์ โดยใช้อัตราส่วนเอ็นต่อกรดเป็น 0.1:1 ถึง 0.01:1 (น้ําหนักต่อปริมาตร) และปั่นกวนเป็นเวลา 

24-72 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิไม่เกิน 25 องศาเซลเซียส สารละลายที่สกัดได้นําไปกรองด้วยตะแกรงเบอร์ 

50 เพื่อให้ได้ส่วนที่ใส โดยทิ้งส่วนที่ไม่ละลาย จากนั้นเติมโซเดียมคลอไรด์ 250 -1,000 กรัม ใน

สารละลายที่กรองได้ คอลลาเจนจะตกตะกอนออกมาซึ่งมีลักษณะคล้ายเหนียวคล้ายยาง สีขาวขุ่น 

กรองเอาตะกอนคอลลาเจนด้วยตะแกรงเบอร์ 40 ล้างตะกอนด้วยนํ้าปราศจากประจุ ตะกอนคอลลา

เจนถูกนําไปละลายในกรดอะซิติก ความเข้ม 0.1-0.5 โมลาร์ สารละลายคอลลาเจนถูกเก็บรักษาไว้ที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
สิทธิบัตรสหรัฐอเมริกา 20080118947 A1 ป ี2013 
เจ้าของผลงาน Ji-Chul Yu, Jae-Deog Jang, Cheong-Ho Chang, Sea-Bom Lee, Se-Geum 
Yeo และ Chang-Kwon Ko (Yu, J. C. และคณะ 2010) 
ช่ือสิทธิบัตร METHOD OF SEPARATING COLLAGEN FROM THE VARIOUS ANIMAL TISSUES 
FOR PRODUCING COLLAGEN SOLUTION AND SOLUTION PRODUCT USING THE SAME 
 เนื้อเยื่อสัตว์หลายๆชนิดถูกนํามาสกัดคอลลาเจน สําหรับผลิตสารละลายคอลลาเจนและ

นําไปใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆ โดยทําการสกัดคอลลาเจนจากกระดูก กระดูกอ่อน หนัง เอ็นและเอ็น

ยึดข้อ (ligament) ของสุกร เริ่มจากนําเนื้อเยื่อดังที่กล่าวมา ล้างด้วยน้ําปราศจากประจุ เอทานอล

และอะซิโตน จากนั้นตัดเป็นช้ันเล็กๆขนาด 1-500 ไมครอน แล้วล้างด้วยเอทานอลและน้ําปราศจาก

ประจุอีกครั้ง หลังจากนั้นนําเนื้อเยื่อที่ได้ไปแช่ในสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเข้มข้น 0.5 นอร์

มอล ปั่นกวนด้วยความเร็วรอบ 10-100 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําเปปซินใส่ลงไป

ในสารละลายด้วยอัตราส่วนเปปซินต่อเนื้อเยื่อ 1 :10 ถึง 1:50 (ก่อนนําเปปซินไปใช้งาน เปปซินถูก

ละลายในสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเข้มข้น 0.1 นอร์มอล) ปั่นกวนเป็นเวลา 2-3 วัน จากนั้น
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สารละลายที่สกัดได้นําไปปั่นเหว่ียงด้วยแรงหนีศูนย์กลาง 12,000 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 30 นาที เพื่อแยกส่วนที่ใสและนําส่วนน้ีไปเติมสารละลายโซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 0.5-0.8 

โมลาร์ โดยทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-24 ช่ัวโมง สารละลายที่สกัดนี้นําไปปั่น

เหว่ียงด้วยแรงหนีศูนย์กลาง 12,000 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที โดยทิ้งตะกอน

และนําส่วนใสไปเติมสารละลายโซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 1.6 โมลาร์ ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 4-24 ช่ัวโมง ช่ัวโมง สารละลายที่สกัดนี้นําไปปั่นเหว่ียงอีกครั้งด้วยแรงหนี

ศูนย์กลาง 12,000 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที โดยทิ้งตะกอนและนําส่วนใสไป

เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 2.6 โมลาร์ ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

4-24 ช่ัวโมง ช่ัวโมง สารละลายที่สกัดนี้นําไปปั่นเหว่ียงอีกครั้งด้วยแรงหนีศูนย์กลาง 12,000  ที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที โดยทิ้งส่วนใสและเก็บตะกอนคอลลาเจน ตะกอน

คอลลาเจนน้ีนําไปล้างด้วยเอทานอล ความเข้มข้น 95% จํานวน 1-2 ครั้ง จากนั้นล้างคอลลาเจนด้วย

น้ําปราศจากประจุ และนําไปปั่นเหว่ียง เพื่อให้คอลลาเจนตกตะกอน แล้วนําคอลลาเจนน้ีไปละลายให้

ได้ความเข้มข้น 1-30 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในกรดอะซิติกด้วยความเข้มข้นเจือจางหรือ PBS 

สารละลายคอลลาเจนถูกเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เมื่อนําคอลลาเจนที่สกัดได้ไป

วิเคราะห์น้ําหนักโมเลกุลด้วยเทคนิค SDS-PAGE พบว่าปรากฏแถบโปรตีนของ α1 และ α2 โดยมี

น้ําหนักโมเลกุล 140 และ 130 กิโลดาลตัน ตามลําดับ โดยแถบ α1 มีความเข้มเป็นสองเท่าของ α2 

ซึ่งยืนยันได้ว่าเป็นคอลลาเจน ชนิดที่ 1 

 
สิทธิบัตรสหรัฐอเมริกา 8512756 B2 ปี 2013 
เจ้าของผลงาน Sherry L. Voytlk-Harbin, Seth Kreger, Brett Bell และ Jennifer Bailey 
(Voytik-Harbin, S.L. และคณะ 2013) 
ช่ือสิทธิบัตร COLLAGEN PREPARATION AND METHOD OF ISOLATION 
 การสกัดคอลลาเจนจากหนังสุกร เริ่มจากนําหนังสุกรล้างด้วยนํ้าปราศจากประจุและตัดเป็น

ช้ินเล็กๆขนาด 1 ตารางเซนติเมตร นําหนังที่ตัดแล้วไปแช่ในตู้เย็น -80 องศาเซลเซียส แล้วนํามาบด

ในไนโตรเจนเหลวโดยใช้ครกบด นําเอ็นที่บดแล้วมากําจัดโปรตีนที่ไม่ใช่คอลลาเจนด้วยสารละลาย

โซเดียมอะซิเตท ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ด้วยอัตราส่วนหนังต่อสารละลายเป็น 0.125:1 (น้ําหนักต่อ

ปริมาตร) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง นําสารที่สกัดเพื่อกําจัดโปรตีนที่ไม่ใช่
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คอลลาเจนมาปั่นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 2000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 

นาที โดยทิ้งส่วนใสและนําหนังสุกรที่ได้มาทําซ้ําในข้ันตอนนี้ 3 ครั้ง จากนั้นนําหนังสุกรที่ได้ไปล้าง

ด้วยนํ้าปราศจากประจุเย็น 2 ครั้ง และนําหนังสุกรที่บดแล้วใส่ในสารละลายโซเดียมซิเตรท ความ

เข้มข้น 0.075 โมลาร์ ด้วยอัตราส่วนหนังต่อสารละลายเป็น 0.125 :1 (น้ําหนักต่อปริมาตร) นํา

สารละลายที่สกัดได้ไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 9,750 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 60 นาที โดยเก็บส่วนใสไว้และนําไปไดอะไลซ์ โดยใช้ถุงไดอะไลซ์ที่มี  MWCO 12,000-14,000 

ในสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ความเข้มข้น 0.02 โมลาร์ ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

จากนั้นนําสารละลายที่ผ่านการไดอะไลซ์ไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 2000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที จะได้ตะกอนคอลลาเจนและนําไปล้างด้วยน้ําปราศจากประจุและ

นาสารละลายคอลลาเจนไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 2000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 60 นาที ทําซ้ําในข้ันตอนการล้าง 2 ครั้ง ตะกอนคอลลาเจนถูกนําไปละลายในกรดอะซิติก 

ความเข้ม 0.1 โมลาร์ สารละลายคอลลาเจนถูกเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

2.3 ไฟโบรอินไหมไทย (Thai Silk Fibroin) 

การค้นพบประโยชน์ของไหมสันนิษฐานว่าจีนเป็นชาติแรกที่ค้นพบการสาวไหมออกจากรัง 

เมื่อประมาณ 4,700 ปีมาแล้ว ไหมเป็นเส้นใยโปรตีนธรรมชาติของพอลิเอไมด์ที่พ่นออกมาจากหนอน

ไหมระยะโตเต็มวัยเพื่อหอ่หุ้มตัวและป้องกันศัตรใูนขณะที่หนอนไหมลอกคราบกลายเป็นดักแด้และไม่

สามารถเคลื่อนที่ได้ เส้นใยไหมถูกสร้างจากแมลงในอันดับ (Order) Lepidoptera วงศ์ (Family) 

Bombycidae หรือไหมบ้าน (Mulberry silk) และ Saturniidae หรือไหมป่า (Non-mulberry หรือ 

wild silk) ไหมบ้านกินใบหม่อนเป็นอาหาร ส่วนไหมป่ากินใบพืชชนิดอื่น เช่น ใบละหุ่งหรือใบมัน

สําปะหลัง ไหมเป็นแมลงที่มีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างแบบสมบูรณ์ (Completely Metamorphosis 

Insect) วงจรชีวิตของไหมแบ่งออกเป็น 4 ระยะ ได้แก่ ไข่ (Silkworm egg) ตัวหนอน (Silkworm) 

ดักแด้ (Silk Pupa) และผีเสื้อไหม (Silk moth) มีเพียงระยะตัวหนอนเท่านั้นที่กินอาหารและนํา

สารอาหารที่มีอยู่ในใบหม่อนไปช่วยเสริมสร้างการเจริญเติบโต โดยผ่านการย่อยและการดูดซึมใน

ปริมาณ 1 ใน 3 ของสารอาหารทั้งหมด ครึ่งหนึ่งของโปรตีนที่ดูดซมึจะถูกนําไปใช้ผลติเป็นเส้นใย ไหม 

มีอยู่หลายชนิดด้วยกันข้ึนอยู่กับถ่ินกําเนิดและสรีระของไหม เช่น ไหมในเขตร้อน ไหมในเขตอบอุ่น 
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ไหมเขตหนาว สําหรับประเทศไทยซึ่งอยู่ในเขตร้อนจะมีพันธ์ุไหมที่ฟักออกตลอดปี (Polyvoltine) 

พันธ์ุไหมไทยจะมีลักษณะเฉพาะที่แตกต่างจากพันธ์ุไหมในเขตอบอุ่น ซึ่งสามารถแบ่งออกเป็น 3 ชนิด 

คือ ไหมพันธ์ุไทยพื้นบ้าน เป็นพันธ์ุดั้งเดิมชนิดฟักไข่ออกได้ทั้งปี, ไหมพันธ์ุไทยลูกผสม เป็นไหมชนิด 

Polyvoltine into bivotine ชนิดฟักไข่ออกได้ทั้งปีและไหมพันธ์ุลูกผสม เป็นไหมชนิด Bivotine ฟัก

ไข่ออกปีละ 2 ครั้ง 

เส้นใยไหมนั้นประกอบด้วยกรดอะมิโนที่ต่อเป็นสายโซ่ยาว (Long chain) ซึ่งมีความแตกต่าง

กันในองค์ประกอบ โครงสร้างและคุณสมบัติตามแหล่งที่พบ มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 10-

25 ไมโครเมตร เส้นใยไหมจากหนอนไหมประกอบด้วยโปรตีน 2 ส่วน คือ โปรตีนไฟโบรอิน (fibroin, 

C15H26N6O6) 2 เส้น คิดเป็นน้ําหนักประมาณร้อยละ 70-80 โดยน้ําหนัก และกาวไหมหรือเซริซิน 

(sericin, C15H23N5O8) ประมาณร้อยละ 20-30 โดยน้ําหนัก ทําหน้าที่เป็นกาวไหมเคลือบเส้นใยไฟ 

โบรอินสองเส้นให้อยู่ติดกัน ดังแสดงในรูปที่ 2.3 นอกจากนี้ยังประกอบด้วยสารอื่นๆ ได้แก่ แว็กซ์ 

(Wax matter) ประมาณร้อยละ 0.4-0.8 โดยน้ําหนัก คาร์โบไฮเดรต (Carbohydrates) ประมาณ

ร้อยละ 1.2-1.6 โดยน้ําหนัก อนินทรียวัตถุ (Inorganic matter) ประมาณร้อยละ 0.7 โดยน้ําหนัก 

และสีที่ปรากฏตามธรรมชาติ (Pigment) ประมาณร้อยละ 0.2 โดยน้ําหนัก (Mondal, M. และคณะ 

2007) 

ไฟโบรอินสามารถข้ึนรูปได้หลากหลาย เช่น เจล ผง เส้นใย และเยื่อหุ้ม (Membranes) ไฟ

โบรอินได้รับการยอมรับอย่างกว้างขวางเพื่อใช้สําหรับทําเครื่องสําอางและวัตถุเจือปนอาหาร และ

ได้รับการค้นพบในไม่นานมานีว่้ามีศักยภาพในด้านวิทยาศาสตร์ชีวการแพทย์และวิศวกรรม เนื่องจาก

คุณสมบัติทางชีวภาพที่โดดเด่น ไฟโบรอินได้รับความสนใจมาก เนื่องจากมีคุณสมบัติความเข้ากันได้ดี

กับเนื้อเยื่อ การย่อยสลายทางชีวภาพที่ดีและเกิดการอักเสบน้อย ทําให้ไฟโบรอินถูกนํามาใช้เป็นโครง

เลี้ยงเซลล์สําหรับงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ มีการรายงานว่าโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินถูกนําไปเลี้ยงเซลล์

สร้างเส้นใย (Fibroblasts) เซลล์สร้างกระดูก (Osteoblasts) และเซลล์ต้นกําเนิด ซึ่งสามารถเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการยึดเกาะ การเจริญเติบโตและการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ในลักษณะที่คล้ายกับ

โครงเลี้ยงเซลล์ที่ผลิตจากคอลลาเจน (Kundu, B. และคณะ 2013) 
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รูปท่ี 2.4 ไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน ์(J108 x นางลาย) และโครงสร้างของเส้นใยไหม 
ที่มา : กรมหม่อนไหม และ (Shang, S. และคณะ 2013) 

ประเทศไทยเป็นแหล่งผลิตไหมไทยมีคุณภาพแต่ราคาถูก เพื่อนําไปใช้ในอุตสาหกรรมสิ่งทอ 

ซึ่งมีการเลี้ยงไหมหลากหลายสายพันธ์ุมาเป็นเวลายาวนานโดยเฉพาะอย่างยิ่งในภาคตะวันออกเฉียง 

X 

ไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน ์

องค์ประกอบของโปรตีนทีอ่ยู่ในเส้นใยไหม 

ไหมญี่ปุ่นพันธ์ุ J108 ไหมไทยพันธ์ุนางลาย 



 

 

38 

เหนือ ไหมพันธ์ุไทยพื้นเมืองส่วนใหญ่มีช่ือข้ึนต้นด้วยคําว่า “นาง” เนื่องจากเกษตรกรเรียกช่ือตามผู้ที่

เลี้ยงมาอย่างต่อเนื่องจนได้ผลผลิตดีและมีคุณสมบัติดีเด่นเฉพาะตัว เกษตรจึงให้เกียรติแก่เจ้าของพันธ์ุ 

โดยการเรียกช่ือเจ้าของด้วยคําว่า “นาง” นําหน้าและต่อด้วยช่ือผู้เลี้ยงมาต้ังเปน็ช่ือพันธ์ุไหม เช่น นาง

เหลือง นางเขียว นางลิ่ว นางน้อย เป็นต้น ต่อมาใช้เรียกช่ือตามสถานที่ หมู่บ้าน ตําบล อําเภอ 

จังหวัดที่นํามา เช่น หนองแก้ว เขียวสกล เป็นต้น ไหมไทยจัดอยู่ในไหมเลี้ยงสายพันธ์ุ Bombyx mori 

ซึ่งมีความแตกต่างจากไหม Bombyx mori อื่นๆ คือ รังไหมไทยจะมีกาวไหม (Sericin) มากกว่าไหม

เลี้ยงชนิดอื่น รังมีลักษณะวงรีสีเหลืองเข้ม ขนาดเล็กเรียว มีปุยมากประมาณร้อยละ 20 สําหรับพันธ์ุ

ไหมไทยลูกผสมเป็นการคัดเลือกและปรับปรุงสายพันธ์ุ เพื่อให้ได้รังไหมที่มีคุณภาพและมีความ

เหมาะสมที่จะส่งเสริมใหเ้กษตรกรนําไปเลีย้ง ซึ่งเป็นการผสมระหว่างไหมสายพันธ์ุไทยแท้กับไหมพันธ์ุ

ต่างประเทศ 

ปี 2553 กรมหม่อนไหม โดยศูนย์หม่อนไหมเฉลิมพระเกียรติสมเด็จพระนางเจ้าสิริกิติ์ 

พระบรมราชินีนาถ สระบุรี ได้ดําเนินการเลี้ยงอนุรักษ์และพัฒนาพันธ์ุไหมไทยลูกผสมจากไหมพันธ์ุ

นางลายผสมกับไหมญี่ปุ่นพันธ์ุ J108 รังมีลักษณะกลมรีสีขาว และตั้งช่ือเพื่อเป็นเกียรติแก่อธิบดีกรม

หม่อนไหมคนแรก คือ นายไพโรจน์ ลิ้มจํารูญ ได้เป็นไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์  รังมีลักษณะกลมรีสี

เหลืองอ่อน เปลือกรังหนา มีน้ําหนักรังสดเฉลี่ย 1.37 กรัมต่อรัง ยาวประมาณ 3.5 เซนติเมตรและ

กว้างประมาณ 1.5 เซนติเมตร น้ําหนักรังเปลือก 23.84 เซนติกรัม และเปอร์เซ็นต์เปลือกรัง 17.47% 

รังไหมสาวง่าย เปอร์เซ็นต์สาวง่าย 82.00% ขนาดเส้นไหม 2.21 ดีเนียร์ เส้นใยยาวประมาณ 745.27 

เมตรต่อรัง ยาวกว่าพันธ์ุมาตรฐานซึ่งยาวประมาณ 500-600 เมตร รวมทั้งยาวกว่าพันธ์ุไทยพื้นเมืองที่

ยาวเพียง 250-350 เมตร กรมหม่อนไหมได้ดําเนินการทดสอบและผลิตไข่ไหมให้เกษตรกรเลี้ยงเพื่อ

การทดสอบในพื้นที่จังหวัดชัยภูมิ นครราชสีมา ร้อยเอ็ด มหาสารคาม ศรีสะเกษ ฉะเชิงเทรา อุทัยธานี 

และจันทบุรี ภายใต้กิจกรรมอนุรักษ์และขยายพันธ์ุหม่อนไหม โดยผลการทดสอบเลี้ยงไหมจาก

เกษตรกรพบว่าได้ผลในระดับที่น่าพอใจ โดยเฉพาะอย่างยิ่งเกษตรกรในจังหวัดชัยภูมิพึงพอใจมากต่อ

การเลี้ยงไหม สีเส้นไหมและปริมาณเส้นไหมที่ได้รับ เนื่องจากหนอนไหมเลี้ยงง่าย แข็งแรง ให้ผลผลิต

รังไหมที่ดีและมีคุณภาพ มีความทนทานต่ออุณหภูมิสูง ฝนตกชุก ความช้ืนสูงได้ดีเหมาะกับสภาพ

อากาศในประเทศไทย จึงเป็นพันธ์ุไหมที่มีความเหมาะสมที่จะส่งเสริมให้เกษตรกรเลี้ยงต่อไป (กรม

หม่อนไหม กระทรวงเกษตรและสหกรณ์) จากการปรับปรงุสายพนัธ์ุของไหมพันธ์ุเหลอืงไพโรจน์ซึ่งเพิง่

ค้นพบไม่นาน ทําให้ยังไม่มีรายงานลักษณะสมบัติของไหมพันธ์ุนี้ในงานวิจัย 
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ไหมมีข้อดีที่สําคัญหลายด้านเมื่อเทียบกับโปรตีนชนิดอื่น ๆ ซึ่งจะได้มาจากเนื้อเยื่อของ

สิ่งมี ชีวิตอื่นที่ เป็นสายพันธ์ุ (Specie)  เดียวกัน (Allogeneic) หรือจากสิ่งมี ชีวิตต่างสายพันธ์ุ 

(Xenogeneic) ด้วยเหตุจากความเสี่ยงในการติดเช้ือสําหรับวัสดุ เหล่านั้นมีความเป็นไปได้สูง 

กระบวนการในการผลิตทําให้วัสดุดังกล่าวยังมีราคาแพง เนื่องจากมีความเข้มงวดในกระบวนการแยก

โปรตีนและการทําให้บริสทุธ์ิ ในขณะที่ไหมสามารถถักทอเสน้ใยและผลติเสน้ใยจํานวนมากเป็นประจํา

ในทุกปี จึงถูกนํามาประยุกต์ใช้ในทางการแพทย์ ก่อนนําเส้นใยไหมไปใช้งานต้องทําการกําจัดกาวไหม

ด้วยด่างหรือเอนไซม์ เนื่องจากเซริซินซึ่งเป็นสาเหตุหลักของปัญหาความเข้ากันได้กับสิ่งมีชีวิต 

(Biocompatibility) และปฏิกิริยาการแพ้ชนิดที่ 1 (Type I allergic reaction) ของร่างกายที่มีต่อ

ไหม (Altman, G. H. และคณะ 2003) 

 

รูปท่ี 2. 5 โครงสร้างการเรียงลําดับกรดอะมิโนในไฟโบรอินไหม 
(ที่มา :http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Silk_fibroin_primary_structure.svg) 

ไฟโบรอินไหม มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 391.367 กิโลดาลตัน (Datta, A. และคณะ 2001)

ไฟโบรอินไหมประกอบด้วย 3 หน่วยย่อย คือ heavy chain (H) light chain (L) และไกลโคโปรตีน 

(glycoprotein) ขนาด 25 กิโลดาลตัน ช่ือว่า P25 โดย H-fibroin L-fibroin และ P25 ประกอบกัน

ข้ึน โดยมีอัตราส่วน 6:6:1 ในไหมบ้าน (Kundu, B. และคณะ 2013) โดย heavy chain (H) เป็นสาย

โซ่โปรตีน มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 350 กิโลดาลตัน ประกอบด้วยกรดอะมิโน 5263 ตัว ได้แก่ 

ไกลซีน (Glycine, Gly) ประมาณร้อยละ 43, อะลานีน (Alanine, Ala) ประมาณร้อยละ 30, ซีรีน 

(Serine, Ser) ประมาณร้อยละ 12 และกรดอะมิโนชนิดอื่นๆ โดยมีการเช่ือมต่อด้วยพันธะไดซัลไฟท์ 

(Disulfide bond) ระหว่างกรดอะมิโนซีสเตอีนตําแหน่งที่ 20 ด้านหมู่คาร์บอกซิล หรือ Cys-c20 

(twentieth residue from the carboxyl terminus) ของ heavy chain (H) กับกรดอะมิโนซีสเต

อีนตําแหน่งที่ 172 หรือ Cys-172 ของ light chain (L) ซึ่ง light chain (L) นั้นมีน้ําหนักโมเลกุล
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ประมาณ 25 กิโลดาลตัน ประกอบด้วยกรดอะมิโน 262 ตัว ได้แก่  อะลานีน (Alanine, Ala) 

ประมาณร้อยละ 14, ซีรีน (Serine, Ser) ประมาณร้อยละ 10, ไกลซีน (Glycine, Gly) ประมาณร้อย

ละ 9 และกรดอะมิโนชนิดอื่นๆ (Mondal, M. และคณะ 2007) บริเวณปลายด้านหนึ่งจะมีหมู่คาร์

บอกซิล เรียกว่า ปลายซี (C terminal) ส่วน P25 ประกอบด้วยพอลิเปปไทด์ (Polypeptide) และโอ

ลิโกแซ็กคาไรด์ (Oligosaccharide) ซึ่งประกอบด้วยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว 2-10 โมเลกุล โดยพบว่า

ส่วนใหญ่จะเป็นน้ําตาลแมนโนส (Mannose) จะเช่ือมอยู่กับหมู่อะมิโนแอสปาราจีน (Asparagine, 

Asn) ภายในพันธะเปปไทด์ 3 ตําแหน่งและจะเช่ือมต่อกับ H-L complex ด้วยโมเลกุลที่ไม่ชอบน้ํา 

(Hydrophobic interraction) ส่วนเซริซินประกอบด้วยกรดอะมิโนที่มีข้ัวในอัตราส่วนที่สูง นอกจาก

ไกลซีน อะลานีนและซีรีนแล้ว เซริซินยังประกอบด้วย กรดกลูตามิก (Glutamate, Glu) ทรีโอนีน 

(Threonine, Thr) และไทโรซีน (Tyrosine, Tyr) กรดอะมิโนเหล่านี้จะก่อเป็นบริเวณอสัณฐาน 

(Amorphous) ไฟโบรอินของเส้นใยไหมนั้นเกิดจากปฏิกิริยาการควบแน่นของ α-amino acid 

กลายเป็นพันธะเปปไทด์ ซึ่งเกิดจากการเรียงลําดับของกรดอะมิโนเป็นหน่วยซ้ําๆกัน คือ  Gly–Ser–

Gly– (Ala)2–Gly–[Ser–Gly–(Ala–Gly)n]8–Tyr (เมื่อ n เป็น 2 เสมอ) (Mhuka, V. และคณะ 2013) 

ดังแสดงรูปที่ 2.5 และมีการเช่ือมต่อกันด้วยพันธะไฮโดรเจนระหว่างหมู่คาร์บอกซิลกับหมู่เอมีนของ

กรดอะมิโน 2 ตัวและเกิดผลิตภัณฑ์เป็นน้ํา 1 โมเลกุล ทําให้มีลักษณะโครงสร้างเป็นแบบแผ่นพลีท

หรือโครงสร้างแบบเบตาชีท (β-pleated sheet) ชนิดที่สายเปปไทด์สวนทางกัน (Anti-parallel) ดัง

แสดงในรูปที่ 2.6 โดยแผ่นพลีทไฟโบรอินไหมแต่ละแผ่นจะซ้อนทับกันด้วยแรงแวนเดอร์วาลส์  (Van 

der waals forces) ระหว่างแผ่นเพื่อเสริมความแข็งแรงอีกทางหนึ่งด้วย ทําให้เส้นใยไฟโบรอินไหมมี

ความแข็งแรงสูงมากและแต่ละสายโซ่ของเปปไทด์มีความไม่ชอบน้ํา (Hydrophobic) สูง โครงสร้าง

เส้นไหมแบ่งได้เป็น 3 แบบ คือ แบบเบตาชีท (β-sheet) เกลียวแอลฟา (α-helical) จะอยู่ในส่วนที่

เป็นผลึก (Crystalline) และโครงสร้างเกลียวสุ่ม (Random coil) จะอยู่ในส่วนที่เป็นอสัณฐาน 

โครงสร้างอสัณฐานนี้จะเป็นส่วนที่ทําหน้าที่ด้านกายภาพโดยรวมของเส้นใยไหมและโครงสร้างที่เป็น

ผลึกเป็นส่วนที่ทําให้เส้นใยไหมมีความแข็งแรงและมีความยืดหยุ่น (Altman, G. H. และคณะ 2003, 

Sashina, E. S. และคณะ 2006) 
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รูปท่ี 2.6 โครงสร้างเป็นแผ่นพลีทหรือโครงสร้างแบบเบตาชีท (β - pleated sheet) 

(ที่มา: http://www.ehinger.nu/undervisning/index.php) 

ไฟโบรอินไหมประกอบด้วยกรดอะมิโน จํานวน 18 ชนิด โดยมีกรดอะมิโนที่สําคัญ 4 ชนิด 

ได้แก่ ไกลซีน (Glycine, Gly) ประมาณร้อยละ 43, อะลานีน (Alanine, Ala) ประมาณร้อยละ 30, ซี

รีน (Serine, Ser) ประมาณร้อยละ 12, ไทโรซีน (Tyrosine, try) ประมาณร้อยละ 5 และกรดอะมิโน

ชนิดอื่นๆประมาณร้อยละ 10 (Mhuka, V. และคณะ 2013) โดยร้อยละองค์ประกอบของกรดอะมิโน

ในเส้นใยไฟโบรอินของไหมที่ได้มาจากไหมสายพันธ์ุต่างๆดังแสดงในตารางที่ 2.7 
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ตารางท่ี 2.7 ร้อยละองค์ประกอบของกรดอะมิโนในเส้นใยไฟโบรอินของไหมสายพันธ์ุต่างๆ (Mhuka, 
V. และคณะ 2013, Kaewprasit, K. และคณะ 2014)  
 

ชนิดกรดอะมิโน 

พันธุ์นาง

น้อยศรีสะ

เกษ 1 

(Bombyx 

mori) 

พันธุ์ญีปุ่่น 

(Antheraea 

yamanai)  

พันธุ์จีน

(Antheraea 

pernyi) 

พันธุ์แอฟรกิา 

Gonometa 

postica 

พันธุ์บอตสวานา 

Gonometa 

rufobrunnea  

พันธุ์ซิมบับเว 

Gonometa 

rufobrunnea  

กรดอะมิโนที่ไม่มีขั้ว 

Alanine, Ala 34.29 31.26 29.39 28.14 26.02 28.36 

Glycine, Gly 38.32 33.00 35.76 36.89 33.15 35.12 

Valine, Val 1.15 1.67 1.53 1.60 1.42 1.61 

Leucine, Leu 0.27 0.38 0.43 1.47 1.24 1.42 

Isoleucine, Ile 0.20 0.31 0.32 0.82 0.71 0.81 

Methionine, 

Met 
0.08 0.13 0.10 0.31 0.30 0.32 

Proline, Pro 0.42 0.64 0.64 2.54 2.30 2.38 

Tryptophan, Trp 0.21 0.33 0.45 - - - 

Phenylalanine, 

Phe 
0.98 1.69 1.39 0.77 0.65 0.68 

กรดอะมิโนที่มีขั้วแต่ไม่มีประจุ 

Serine, Ser 13.42 16.87 16.30 12.10 13.10 13.36 

Threonine, Thr 0.80 1.08 1.08 0.87 0.66 0.77 

Tyrosine, Tyr 5.75 7.66 7.16 8.29 9.17 10.88 

Cysteine, Cys 0.00 0.00 0.00 0.08 0.08 0.11 

กรดอะมิโนที่มีขั้วและมีประจุบวก 

Lysine, Lys 0.20 0.26 0.30 1.06 0.92 1.00 

Arginine, Arg 0.30 0.31 0.44 6.54 5.91 5.35 

Histidine, His 0.83 0.81 1.02 0.23 0.25 0.27 

กรดอะมิโนที่มีขั้วและมีประจุลบ 

Aspartate, Asp 1.63 2.08 2.18 4.22 2.96 2.55 

Glutamate, Glu 1.15 1.52 1.51 1.16 1.15 0.93 
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เซริซิน (Sericin) เป็นโปรตีนที่มีความชอบน้ํา (Hydrophilic protein) เคลือบเส้นใยไฟโบ

รอิน น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 20-310 กิโลดาลตัน เส้นใยไหมมีเซริซินประมาณร้อยละ 20-30 โดย

น้ําหนัก เซริซินมีสมบัติในการละลายได้ในนํ้าร้อน สารละลายกรดหรือเบส หรือเอนไซม์ย่อยโปรตีน 

ในเส้นใยไหมแบ่งเป็นสองส่วน คือ แอลฟาเซริซิน (α-sericin) และเบตาเซริซิน (β-sericin) โดย

แอลฟาเซริซินจะอยู่ในผิวช้ันนอก ส่วนเบตาเซริซินจะอยู่ด้านใน แอลฟาเซริซินมีสมบัติในการละลาย

ในนํ้าร้อนได้ดีกว่าเบตาเซริซิน นอกจากนี้ยังสามารถแบ่งเซริซินตามช้ันผิวของเซริซิน โดยแบ่งจากผิว

ช้ันนอกเข้าด้านใน ได้เป็น 3 ชนิด ได้แก่ เซริซิน I คือ เซริซินช้ันนอก สามารถละลายออกง่ายสุดด้วย

น้ําร้อน เซริซิน II คือ เซริซินช้ันกลาง สามารถละลายได้ในสารละลายที่เป็นด่างอ่อน และเซริซิน III 

คือ เซริซินช้ันใน เป็นเซริซินส่วนที่ยึดกับแกนเส้นไหมไฟโบรอิน สามารถละลายได้ในสารละลายที่เป็น

ด่างอ่อน เซเรซินทั้ง 3 ชนิด มีอัตราส่วนการละลายประมาณ 40:40:20 โดยข้ึนอยู่กับอุณหภูมิของ

สารละลาย (Mondal, M. และคณะ 2007) 

การลอกกาวไหมเป็นกระบวนการแรกที่มีความจําเป็นอย่างยิ่งเพื่อกําจัดกาวไหม เนื่องจากเซ

ริซินเมื่อเข้าสู่ร่างกายจะไม่สามารถเข้ากับเนื้อเยื่อของสิ่งมีชีวิตได้ ทําให้เกิดการแพ้ตามมา นอกจากนี้

ยังเป็นการกําจัดสิ่งเจือปนอื่นๆ ที่อาจมีอยู่ในเส้นใยไหม เช่น สารหล่อลื่นหรือสารนุ่มที่เติมลงไปใน

ข้ันตอนการผลิตเป็นเส้นด้าย การทอหรือถักผ้า หรือกําจัดฝุ่นละออง สิ่งสกปรก น้ํามันหรือสีที่อาจ

เปื้อนติดมาในระหว่างกระบวนการผลิตเพื่อทําให้เส้นใยไหมเกิดความเงามันและนุ่มนวล การลอกกาว

ไหมหรือ silk degumming คือ การกําจัดสิ่งสกปรกที่มีอยู่ในเส้นใย หลักการลอกกาวไหม คือ การ

ไฮโดรไลซ์กาวไหมหรือทําลายพันธะเปปไทด์ของกาวไหมให้เป็นโมเลกุลเล็กๆที่ละลายน้ําได้ เช่น 

กรดอะมิโนและโอลิโกเมอร์ของกรดอะมิโน การไฮโดรไลซ์กาวไหมทําได้หลายวิธี เช่น การใช้กรด ด่าง 

เอนไซม์หรือแม้กระทั่งการใช้น้ําที่อุณหภูมิสูงภายใต้ความดัน 

 

2.3.1 สมบัตขิองเส้นใยไฟโบรอินไหม 

เส้นใยไฟโบรอินไหมเป็นเส้นใยธรรมชาติที่มีลักษณะทางกายภาพดังแสดงตารางที่ 2.8 

กระบวนการเตรียมไฟโบรอินไหมเริ่มจากการกําจัดกาวไหมเพื่อกําจัดสิ่งเจือปนที่มีอยู่ในเส้นใยไหม 

จากนั้นนําไฟโบรอินไหมที่ได้มาละลายในตัวทําละลายที่เหมาะสม แต่โครงสร้างทุติยภูมิของไฟโบรอิน

ทั้งแบบเกลียวแอลฟาและเบตาชีทมีพันธะไฮโดรเจนเป็นจํานวนมาก เส้นใยไฟโบรอินไหมจึงไม่

สามารถละลายน้ํา การเตรียมสารละลายไฟโบรอินต้องใช้ตัวทําละลายที่สามารถทําลายพันธะ
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ไฮโดรเจนภายในโครงสร้างซึ่งตัวทําละลายมีหลายชนิดทั้งตัวทําละลายเกลืออนินทรีย์ในน้ํา 

(Aqueous-salt) ตัวทําละลายเกลืออนินทรีย์ในน้ําผสมตัวทําละลายอินทรีย์ (Aqueous-salt-

organic) และตัวทําละลายอินทรีย ์(Organic solvent) ในสภาวะที่แตกต่างและเหมาะสม การเตรียม

สารละลายไฟโบรอินไหมด้วยตัวทําละลายอินทรีย์ กรดซัลฟูริก (Sulfuric acid) กรดฟอร์มิก (Formic 

acid) เฮกซะฟลูออโรไอโซโพรพานอล (Hexafluoroisopropanol;HFIP) มีความเหมาะสมน้อย

เนื่องจากมีความสามารถในการทําละลายไฟโบรอินตํ่าและเป็นสารกัดกร่อน การเตรียมไฟโบรอินไหม

ด้วยตัวทําละลายเกลืออนินทรีย์ในน้ําความเข้มข้นสูง เช่น แคลเซียมไนเตรต (Calcium nitrate) ลิ

เธียมโบรไมด์ (Lithiumbromide) ลิเธียมไธโอไซยาเนต (Lithium thiocyanate) แคลเซียมคลอไรด์ 

(Calcium chloride) และแคลเซียมคลอไรด์-เอทานอล (Calcium chloride-ethanol) เป็นต้น 

(Wadbua, P. และคณะ 2010) โดยตัวทําละลายลิเทียมโบรไมด์นั้นมีข้อดีที่สามารถเตรียมสารละลาย

ไฟโบรอินไหมให้มีความเข้มข้นสูงถึงร้อยละ 20 โดยน้ําหนัก และยังทําให้การละลายน้ําของไฟโบรอิน

ที่เตรียมได้มีความเสถียรต่อตัวทําละลายสงู ไอน้ําและออกซิเจนสามารถผ่านได้ มีความสามารถในการ

ย่อยสลายทางชีวภาพโดยเอนไซม์ไทโรซิเนส (tyrosinase) ภายในร่างกายจะสามารถย่อยไฟโบรอิน

ไหมได้ตามกลไกการกําจัดสิ่งแปลกปลอมที่เข้าสู่ร่างกาย โดยไม่เกิดผลิตภัณฑ์ที่เป็นพิษกับเซลล์และ

ปัญหาในกระบวนการเมตาบอลิซึมในร่างกาย มีความเข้ากันได้กับสิ่งมีชีวิตเมื่อนําไปปลูกถ่ายใน

ร่างกาย โดยมีการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันที่ต่ํา ไม่ก่อให้เกิดการต่อต้านจากเซลล์อันเป็นสาเหตุของ

การอักเสบ นอกจากนี้เส้นใยไฟโบรอินไหมยังมีความแข็งแรงสูงและสามารถยืดหยุ่นได้ดี พบว่าเส้นใย

มีความสามารถในการทนต่อแรงดึงได้ดีกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับวัสดุอื่นๆ แต่น้อยกว่าเส้นใยแมงมุม

และเส้นใยเคฟลาร์ สําหรับความสามารถในการทนต่อแรงกดนั้นเส้นใยไฟโบรอินไหมสามารถทนแรง

กดได้ดีกว่าวัสดุทุกชนิดรองลงมาจากกระดูกเท่านั้น โดยสมบัติเชิงกลของเส้นใยไฟโบรอินไหม

เปรียบเทียบกับชีววัสดุอื่นๆ แสดงในตารางที่ 2.9 
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ตารางท่ี 2.8 สรุปลักษณะทางกายภาพของไฟโบรอินไหม (Zhou, C.Z. และคณะ 2000, 
Kaewprasit, K. และคณะ 2014) 
 

น้ําหนักโมเลกุล  391.367 กิโลดาลตัน 

การดูดกลนืแสง 180 - 400 นาโนเมตร 

อุณหภูมิการเปลี่ยนสถานะคล้ายแก้ว 136-144 องศาเซลเซียส 

อุณหภูมิการเสียสภาพ 165 องศาเซลเซียส 

ค่าศักย์เซต้า (พีเอช 7.4) -3.88 มิลลิโวลต ์

ค่ามุมสัมผสัของน้ําบนฟิลม์ 58.7 องศา 

ตารางท่ี 2.9 การเปรียบเทียบสมบัติเชิงกลระหว่างเส้นใยไฟโบรอินไหมกบัชีววัสดุอื่นๆ (Altman, G. 
H. และคณะ 2003, Ude, A. U. และคณะ 2014) 

Material 
Ultimate Tensile 

Strength (MPa) 

Modulus 

(GPa) 

Bombyx mori silk (with sericin) จากสเปน 500 5-12 

Bombyx mori silk (without sericin) จากสปน 610-690 15-17 

Bombyx mori silk 650–750 16 

N. clavipes silk 875-972 11-13 

Collagen 0.9-7.4 0.0018-0.046 

Collagen X-linked 47-72 0.4-0.8 

Polylactic Acid (PLA) 28-50 1.2-3.0 

Tendon (comprised of mainlycollagen) 150 1.5 

Bone 160 20 

Kevlar49 3600–4100 131 

Synthetic Rubber 50 0.001 

Cotton 287–597 5.5–12.5 

Sisal 155–635 9.2–22.0 

Coir 175 4.0–6.0 

Jute 393–773 26.5 
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 Kaewprasit, K.และคณะ (2014) ได้ทําการเปรียบเทียบสมบัติทางกายภาพ ทางเคมีและ

ความเข้ากันได้ทางชีวภาพในระดับห้องปฏิบัติการของไฟโบรอินจากไหมบ้าน 3 สายพันธ์ุ ได้แก่ สาย

พันธ์ุนางน้อยศรีสะเกษ 1 (NN) สายพันธ์ุนครราชสีมา 1 (K1) และสายพันธ์ุนครราชสีมา 2 (K8) ผล

การศึกษาด้วยเทคนิค SDS-PAGE และ FTIR พบว่า ไฟโบรอินของไหมทั้ง 3 สายพันธ์ุ มีน้ําหนัก

โมเลกุลเท่ากันและไม่พบความแตกต่างของโครงสร้างทางเคมีของฟิล์มไฟโบรอินแต่ละสายพันธ์ุ 

นอกจากนี้สมบัติทางความร้อนและค่าศักย์เซต้าของสารละลายไฟโบรอินมีค่าใกล้เคียงกัน ส่วนค่ามุม

สัมผัสของน้ําบนฟิล์มไฟโบรอินพบว่า ฟิล์มไฟโบรอินสายพันธ์ุ K1 มีค่าต่ําที่สุดอย่างมีนัยสําคัญเมื่อ

เทียบกับสายพันธ์ุ NN แต่ไม่พบความแตกต่างเมื่อเทียบกับสายพันธ์ุ K8 เมื่อพิจารณาปริมาณและ

องค์ประกอบของกรดอะมิโนในสารละลายไฟโบรอินพบว่าสารละลายไฟโบรอินพันธ์ุ K1 มีค่าผลรวม

ร้อยละโดยโมลของกรดอะมิโนกลุ่มที่มีความชอบน้ํามากกว่าสารละลายไฟโบรอินพันธ์ุ  NN ซึ่ง

สอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ค่ามุมสัมผัสของน้ําบนฟิล์มไฟโบรอิน ทําให้สามารถสรุปได้ว่าไฟโบรอิน

สายพันธ์ุ K1 มีความชอบน้ํามากกว่าสายพันธ์ุ NN อย่างมีนัยสําคัญ ผลการศึกษาการยึดเกาะการ

เจริญเติบโตของเซลล์ L929 และเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดูกของหนู (MSC) บนฟิล์มไฟโบรอินให้ผล

สอดคล้องกัน คือ ฟิล์มไฟโบรอินสายพันธ์ุ K1 มีแนวโน้มส่งเสริมการยึดเกาะของเซลล์ได้ดีกว่าฟิล์มไฟ

โบรอินอีกสองสายพันธ์ุ ผลการศึกษาการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูกของเซลล์ต้นกําเนิดไข

กระดูกของหนูบนฟิล์มไฟโบรอินพบแนวโน้มว่าปริมาณเอนไซม์ ALP และปริมาณแคลเซียมที่สะสม

บนฟิล์มไฟโบรอินสายพันธ์ุ K1 มีค่ามากกว่าฟิล์มไฟโบรอินสายพันธ์ุ NN และสายพันธ์ุ K8 เล็กน้อย 

ทั้งนี้อาจเป็นผลมาจากฟิล์มไฟโบรอินสายพันธ์ุ K1 มีสมบัติความชอบน้ํามากกว่าสายพันธ์ุ NN และ 

K8 ดังนั้นไฟโบรอินสายพันธ์ุ K1 มีแนวโน้มช่วยส่งเสริมการยึดเกาะและการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์

กระดูกได้ดีกว่าสายพันธ์ุ NN และสายพันธ์ุ K8 

 Chamchongkaset, J. และคณะ (2008) ได้พัฒนาโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมพันธ์ุไทย 

พันธ์ุนางน้อยศรีสะเกษ 1 โครงเลี้ยงเซลล์ถูกผลิตด้วยวิธีการกําจัดเกลือออก แล้วนํามาคอนจูเกตด้วย

เจลาตินชนิดเอ เพื่อช่วยเพิ่มสมบัติทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย โครงเลี้ยงเซลล์

ไฟโบรอินไหมไทยที่มีการปรับปรุงพื้นผิวด้วยการคอนจูเกตเจลาตินมีการเช่ือมต่อของโครงสร้างที่

แข็งแรง โดยดูจากค่ามอดูลัสของแรงกดซึ่งมีค่าสูงข้ึน 93% และยังช่วยส่งเสริมการยึดเกาะการ

เจริญเติบโตของเซลล์ Mouse osteoblast-like cells (MC3T3-E1) บนโครงเลี้ยงเซลล์ได้ดีกว่าโครง

เลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย  
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 Vachiraroj, N. และคณะ (2009) ได้ทําการศึกษาการข้ึนรูปฟิล์มและโครงเลี้ยงเซลล์จากชีว

วัสดุต่างๆ ได้แก่ ไฮดรอกซีแอปาไทต์/ไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน/ไฟโบรอินไหมไทย ไฮดรอกซีแอปา

ไทต์/เจลาติน/ไฟโบรอินไหมไทย และไฮดรอกซีแอปาไทต์/ไคโตซาน นําไปเลี้ยงเซลล์เพื่อทดสอบ

ความเข้ากันได้ทางชีวภาพในระดับห้องปฏิบัติการโดยใช้เซลล์กระดูก Mouse preosteoblast cell 

line (MC3T3-E1) และเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดูกของหนู (rat bone marrow-derivedmesen 

chymal stem cells) พบว่าในเวลา 5 วัน ฟิล์มและโครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมจากเจลาติน/ไฟโบรอิน

ไหมไทยน้ัน เซลล์ทั้งสองชนิดสามารถยึดเกาะและเจริญเติบโตได้ดีที่สุด รองลงมาคือฟิล์มและโครง

เลี้ยงเซลล์ที่เตรียมจากไฮดรอกซีแอปาไทต์/เจลาติน/ไฟโบรอินไหมไทย การเปลี่ยนแปลงไปเป็น

กระดูกโดยการวิเคราะห์จากค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์อลคาไลน์ฟอสฟาเตส (Alkaline Phosphatase 

activity, ALP) และปริมาณการสะสมของแคลเซียม พบว่า ในเวลา 29 วัน ฟิล์มและโครงเลี้ยงเซลล์ที่

เตรียมจากไฮดรอกซีแอปาไทต์/เจลาติน/ไฟโบรอินไหมไทยให้ค่าสูงสุดทั้งสองค่า  

Okhawilai, M. และคณะ (2010) ไดท้ําการศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการข้ึนรูปแผ่นเส้นใยไฟโบ

รอินไหม/เจลาตินโดยผ่านกระบวนการปั่นด้วยไฟฟ้าสถิต เพื่อนําไปใช้ในการควบคุมการปลดปล่อย

สาร ปัจจัยที่ศึกษา ได้แก่ ความต่างศักย์ทางไฟฟ้า (15–25 กิโลโวลต์) และอัตราส่วนไฟโบรอินไหม/เจ

ลาติน (10/90 – 50/50) พบว่าเมื่อความต่างศักย์ทางไฟฟ้าเพิ่มข้ึนทําให้ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ

เส้นใยลดลงและอัตราส่วนไฟโบรอินไหมน้อยกว่าร้อยละ 50 โดยน้ําหนัก ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง

เฉลี่ยของเส้นใยลดลง มีการกระจายตัวของเส้นใยอยู่ในช่วงที่แคบ เมื่อเพิ่มอัตราส่วนของไฟโบรอิน

ไหมมากขึ้น ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเฉลี่ยของเส้นใยจะเพิ่มข้ึน แล้วนําแผ่นเส้นใยไฟโบรอินไหม/เจ

ลาตินที่อัตราส่วน 50/50 30/70 และ 10/90 มาทดสอบการย่อยสลายทางชีวภาพด้วยเอนไซม์

คอลลาจีเนส พบว่าแผ่นเส้นใย 10/90 มีการย่อยสลายทางชีวภาพที่ค่อนข้างเร็ว แผ่นเส้นใย 50/50 มี

การย่อยสลายทางชีวภาพช้าที่สุด เนื่องจากมีปริมาณของไฟโบรอินไหมมากเมื่อนํามาทดสอบการ

ควบคุมการปลดปล่อยสาร โดยใช้สารที่มีประจุต่างกัน 2 ชนิด คือ Azo-casein ที่มีประจุลบและ 

Methylene blue ที่มีประจุบวก พบว่าที่เวลา 72 ช่ัวโมง แผ่นเส้นใยที่ผลิตได้สามารถควบคุมการ

ปลดปล่อย Azo-casein โดยมีอัตราการปลดปล่อยที่เร็วเนื่องจากมีประจุลบเหมือนกับแผ่นเส้นใยไฟ

โบรอินไหม/เจลาติน จึงเกิดแรงผลักกันทําให้มีการปลดปล่อยอย่างรวดเร็ว ส่วน Methylene blue 

จะถูกดูดซับบนแผ่นเส้นใยเนื่องจากมีประจุตรงข้ามกับแผ่นเส้นใยไฟโบรอิน ไหม/เจลาตินและถูก

ปลดปล่อยตามอัตราการย่อยสลายทางชีวภาพของแผ่นเส้นใยอย่างช้าๆ 
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Tungtasana, H. และคณะ (2010) ได้ทําการศึกษาการย่อยสลายทางชีวภาพในระดับ

ห้องปฏิบัติการและในสัตว์ทดลอง รวมถึงการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ในสัตว์ทดลองตาม

มาตรฐาน ISO 10993 Part 6 บนโครงเลี้ยงเซลล์จากชีววัสดุ 3 ชนิด ได้แก่ ไฟโบรอินไหมสายพันธ์ุ

นางน้อยศรีสะเกษ 1 เจลาตินและไฮดรอกซีแอปาไทต์ โดยข้ึนรูปโครงเลี้ยงเซลล์จากไฟโบรอิน ไฟโบ

รอิน/เจลาติน ไฟโบรอิน/ไฮดรอกซีแอปาไทต์ ไฟโบรอิน/เจลาติน/ไฮดรอกซีแอปาไทต์ ผลการศึกษา

ความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพ พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ ไฟโบรอิน/ไฮดรอกซีแอปาไทต์ มี

ความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพในระดับห้องปฏิบัติการได้ช้าที่สุด เนื่องจากมีการเช่ือม

ขวางทางเคมี (EDC/NHS) และการเช่ือมขวางทางความร้อน ส่วนการย่อยสลายทางชีวภาพใน

สัตว์ทดลอง เมื่อเวลาผ่านไป 12 สัปดาห์พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินทุกชนิดมีการย่อยสลายทาง

ชีวภาพในสัตว์ทดลองต่ํา สําหรับการทดสอบความเป็นพิษในหนู พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ทั้ง 4 กลุ่ม ไม่มี

ความเป็นพิษต่อเซลล์ในสัตว์ทดลองตามมาตรฐาน ISO10993 Part 6 

Jetbumpenkul, P. และคณะ (2012) ได้ศึกษาและเปรียบเทียบโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอิน

ไหมไทย/เจลาตินในอัตราส่วนไฟโบรอินไหมไทยต่อเจลาตินเท่ากับ  0/100, 20/80,40/60, 50/50, 

60/40, 80/20 และ 100/0 พบว่าสารละลายไฟโบรอินไหมไทย/เจลาตินในอัตราส่วน 50/50 มีค่า

ศักย์เซต้าใกล้เคียงศูนย์ทั้งในสารละลายบัฟเฟอร์ที่มีพีเอช 5.6 และพีเอช 7.4 ซึ่งแสดงให้เห็นว่าอัตรา

ส่วนผสมดังกล่าวก่อให้เกิดความสมดุลของประจุในสารละลายของไฟโบรอินกับเจลาติน นอกจากนี้

โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยผสมเจลาตินในอัตราส่วน 40/60, 50/50 และ 60/40 มีค่าความ

ต้านทานแรงกดสูงทั้งสภาวะแห้งและเปียก เมื่อเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลล์ในอัตราส่วนอื่นและ

โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย/เจลาตินในอัตราส่วน 50/50 มีค่าความต้านทานแรงกดสูงสุดใน

สภาวะเปียก สําหรับการทดสอบทางชีวภาพในระดับห้องปฏิบัติการด้วยเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดูกของ

หน ู(rat bone marrow-derivedmesenchymal stem cells) พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหม

ไทย/เจลาตินในทุกอัตราส่วนช่วยสนับสนุนให้เซลล์สามารถยึดเกาะและเจริญเติบโตได้ 

Maghdouri-White, Y. และคณะ (2014) ได้ทําการศึกษาการข้ึนรูปแผ่นเส้นใยไฟโบรอิน

ไหม/คอลลาเจน ชนิดที่ 1 ความเข้มข้นร้อยละ 7 โดยน้ําหนัก ด้วยอัตราส่วนไฟโบรอินไหม/คอลลา

เจน 100/0, 95/5, 90/10, และ 85/15 โดยผ่านกระบวนการปั่นด้วยไฟฟ้าสถิต เพื่อนําไปเป็นโครง

เลี้ยงเซลล์เนื้อเยื่อบุผิวมนุษย์ (Human mammary epithelial cells, MCF10A) พบว่าโครงเลี้ยง

เซลล์ไฟโบรอินไหม มีค่ามอดูลัสของสภาพยืดหยุ่น 35 เมกะปาสกาลและการยึดเกาะของเซลล์ร้อยละ 
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70 และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหม/คอลลาเจน 95/5 และ 90/10 มีค่ามอดูลัสของสภาพยืดหยุ่น 

40 เมกะปาสกาลและมีร้อยละการยึดเกาะของเซลล์เท่ากับ 90 และโครงเลี้ยงเซลล์ ไฟโบรอินไหม/

คอลลาเจน 85/15 มีค่ามอดูลัสของสภาพยืดหยุ่น 25 เมกะปาสกาลและร้อยละการยึดเกาะของเซลล์

เท่ากับ 80 

Fauzi, M. B. และคณะ (2016) ได้ทําการศึกษาการสกัดคอลลาเจนจากเอ็นแกะด้วยกรดอะ

ซิติก ความเข้มข้น 0.35 โมลาร์ ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ช่ัวโมง จากนั้นนําไป

ตกตะกอนด้วยโซเดียมคลอไรด์และไดอะไลซ์ แล้วนําคอลลาเจนที่สกัดได้ละลายในกรดอะซิติกความ

เข้มข้น 0.35 โมลาร์และนําสารละลายคอลลาเจนมาเคลือบใน 12-well culture plate เพื่อนําไป

เลี้ยงเซลล์เนื้อเยื่อผิวหนังมนุษย์ด้วยความหนาแน่น 1000 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตร พบว่าที่เวลา 6 

ช่ัวโมง ร้อยละการยึดเกาะของเซลล์สูงกว่า 90 และมีอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะจากวันที่ 1 ถึง 7 

ประมาณ 0.07 ต่อช่ัวโมง โดยมีความแตกต่างทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับการเลี้ยงบนถาดเพาะเลี้ยง

เซลล์พอลิสไตรีนและคอลลาเจนจากเอ็นหางหนู เมื่อคํานวณเวลาการแบ่งตัวทวีคูณ พบว่ามีเวลาใน

การแบ่งตัวทวีคูณ 9.90 ช่ัวโมง 

 Kim, S. H. และคณะ (2016) ได้ทําการศึกษาการสกัดคอลลาเจนจากเท้าเป็ดด้วยกรดซิติก

แล้วนํามาผสมกับไฟโบรอินไหม ความเข้มข้นร้อยละ 4 โดยน้ําหนัก ในอัตราส่วนคอลลาเจนผสมไฟโบ

รอินไหมเป็น 100/0, 50/50 และ 0/100 แล้วนําไปทําให้แห้งแบบเยือกแข็งเพื่อข้ึนรูปเป็นโครงเลี้ยง

เซลล์แบบฟองน้ํา แล้วนําไปเลี้ยงเซลล์เนื้อเยื่อผิวหนังตัวอ่อนของหนู (primary mouse embryonic 

fibroblast cells, NIH/3T3) พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์คอลลาเจน มีการร้อยละการยึดและการ

เจริญเติบโตของเซลล์สงูกว่าโครงเลี้ยงเซลล์อีกสองชนิด เมื่อนําไปปลูกถ่ายบนหลังหนูพบว่าโครงเลี้ยง

เซลล์มีการย่อยสลายโดยโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมและคอลลาเจน/ไฟโบรอินไหม 50/50 มีการ

ย่อยสลายนาน 21 วัน และโครงเลี้ยงเซลล์คอลลาเจน มีการย่อยสลาย 14 วัน 

 

 



 

 

บทที่ 3 
วัสดุและวิธีการด าเนินงานวิจัย 

3.1 วัสดุและสารเคม ี

- เส้นไหมสายพันธ์ุไทยลูกผสมที่ผ่านการสาวด้วยมือเข้าอัก (พันธ์ุเหลืองไพโรจน์, ได้รับจากคุณคําปน 
พิลามัย ผลิตเมื่อวันที่ 29 มีนาคม 2557 สถานที่ผลิตบ้านห้วยบง อําเภอเมือง จังหวัดชัยภูมิ ) และรัง
ไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์และพันธ์ุนางน้อยศรีสะเกษ 1 (ได้รับจากศูนย์หม่อนไหมเฉลิมพระเกียรติ 
สมเด็จพระนางเจ้าสิริกิติ์พระบรมราชินีนารถ จังหวัดนครราชสีมา) 
- เอ็นรอ้ยหวายสกุร (เท้าสกุรจากตลาดสดสามย่าน แช่ในตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส) 

- Acetic acid (Grade AR, Qrec Chemical Co., Ltd., นิวซีแลนด์, cat# A1020-1-2501) 

- Acetone (Grade AR, Qrec Chemical Co., Ltd., นิวซีแลนด์, cat# A1084-1-2501) 

- Acrylamide Eectophoresis reagent (Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา, cat# A3553) 

- Bromophenolblue (Merck, เยอรมน,ี cat# 1081220005) 

- CO2 gas (Labgaz Co., Ltd, ไทย) 

- Collagen BM (Pepsin soluble collagen from porcine skin, ความเข้มข้น 5.3 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร พีเอช 3.1, Nitta Gelatin Inc., ญี่ปุ่น, cat#140918) 

- Collagen from Bovine Achilles tendon (Sigma-Aldrich, สหรฐัอเมริกา, cat#C4387) 

- Collagen Solution (Type I, Calf Skin, Sigma-Aldrich, สหรฐัอเมริกา, cat#C8919) 

- Deionized Water pH 5.5 (DI water) 

- Dialysis tube (MWCO 12,000-16,000, Viskase Companies, Inc., ญี่ปุ่น) 

- Dulbecco’s modified eagle powder medium (D-MEM, Hyclone, สหรัฐอเมริกา, cat# 

SH30003.02) 

- Ethanol 99.9% (Qrec Chemical Co., Ltd., นิวซีแลนด์, cat# E7025-1-2501) 

- Fetal bovine serum (FBS, Hyclone, สหรัฐอเมรกิา, cat# SV30160.03) 

- HEPES free acid (OmniPur®, EMD Chemicals Inc., สหรัฐอเมรกิา, cat# 5310) 

- Hoechst 33258 (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, สหรัฐอเมรกิา, cat# H1398) 

- Hydrochloric Acid 37% (Qrec Chemical Co., Ltd., นิวซีแลนด์, cat# H8040-1-2501) 
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- Liquid N2 gas (Giss Marketing Co., Ltd., ไทย) 

- Lithium bromide (Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา, cat# 213225) 

- β-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมรกิา, cat# M6250) 

- Pepsin from porcine gastric mucosa (Powder, slightly beige, 600-1200 U/mg, lot 

result 683 U/mg, Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา, cat# 77160) 

- Penicillin-Streptomycin solution (Penicillin 10,000 units/ml และ Streptomycin 10,000 

ug/ml, Hyclone, สหรฐัอเมริกา, cat# SV30010) 

- Phosphate buffered saline (PBS, Bio basic inc., แคนาดา, cat# PD0100) 

- Precision Plus ProteinTM Standards (Bio-Rad Laboratories, Inc., สหรัฐอเมรกิา, cat# 161-

0363) 

- Silver Stain II Kit (Wako Pure Chemical Industries, Ltd., ญี่ปุ่น, cat# 291-50301) 

- Sodium choride (Loba Chemie, อินเดีย, cat# 0582001000) 

- Sodium dodecyl sulfate (SDS, Merck, เยอรมน,ี cat# 822050) 

- Sodium dodecyl sulfate lysis buffer (SDS, Bio basic inc., แคนาดา, cat# SB0485) 

- Sodium hydroxide (Loba Chemie Pvt. Ltd., อินเดีย, cat# 0590001000) 

- Sodium carbonate (Ajax Finechem, ออสเตรเลีย, cat# 463) 

- Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3, Bio basic inc., แคนาดา, cat# SB0482) 

- Tissue culture dish, 10 cm (Costar®, Corning, สหรฐัอเมริกา) 

- Tissue culture plates, 24-well และ 96-well polystyrene (Corning®, สหรัฐอเมริกา) 

- Tris (hydroxymethyl) aminmethane, Tris (Merck, เยอรมน,ี cat# 108387) 

- Trypan blue stain 0.4 % (Gibco, สหรัฐอเมริกา, cat# 15250-061) 

- Trypsin/EDTA (0.25 % Trypsin in EDTA.4Na, Hyclone, สหรัฐอเมรกิา, cat# SH30042.02) 

 

3.2 อุปกรณ ์

- กล้องถ่ายรูป (D5000, Nikon, ญี่ปุ่น)  

- เครื่องปั่นเหว่ียงสาร (Centrifuge, Universal 320R, Hettich, เยอรมน)ี 

- เครื่องทําแหง้ด้วยความเย็น (Freeze dryer, CHRIST®, เยอรมน)ี 
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- ตู้แช่ 4 องศาเซลเซียส (NR-BU343, Panasonics, ญี่ปุ่น) 

- ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (Sandenintercool, ไทย) 

- ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส (Haier, จีน) 

- ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส (New Brunswick scientific, สหรัฐอเมริกา) 

- ตู้ปลอดเช้ือ (Laminar Flow) (Cabinet, ScanLaf, Mars 1800, เดนมาร์ก) 

- ตู้ดูดความช้ืน (Patron, ไต้หวัน) 

- ตู้เพาะเช้ือบรรยากาศคารบ์อนไดออกไซด ์(CO2 incubator, HEPA CLASS 100, สหรัฐอเมริกา) 

- ตู้อบแหง้ (Binder, เยอรมน)ี 

- หลอดทดลอง ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร (Centrifuge tubes, Jet Biofil®, จีน) 

- Chemical Fume Hood (Dac 2005 plus, ProLAB laboratory Fume Hood, แคนาดา) 

- Contact angle meter (Goniometers, JYSP-360, จีน) ส่งวิเคราะห์ที่ หน่วยวิจัยและบริการ

เครื่องมือกลาง วิทยาลัยนวัตกรรมการจัดการข้อมูล สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหาร

ลาดกระบัง 

- Differential Scanning Calorimeter (DSC, TA Instrument, สหรัฐอเมริกา) วิเคราะห์ที่

ห้องปฏิบัติการพอลิเมอร์และวัสดุคอมโพสิท ภาควิชาวิศวกรรมอุตสาหการ คณะวิศวกรรมศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยเทรนโต อิตาลี 

- Digital balance (AL204, Mettler TOLEDO, สหรัฐอเมริกา) 

- Fluorescence microplate reader (FLUOstar Omega, BMG LABTECH, เยอรมน)ี 

- Fourier transforms infrared spectroscopy (FT-IR, Spectruum GX, Perkin Elmer, อังกฤษ) 

ส่งวิเคราะห์ที่ ศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

- Hemocytometer (Counting Chamber, Boeco, เยอรมนี) 

- High performance liquid chromatography (HPLC) รุ่น LC – 10A (Shimadzu, ญี่ปุ่น) ส่ง

วิเคราะห์ที่ศูนย์ทดสอบและมาตรวิทยา สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย 

- Inverted Microscopes (Eclipse TS100, Nikon, ญี่ปุ่น) 

- Micropipette (Pipetman P20, P200, P1000 and P5000, สหรัฐอเมริกา) 

- Magnetic stirrer / Hot plate (RCT Basic, Ika labortechnik, เยอรมน)ี 

- NanoDrop 2000 UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific, สหรัฐอเมรกิา) 
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- Sieve (OSAKA IIDA Co., Ltd., ญี่ปุ่น) 

- Serological pipet, Nonpyrogenic (Costar®, Corning, สหรฐัอเมริกา) 

- pH-meter (Mettler TOLEDO, สหรัฐอเมริกา) 

- Pump (Model: DOA-P504-BN, Gast Manufacturing Inc., สหรัฐอเมริกา) 
- Thermogravimetric analyzer (TGA, TA Instrument, สหรัฐอเมริกา) วิเคราะหท์ี่ห้องปฏิบัติการ

พอลิเมอร์และวัสดุคอมโพสิท ภาควิชาวิศวกรรมอุตสาหการ คณะวิศวกรรมศาสตร์ มหาวิทยาลัย 

เทรนโต อิตาลี 

- Vortex (Chemoscience, ไทย) 

- Water bath (SUB6, Grant, อังกฤษ) 

- Zetasizer Nano ZS (Malvern, อังกฤษ) 
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3.3 ขั้นตอนการด าเนินงานวิจัย 

แผงผงัการดําเนินงานวิจัยทั้งโครงการ แสดงดงัรปูที่ 3.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3.1 แผนผังการดําเนินงานวิจัยทัง้โครงการ 
 

3.4.1 สกัดคอลลาเจนจากเอ็นร้อยหวายสุกรด้วย
กรดอะซิติกและทรีทด้วยเปปซิน พีเอช 1.56 
อัตราส่วนเอนไซม์เปปซิน : คอลลาเจน 1:10, 1:30, 
และ 1:50 โดยนํ้าหนัก (w/w) ที่ 4 และ 25 ºซ เป็น
เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง 

3.4.2 ศึกษาลักษณะสมบัติของ

คอลลาเจน 

- ร้อยละผลได้ (yield) 

- นํ้าหนักโมเลกุล (SDS-PAGE) 

- ปริมาณและองค์ประกอบของ
กรดอะมิโน 
- ความหนืดในตัว ที่ 25 ºซ 

- ค่าศักย์เซต้า (Zeta 
Potential) 
- ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Lowry 
- การเกิดเจลที่ 37 ºซ พีเอช 7.4 
- การวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชัน (FTIR) 
- การวิเคราะห์ด้วยเทคนิคเชิง
ความร้อน (DSC และ TGA) 

3.4.4 เตรียมสารละลายคอลลา

เจน (C) : ไฟโบรอินไหมไทย 

(SF) อัตราส่วน 99:1, 95:5, 

90:10, และ 80:20 

3.4.4 ศึกษาลักษณะสมบัติ
ของสารละลาย 
- ศักย์เซต้า 
- ความหนืด ที่ 25 ºซ 
- พีเอช 
- การเกิดเจล ที่ 37 ºซ 

3.4.5 เตรียมฟิล์ม C/SF โดย
การทําแห้งด้วยอากาศ (Air 
dry) 

3.4.5 ศึกษาลักษณะสมบัติ
ของฟิล์ม 
- ค่ามุมสัมผัส 
- การวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชัน 
(FTIR) 

3.4.3 ศึกษาลักษณะสมบัติของไฟโบรอิน 
- ปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโน 
- ค่าศักย์เซต้า (Zeta Potential) 
- นํ้าหนักโมเลกุล (GPC, SDS-PAGE) 
- การวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชัน (FTIR) 
- การวิเคราะห์ด้วยเทคนิคเชิงความร้อน 
(DSC และ TGA) 

3.4.3 สกัดสารละลายไฟโบรอินไหมไทย จาก
ไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์ 

3.4.6 ทดสอบความเข้ากันได้

ทางชีวภาพกับเซลล์ L929 
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3.4 การด าเนินงานวิจัย 

3.4.1 ขั้นตอนการสกัดคอลลาเจนจากเอ็นร้อยหวายสุกร 

 การสกัดคอลลาเจนสามารถทําได้หลายวิธี โดยเริ่มจากการล้างทําความสะอาดวัตถุดิบแล้วจึง

ทําให้คอลลาเจนที่มอียู่ละลายออกมาโดยใช้กรด เช่น กรดอะซิติก ความเข้มข้น 0.5-1 โมลาร์หรือการ

ใช้กรดร่วมกับเอนไซม์ (Friess, W. 1998) ซึ่งส่วนใหญ่จะใช้เอนไซม์เปปซิน เนื่องจากสามารถทํางาน

ได้ที่พีเอชต่ํา (พีเอช 2-3) และมีความจําเพาะในการตัดส่วนเทโลเปปไทด์ซึ่งบริเวณดังกล่าวเป็นส่วนที่

ทําให้เกิดการแพ้เมื่อนําไปใช้ประโยชน์ทางการแพทย์ (Lee, C. H. และคณะ 2001) 

ก. การแยกเอ็นร้อยหวายสุกร 

การแยกเอ็นร้อยหวายสุกร เริ่มต้นนําเท้าสุกรที่ซื้อจากร้านเจ๊จิ๋ว แผงที่ 77 และ 79 ตลาดสด

สามย่าน (สุกรอายุ 25 สัปดาห์ น้ําหนัก 100-105 กิโลกรัม จากสามพรานฟาร์ม) และเก็บไว้ในตู้เย็น

อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส นํามาละลายที่อุณหภูมิห้อง ล้างทําความสะอาดด้วยน้ําปราศจากประจุ 

(Deionized Water, DI) โดยใช้น้ําเย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แล้วนําเท้าสุกรไปแช่ในเอทานอล 

70% โดยใช้อัตราส่วนเอทานอล 1 ลิตรต่อนํ้าหนักเท้าสุกร 1 กิโลกรัม แช่ทิ้งไว้เป็นเวลา 30 นาที ใช้

มีดคัตเตอร์กรีดหนังและเลาะเอ็นออกมา ช่ังน้ําหนักเอ็น โดยเท้าสุกร 1 ข้าง ได้น้ําหนักเอ็นเปียก

ประมาณ 15-20 กรัม วิธีการแยกเอ็นร้อยหวานสุกร ดังแสดงในรูปที่ 3.2 โดยทุกข้ันตอนในการแยก

เอ็นร้อยหวายสุกรทําที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และเอ็นร้อยหวายถูกเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -40 

องศาเซลเซียสก่อนนําไปสกัดคอลลาเจน 
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รูปท่ี 3.2 ข้ันตอนการเลาะเอ็นร้อยหวายสุกร 
 
ข. การสกัดคอลลาเจนจากเอ็นรอ้ยหวายสกุรด้วยกรดอะซิตกิ 

 การสกัดคอลลาเจนจากเอ็นรอ้ยหวายสุกร ดัดแปลงจาก (Ho, H.O. และคณะ 1997) เริ่มต้น

จากช่ังน้ําหนักเอ็น 2 กรัม ตัดด้วยกรรไกร ยาวประมาณ 1 มิลลิเมตร แล้วบดในไนโตรเจนเหลว โดย

เทไนโตรเจนเหลวลงในครกบดยาทีม่ีเอ็นอยู่แล้วใช้สากบดจนละเอียด กําจัดไขมันที่อยู่ในเอ็นด้วยอะซิ

โตน โดยใช้อัตราส่วนอะซิโตน ปริมาตร 10 มิลลิลิตรต่อนํ้าหนักเปยีกของเอ็น 1 กรัม นําเอ็นสุกรลงไป

แช่ในอะซิโตนเป็นเวลา 2 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นเทอะซิโตนออกแล้วปล่อยทิ้งไว้

ให้อะซิโตนระเหยออกไปจากเอ็น เป็นเวลา 10 นาที ในตู้ดูดควัน ล้างเอ็นด้วยนํ้าปราศจากประจุ ตาม

ด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 1 โมลาร์ โดยใช้อัตราส่วนสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 

ปริมาตร 20 มิลลิลิตรต่อน้ําหนักเอ็นเปียก 1 กรัม เพื่อล้างเลือดและสิ่งสกปรก จํานวน 3 ครั้งหรือ

จนกว่าเอ็นมีลักษณะขาวซีด นําเอ็นที่บดแล้วใส่กรดอะซิติก ความเข้มข้น 1 โมลาร์ พีเอช 1.56 โดย

อัตราส่วนของเอ็นต่อกรด 1 : 150 (น้ําหนักต่อปริมาตร) และปั่นกวนด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อ

เท้าสกุรทีเ่กบ็ในตู้เย็นอุณหภูมิ -40 ºซ 
ละลายที่อุณหภูมหิ้อง และล้างด้วยนํ้า

ปราศจากประจ ุ
 

เท้าสกุรแช่ในเอทานอล 
70% เป็นเวลา 30 นาที 
 

หนังสุกรถูกกรีดด้วยมีดและ
เลาะเอ็นออกมา 

 

น้ําหนักเอ็นร้อยหวาย โดยเท้าสกุร1 ข้าง จากสุกร
อายุประมาณ 25 สัปดาห์ (น้ําหนกัประมาณ 250 

กรัม) จะได้เอ็นประมาณ 15-20 กรัม (น้ําหนกัเปียก) 

เอ็นร้อยหวายสุกร 
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นาที เป็นเวลา 24, 48, และ 72 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เพื่อสกัดคอลลาเจนออกมา 

จากนั้นนําสารละลายที่สกัดได้มากรองด้วยตะแกรงขนาด 100 ไมโครเมตร เพื่อให้ได้ส่วนที่ใส โดยทิ้ง

ส่วนที่เหลืออยู่บนตะแกรง ปรับค่าพีเอชของสารละลายที่กรองได้ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 

(NaOH) ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ให้ได้พีเอช 7.4 เพื่อตกตะกอนคอลลาเจนที่ละลายอยู่ในกรด คอลลา

เจนที่ตกตะกอนได้นําไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 9,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 20 นาที เพื่อแยกคอลลาเจนให้ตกลงที่ก้นหลอดทดลอง จากนั้นล้างเกลือออกจากคอลลา

เจนด้วยนํ้าปราศจากประจ ุ100 มิลลิลิตร นําสารละลายคอลาเจนไปปั่นเหว่ียง ที่ความเร็วรอบ 9,000 

รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ทําซ้ําการล้างเกลือจํานวน 4 ครั้ง 

ข้ันตอนการสกัดดังแสดงในรูปที่ 3.3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3.3 การสกัดคอลลาเจนจากเอ็นร้อยหวายสุกรด้วยกรดอะซิติก 

ล้างเอ็นที่บดแล้วด้วยนํ้าปราศจาก
ประจุและสารละลายโซเดียมคลอ
ไรด ์เพื่อล้างเลือดและสิง่สกปรก 

 

ตัดเอ็นด้วยกรรไกร แล้วบดใน
ไนโตรเจนเหลว และกําจัด

ไขมันด้วยอะซิโตน 

เอ็นร้อยหวายสุกร 2 กรัม 

ปั่นเหว่ียง ที่ 4 ºซ 9000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 20 นาทีและล้าง
เกลอืออกจากคอลลาเจนด้วยนํ้า

ปราศจากประจุ 4 ครั้ง 

กรองเอาส่วนที่ไม่ละลายออกแล้ว 
ปรับค่าพเีอชเป็น 7.4 ด้วย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
เพื่อให้คอลลาเจนตกตะกอน 

นําเอ็นใส่กรดอะซิติก 
ที่ 25 ºซ 
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ค. การทรทีคอลลาเจนด้วยเอนไซม์เปปซิน 

การทรีทคอลลาเจนด้วยเอนไซม์เปปซิน ดัดแปลงจาก (Yu, J. C. และคณะ 2010) โดย

คอลลาเจนที่ได้จากการสกัดด้วยกรดอะซิติกในข้อ ข. ถูกนํามาผสมกับสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 

(HCl) ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 1.18 โดยอัตราส่วนของคอลลาเจนต่อกรด 1:150 (น้ําหนักต่อ

ปริมาตร) และเอนไซม์เปปซิน โดยอัตราส่วนของเปปซินต่อคอลลาเจน 1:10, 1:30, และ 1:50 

(น้ําหนัก) ปั่นกวนด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 4 

และ 25 องศาเซลเซียส ปรับค่าพีเอชของสารละลายที่สกัดด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความ

เข้มข้น 1 โมลาร์ ให้ได้พีเอช 7.4 เพื่อให้คอลลาเจนที่ละลายอยู่ในกรดตกตะกอน คอลลาเจนที่

ตกตะกอนได้นําไปปั่นเหว่ียง ที่ความเร็วรอบ 9,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 20 นาที เพื่อแยกคอลลาเจนให้ตกลงที่ก้นหลอดทดลอง จากนั้นล้างเกลือออกจากคอลลาเจน

ด้วยนํ้าปราศจากประจุ นําสารละลายคอลลาเจนไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 9,000 รอบต่อนาที ที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที โดยทําซ้ําในข้ันตอนการล้างเกลือจํานวน 4 ครั้ง 

จากนั้นนําคอลลาเจนที่ได้จากข้อ ข. และข้อ ค. ไปละลายในกรดอะซิติก ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ นํา

สารละลายคอลลาเจนที่สกัดได้ไปหาความเข้มข้นของสารละลายโดยการอบแห้ง ที่อุณหภูมิ 60 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อหาน้ําหนักแห้ง ความเข้มข้นของสารละลายคอลลาเจนที่ได้มี

ค่าประมาณร้อยละ 4-5 โดยน้ําหนัก สารละลายคอลลาเจนถูกเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ  4 องศา

เซลเซียส พีเอช 3.32±0.04 ในหลอดทดลอง ข้ันตอนในการทรีทคอลลาเจนด้วยเอนไซม์เปปซิน 

แสดงในรูปที่ 3.4 
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รูปท่ี 3.4 ข้ันตอนการตัดคอลลาเจนด้วยเอนไซมเ์ปปซิน 

3.4.2 ศึกษาลักษณะสมบัติของคอลลาเจน 

ก. ร้อยละผลได้ (Yield) 

ร้อยละผลได้ของคอลลาเจนที่สกัดได้คิดจากน้ําหนักคอลลาเจนแห้งและน้ําหนักเอ็นร้อย

หวายแห้ง โดยนําคอลลาเจนที่สกัดได้และเอ็นร้อยหวายสุกรเปียก 2 กรัม ไปอบแห้ง ที่อุณหภูมิ 60 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เอ็นร้อยหวายที่อบแห้งมีน้ําหนัก 0.88±0.02 กรัม แล้วนําไป

คํานวณจากสมการที่ 1 

ร้อยละผลได้ (Yield) =  
น้ําหนักคอลลาเจนแห้ง

น้ําหนักเอ็นร้อยหวายแห้ง
 x 100  …………………………… (1) 

 

ข. การวิเคราะห์น้ําหนักโมเลกุลของคอลลาเจนด้วยเทคนิค  Sodium Dodecyl Sulfate 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) 

 การแยกโปรตีนด้วยเทคนิค Electrophoresis เพื่อนําไปเปรียบเทียบและวิเคราะห์รูปแบบ 

(Pattern) ของตัวอย่างโปรตีนจากเนื้อเยื่อหรือเซลล์ที่มาจากแหล่งต่างๆ เพื่อตรวจสอบความผิดปกติ

ปรับค่าพเีอชเป็น 7.4 ด้วยโซเดียมไฮ 
ดรอกไซด์ เพือ่ให้คอลลาเจนตกตะกอน 

ตะกอนคอลลาเจนถูกละลายในกรดไฮโดรคลอริก ปั่น
กวนเป็นเวลา 24 และ 48 ช.ม. ที่ 4 และ 25 ºซ 

ปั่นเหว่ียง ที ่4 ºซ 9000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 20 นาที เพื่อแยกคอลลาเจน

ออกมา 

ล้างเกลือออกจากคอลลาเจน  
ด้วยนํ้าปราศจากประจุ 4 ครั้ง 

สารละลายคอลลาเจน
ในกรดอะซิตกิ 
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ของโปรตีน การแยกและทําให้บริสุทธ์ิ การทดสอบคุณสมบัติของโปรตีนทางวิทยาภูมิ คุ้มกัน 

(Immunology) และการหานํ้าหนักโมเลกุลของโปรตีน (Molecular weight) ด้วยเจลพอลิอะคริลา

ไมด์ (Polyacrylamide Gel) ซึ่งเกิดจากปฏิกิริยาการเช่ือมขวางของมอนอเมอร์อะคริลาไมด์เป็นสาย

โซ่ยาวและเช่ือมกันเป็นโครงข่ายด้วยพันธะโคเวเลนต์ โดยมีหมู่ฟังก์ชัน 2 หมู่  (Bi-functional 

pompound) เช่น N,N’-methylene bisacrylamide โดยโครงสร้างมีลักษณะเป็นรูพรุนที่มีขนาด

แตกต่างกันตามขนาดของโมเลกุลของโปรตีนที่ต้องการแยก การแยกโปรตีนด้วยเจลพอลิอะคริลาไมด์

ด้วยกระแสไฟฟ้าทําให้โมเลกุลโปรตีนถูกคัดแยกด้วยตะแกรงสามมิติ การเคลื่อนที่ของโมเลกุลโปรตีน

ขนาดใหญ่จึงช้ากว่าขนาดเล็ก โดยรูพรุนของเจลพอลิอะคริลาไมด์จะแปรผกผันกับความเข้มข้นของ

อะคริลาไมด์ ถ้าความเข้มข้ันของอะคริลาไมด์เพิ่มข้ึน ขนาดรูพรุนและสัดส่วนของสารเช่ือมขวาง

โครงข่าย Bisacrylamide จะลดลง ในทางปฏิบัติสัดส่วนสารเช่ือมขวางโครงข่ายจะมีค่าคงที่และ

ประสิทธิภาพของรูพรุนจะเปลี่ยนแปลงไปตามการเลือกใช้ความเข้มข้นของอะคริลาไมด์ การแยก

โปรตีนจะใช้เจลที่มคีวามเข้มข้นของอะคริลาไมด์อยู่ในช่วงร้อยละ 5-15 เจลที่มีความเข้มข้นของอะคริ

ลาไมด์ต่ําจะมีขนาดรูพรุนใหญ่เหมาะกับการแยกโปรตีนที่มีขนาดใหญ่ให้เป็นแถบด้วยกระแสไฟฟ้า 

หากเพิ่มความเข้มข้นของอะคริลาไมด์ทําให้แยกโปรตีนที่มีขนาดเล็กได้ดีข้ึน 

หลักการแยกโปรตีนด้วยเทคนิค Gel electrophoresis คือ โปรตีนที่มีประจุจะถูกบังคับให้

เคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าไปยังขั้วไฟฟ้าที่มีประจุตรงข้าม การเคลื่อนที่ถูกต้านด้วยปฏิกิริยาระหว่างสาร

กับร่างแหรูพรุนของเจล การเคลื่อนที่ของโปรตีนข้ึนอยู่กับขนาด รูปร่าง และประจุสุทธิของโปรตีน 

การแยกโปรตีนด้วยเจลพอลิอะคริลาไมด์มีสองระบบ คือ ระบบที่ไม่ทําให้โปรตีนเสียสภาพ สามารถ

นําโปรตีนที่แยกได้ไปตรวจหา Activity ได้ แต่ไม่สามารถแยกความแตกต่างของรูปร่าง ขนาดและ

ประจุของโปรตีนได้ และระบบที่ทําให้โปรตีนเสียสภาพ สามารถบอกน้ําหนักโมเลกุลได้แต่ไม่สามารถ

นําไปทดสอบหา Activity ได้ การแยกวิธีนี้ได้แก่ วิธี SDS-PAGE การแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้าบน

เจลพอลิอะคริลาไมด์ที่มี SDS เป็นส่วนประกอบ เป็นวิธีที่ใช้ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของโปรตีน

ระหว่างกระบวนการทําโปรตีนให้บริสุทธ์ิ และยังเป็นวิธีที่ใช้ในการศึกษาและหาน้ําหนักโมเลกุลของ

โปรตีนหรือหน่วยย่อย (Subunit) ของโปรตีน โดย SDS ซึ่ง เป็นสารลดแรงตึงผิวชนิดหนึ่ง 

(Detergent) ที่มีประจุลบจะไปเกาะกับโปรตีน ทําให้โปรตีนทั้งหมดมีประจุลบ โปรตีนทุกชนิดจึงมีค่า

ความหนาแน่นของประจุต่อนํ้าหนักโปรตีนที่เท่ากัน นอกจากนี้ SDS ยังทําให้สายของโปรตีนเหยียด

ออกเป็นเส้นตรง โปรตีนจะมีการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าตามความแตกต่างของน้ําหนักโมเลกุล จาก
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ข้ัวไฟฟ้าลบไปสู่ข้ัวไฟฟ้าบวกในอัตราส่วนผกผันกับค่า log ของน้ําหนักโมเลกุล ดังแสดงในสมการที่ 2 

โดย Rf คือระยะการเคลื่อนที่ของแถบโปรตีน/ระยะการเคลื่อนที่ของ loading dye front โดย

ระยะทางที่วัดเริ่มตั้งแต่ปลายด้านบนสุดของเจล หลังการปรากฏของแถบโปรตีนแล้วทําการวัดระยะ

และนําไปสร้างกราฟระหว่างค่า log MW และ Rf เพื่อสร้างกราฟมาตรฐานซึ่งเป็นความสัมพันธ์เชิง

เส้นตรงระหว่าง log MW และ Rf โดย m เป็นความชันมีค่าเป็นลบ และ b เป็นจุดตัดบนแกน y เมื่อ

ทราบระยะการเคลื่อนที่ของโปรตีนที่ต้องการหาแล้วสามารถหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนได้จาก

น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานที่ทราบน้ําหนักโมเลกุลแล้ว (Hames, B. D. 1998) การปรากฏ

ของแถบโปรตีนเพียงแถบเดียวใน SDS-PAGE เป็นตัวบ่งช้ีถึงความบริสุทธ์ิของโปรตีน 

Log MW = mRf + b ………………………….……………………… (2) 

วิธีการเริ่มจาก ตัวอย่างโปรตีนจะถูกทําให้เสียสภาพโดยความร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 2–5 นาที ในสารละลายที่มี SDS มากเกินพอและมีสารประเภทไทออล (Thiol) 

เป็นองค์ประกอบ เช่น 2-Mercaptoethanol เพื่อทําลายพันธะไดซัลไฟด์ (Disulphide bond) ใน

โปรตีน ภายใต้สภาวะดังกล่าวนี้ SDS จะจับกับโปรตีนในอัตราส่วนโดยน้ําหนักคงที่ (1.4 กรัมของ 

SDS ต่อพอลิเปปไทด์ 1 กรัม) จากนั้นนําตัวอย่างโปรตีนแต่ละตัวอย่างใส่ในแต่ละช่องของแผ่นเจลพอ

ลิอะคริลาไมด์และนําไปแยกด้วยกระแสไฟฟ้า โดยเจลและ buffer ที่ใช้ในการแยก มี SDS เป็น

องค์ประกอบอยู่ด้วย ตําแหน่งของแถบโปรตีนที่แยกออกจากกันจะปรากฏข้ึนเมื่อย้อมด้วยสี เช่น สี

คูแมซีบลู (Coomassie Blue) หรือ Silver Stain การแยกโปรตีนบนเจลนี้ทําได้โดยเทียบน้ําหนัก

โมเลกุลระหว่างโปรตีนตัวอย่างกับโปรตีนมาตรฐาน ในกรณีที่มั่นใจว่าน้ําหนักของโปรตีนที่ต้องการ

แตกต่างจากโปรตีนอื่นๆ อย่างชัดเจน สามารถแยกโปรตีนบนเจลเพื่อนําไปศึกษาองค์ประกอบได้ โดย

ที่ไม่ต้องเทียบกับโปรตีนมาตรฐานที่ทราบน้ําหนักโมเลกุลแล้ว (Hames, B. D. 1998) โดยผู้วิจัย

ทดสอบที่หน่วยปฏิบัติการวิจัยสารทรงฤทธ์ิชีวภาพเพื่อนวัตกรรมทางคลินิก (Bioactive Resources 

for Innovative Clinical Applications Research Unit) คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย และห้องปฏิบัติการหน่วยชีวเคมี ภาควิชาสรีรวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย 
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ค. ปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนของสารละลายคอลลาเจน ด้วยเทคนิค High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC)  

 การศึกษาปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนของคอลลาเจน ด้วยเทคนิค High 

Performance Liquid Chromatography (HPLC) มีความสําคัญเนื่องจากคอลลาเจนทีส่กดัด้วยกรด

และเปปซินมีผลต่อปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโน โดยนําคอลลาเจนที่ละลายในกรดอะ

ซิติกไปผ่านกระบวนการทําแห้งแบบเยือกแข็งและนําสารตัวอย่างวิเคราะห์ด้วยเครื่อง High 

Performance Liquid Chromatography (HPLC) โดยส่งวิเคราะห์ที่ศูนย์ทดสอบและมาตรวิทยา 

สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย ซึ่ง HPLC นั้นเป็นเทคนิคการแยก

สารประกอบ (Substances) โดยอาศัยหลักการความแตกต่างของอัตราการเคลื่อนที่ของสารประกอบ

ในเฟสนิ่ง (Stationary Phase) ของคอลัมน์ โดยมีเฟสเคลื่อนที่ (Mobile Phase) เป็นตัวพาไป เมื่อ

ต่อเข้ากับ Detector จะสามารถตรวจวัดสารที่ออกมาจากคอลัมน์ (Analyses or Solutes) ได้อย่าง

ต่อเนื่อง สามารถตรวจวัดทั้งเชิงคุณภาพ (Qualitative Analysis) และเชิงปริมาณ (Quantitative 

Analysis ) เฟสนิ่งอาจเลือกใช้ได้ทั้งของเหลวและของแข็ง และเฟสเคลื่อนที่อาจเป็นแก๊สหรือ

ของเหลวก็ได้ ซึ่งเฟสนิ่งของคอลัมน์ที่ใช้ในการทดสอบคือ Shim-pack ISC-07/S1504Na และเฟส

เคลื่อนที่มี 3 ชนิด ได้แก่ โซเดียมซิเตรตในเอทานอล ความเข้มข้น 2 นอร์มอล พีเอช 3.2 โซเดียมซิ

เตรต ความเข้มข้น 0.6 นอร์มอลผสมกับกรดบอร์ริกความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ พีเอช 10 และ

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ (Bondar, B. และคณะ 2008) 

 

ง. ความหนืดในตัว (Intrinsic viscosity) 

ความหนืดในตัวของสารละลายคอลลาเจนในกรดอะซิติก ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ที่

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส โดยใช้เครื่องวัดความหนืดชนิด Ubbelohde ความหนืดเป็นสมบัติหนึ่ง

ของของไหล เกิดข้ึนเมื่อโมเลกุลของของไหลเคลื่อนที่ผ่านซึ่งกันและกัน จะมีแรงต้านทานต่อการไหล

ระหว่างช้ัน (Layer) ภายในของเหลวเกิดข้ึน ความหนืดจึงเป็นค่าที่ได้จากการวัดแรงเสียดทานภายใน

ของเหลวนั้น ค่าความต้านทานต่อการไหลของช้ันหนึ่งของของไหลบนอีกช้ันหนึ่งขึ้นอยู่กับปัจจัยต่างๆ 

ได้แก่ แรงดึงดูดระหว่างโมเลกุล น้ําหนักโมเลกุล โครงสร้างและรูปร่างของโมเลกุลของของไหลนั้น 

ตลอดจน อุณหภูมิ ความดัน เป็นต้น ความหนืดของของเหลวแปรผันโดยตรงกับเวลาที่ของเหลวไหล

ผ่านหลอดคาปิลลารี การวัดความหนืดโดยการเตรียมสารละลายเจือจางที่ความเข้มข้นต่างๆ อย่าง
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น้อย 4 ค่า (เพื่อนําไปสร้างกราฟ) โดยใช้ความเข้มข้นที่ไม่สูง ทําการวัดที่อุณหภูมิคงที่ การวัดความ

หนืดของตัวทําละลายบริสุทธ์ิโดยจับเวลาเมื่อของเหลวไหลผ่านขีดวัดปริมาตรที่มากับคาปิลล ารี 

วิธีการทําการวัดโดยเตรียมสารละลายคอลลาเจนความเข้มข้นร้อยละ 0.05-0.3 โดยน้ําหนัก ใน

กรดอะซิติก ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 3.28±0.05 ต่อมาปิเปตสารละลายที่เตรียมได้ลงในเครื่อง

วิเคราะห์ความหนืดชนิด Ubbelohde (No.II 50120) โดยเครื่องกําหนดปริมาตรที่ใช้วัดไว้ประมาณ 

15-20 มิลลิลิตร จากนั้นดูดแล้วปล่อยสารละลายนี้ เพื่อจับเวลาที่สารละลายตัวอย่างเคลื่อนที่ผ่าน

หลอดคาปิลลารี ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และบันทึกค่าดังกล่าว โดยทําซ้ํา 3 ครั้ง แล้วหา

ค่าเฉลี่ย และสร้างกราฟระหว่าง    

 
 กับ c และ       

 
 กับ c เพื่อพิจารณาค่าความหนืดในตัวของ

สารละลายจากจุดตัดแกน y ที่ได้จากการสร้างสมการเส้นตรงของ Huggins (3) และ Kraemer (4) 

ตามลําดับ (Kahn, L. D. และคณะ 1996) ตามสมการด้านล่าง 

                  
   
 

 [ ]    [ ]
                             (3) 

                  
      

 
 [ ]    [ ]

                              (4) 

เมื่อ   คือ ความเข้มข้นของสารละลายตัวอย่าง 

  คือ เวลาที่สารละลายตัวอย่างเคลื่อนที่ผ่านหลอดคาปิลลารี 

   คือ เวลาที่ตัวทําละลายเคลื่อนที่ผ่านหลอดคาปิลลารี 

  คือ ความหนืดในตัว (intrinsic viscosity) ของสารละลายตัวอย่าง 

   และ    คือ ค่าคงที่ของ Huggins และ Kraemer ตามลําดับ 

 
จ. การวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Lowry 

การวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดของคอลลาเจนที่สกัดได้ในสารละลายกรดอะซิติก ด้วยวิธี 

Lowry ซึ่งเป็นวิธีของ Lowry, O. H. และคณะ (1951) วิธีการวัดทําได้โดยผสมตัวอย่างกับสารละลาย

โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยน้ําหนักต่อปริมาตร ในสารละลายโซเดียมไฮ

ดรอกไซด์ (NaOH) ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์, สารละลายโซเดียมทารเ์ทรต (C4H8Na2O8) ความเข้มข้น

ร้อยละ 4 โดยน้ําหนักต่อปริมาตร และสารละลายคอปเปอร์ซัลเฟตหรือจุนสี (CuSO4•5H2O) ความ

เข้มข้นร้อยละ 2 โดยน้ําหนักต่อปริมาตร จากนั้นนําสารละลายที่ได้ไปผสมกับสารละลายโฟลิน (โฟ

ลิ น -ซี อ อ ค า ล โ ท  (Folin-Ciocalteau) ห รื อ เ ก ลื อ ฟ อ ส โ ฟ โ ม ลิ บ เ ด ต ฟ อ ส โ ฟ ทั ง ส เ ท ต 
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(Phosphomolybdate Phosphotungstate) ที่อยู่ในรูปสารละลายกรด) ความเข้มข้น 1 นอร์มอล 

สารละลายโฟลินเป็นสารละลายสีเหลืองที่สามารถเปลี่ยนสีเป็นสารละลายสีน้ําเงินได้เมื่อเกิดการรับ

อิเล็กตรอน 

หลักการของการวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Lowry คือโปรตีนในตัวอย่างทําปฏิกิริยากับคูปริค

ไอออน (Cupric : Cu2+) ของสารละลายคอปเปอรซ์ัลเฟตในสภาวะที่เป็นด่าง ที่สภาวะนีคู้ปริคไอออน

ได้รับอิเล็กตรอน 1 ตัว เกิดเป็นคูปรัสไอออน (Cuprous : Cu1+) โดยคูปรัสไอออนที่เกิดข้ึนมี

ความสามารถในการจับกับหมู่เอมีนในกรดอะมิโนของโปรตีน เมื่อเติมสารละลายโฟลินซึ่งเดิมมีสี

เหลืองลงไป ทําให้สารละลายโฟลินได้รับอิเล็กตรอน 1 ตัวจากคูปรัสไอออน และเปลี่ยนเป็นสีน้ําเงิน 

(Heteropolymolybdenum Blue) ทําให้สารละลายทั้งหมดมีสีน้ําเงิน โดยปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนแสดง

ในรูปที่ 3.5 

โปรตีนแต่ละชนิดให้ความเข้มของสีแตกต่างกันออกไป ข้ึนอยู่ปริมาณกรดอะมิโนในโปรตีน 

การคํานวณปริมาณโปรตีนจะคํานวณจากค่าการดูดกลืนแสงจากการสแกนโดยใช้ความยาวคลื่น 750 

นาโนเมตร จากเครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร์ และใช้สารละลาย Bovine Serum Albumin (BSA) เป็น

สารละลายโปรตีนมาตรฐาน 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3.5 ปฏิกิริยาการวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Lowry (Lowry, O. H. และคณะ 1951) 
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ฉ. การวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันด้วยเทคนิคฟูเรียร์ทรานส์ฟอร์มอินฟราเรดสเปคโตรสโคปี  (Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy, FTIR) ด้วยโหมด Attenuated Total Reflection (ATR) 

การวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันด้วยเทคนิคฟูเรียร์ทรานส์ฟอร์มอินฟราเรดสเปคโตรสโคปี ใช้

หลักการกระตุ้นสารด้วยพลงังานแสง เมื่อแสงอิฟราเรด (Infrared) ที่มีค่าความยาวคลื่นต่างๆผ่านสาร

อินทีย์ พันธะเคมีในโมเลกุลของสารจะดูดกลืนพลังงานที่ค่าความยาวคลื่นหนึ่ง ข้อมูลนี้จะถูกประมวล

โดยคอมพิวเตอร์โดยการใช้สมการดิฟเฟอร์เรนเชียล (Differentail Equation) ที่เรียกว่า Fourier 

transform ซึ่งจะคํานวณพลังงานของแต่ละความยาวคลื่นและแปรผลออกมาเป็นสเปกตรัมของสารที่

มีอยู่ในฐานข้อมูลเพื่อใช้พิสูจน์เอกลักษณ์และบ่งช้ีชนิดของสารและโครงสร้างภายในของสารที่มีการ

เปลี่ยนแปลงหมู่ฟังก์ชันไป โดยโมเลกุลที่มีอะตอมต่างชนิดกันและมีพันธะต่างกัน เช่น C-H, C=O 

และ O-H จะดูดกลืนรังสีอินฟราเรดที่ความถ่ีต่างกันและให้ผลเป็นสเปคตรัม IR การศึกษาโครงสร้าง

ทางเคมี (Chemical Structure) ของคอลลาเจน โดยนําสารละลายคอลลาเจนไปผ่านกระบวนการทาํ

แห้งแบบเยือกแข็ง ไปวิเคราะห์ด้วยวิธี Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) ด้วย

โหมด Attenuated Total Reflection (ATR) วิเคราะห์ในช่วงเลขคลื่น (Wave Number) 4,000-

500 เพื่อวิเคราะห์พีคเอไมด์ (Amide) ได้แก่ 3,300 (Amide A), 3,100 (Amide B), 1,690-1,600 

(amide I), 1,575-1,480 (amide II) และ 1,301-1,229 (amide III) (Movasaghi, Z. และคณะ 

2008) โดยส่งวิเคราะห์ที่ ศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 

ช. การวัดการเกิดเจลที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

สารละลายคอลลาเจนความเข้มข้นร้อยละ 0.3 และ0.5 โดยน้ําหนัก ในกรดอะซิติกความ

เข้มข้น 0.1 โมลาร์ ผสมกับ PBS ความเข้มข้น 10 เท่า โดยใช้อัตราส่วนสารละลายคอลลาเจนต่อ 

PBS เป็น 8 : 1 ปรับค่าพีเอชเป็น 7.4 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 360 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง 

NanoDrop 2000 UV-Vis Spectrophotometer โดยดัดแปลงจาก (Suzuki, Y. และคณะ 1999) 

และวัดการเกิดเจลจากครึ่งหนึ่งของเวลาที่ค่าการดูดกลืนแสงเพิ่มข้ึนอย่างฉับพลัน 
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ซ. การวิเคราะห์ด้วยเทคนิคเชิงความร้อน ด้วยวิธี Differentitail Scanning Calorimetry (DSC) 
และ Thermogravimetric Analysis (TGA) 

 DSC เป็นเทคนิคการศึกษาปริมาณความร้อนและการเปลี่ยนแปลงที่แตกต่างกันจากการใส่

พลังงานเข้าไปในสารตัวอย่างกับสารอ้างอิงในบรรยากาศไนโตรเจน สมบัติทางความร้อนของตัวอย่าง

ที่เปลี่ยนแปลงตามอุณหภูมิจะถูกตรวจวัดและแปรผล การวิเคราะห์โดย ใช้คอลลาเจนที่ผ่าน

กระบวนการทําแห้งแบบเยือกแข็งและถูกวิเคราะห์โดย DSC อุณหภูมิที่ใช้ในการทดสอบอยู่ในช่วง 

30-340 องศาเซลเซียส อัตราการให้ความร้อน 10 องศาเซลเซียสต่อนาทีและอัตราการไหลของแก๊ส

ไนโตรเจน 100 มิลลิมิตรต่อนาที ส่วน TGA เป็นเทคนิคการวิเคราะห์ความเสถียรของสารตัวอย่างเมื่อ

ได้รับความร้อน โดยการวัดนํ้าหนักอย่างต่อเนื่องด้วยเครื่องช่ังที่มีความไวสูง (Thermobalance) ใน

ระหว่างการวิเคราะห์อุณหภูมิของตัวอย่างซึ่งเพิ่มข้ึนอย่างต่อเนื่องในบรรยากาศปกติหรือก๊าซเฉ่ือย 

การสูญเสียนํ้าหนักในช่วงแรกของการวิเคราะห์ หรือที่อุณหภูมิต่ําอาจเกิดจากการระเหยของน้ําหรือ

ตัวทําละลาย แต่ที่อุณหภูมิสูงมักเกิดจากการสลายตัวของพอลิเมอร์ การวิเคราะห์โดยใช้คอลลาเจนที่

ผ่านกระบวนการทําแห้งแบบเยือกแข็งและถูกวิเคราะห์โดย TGA อุณหภูมิที่ใช้ในการทดสอบอยู่

ในช่วง 30-300 องศาเซลเซียส ใช้อัตราการให้ความร้อน 10 องศาเซลเซียสต่อนาทีและอัตราการไหล

ของแก๊สไนโตรเจน 100 มิลลิมิตรต่อนาที 

 

3.4.3 การเตรยีมสารละลายไฟโบรอินไหมไทย 

ก. การกําจัดกาวไหม 

การเตรียมไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์ ไหมพันธ์ุนี้เป็นไหมสายพันธ์ุไทยลูกผสมระหว่างไหมพันธ์ุ

นางลายและพันธ์ุญี่ปุ่น J108 โดยเป็นเส้นไหมที่ผ่านการสาวด้วยมือเข้าอักที่ได้รับจากคุณคําปน พิลา

มัย ผลิตเมื่อวันที่ 29 มีนาคม 2557 สถานที่ผลิตบ้านห้วยบง อําเภอเมือง จังหวัดชัยภูมิ และรังไหม

พันธ์ุเหลืองไพโรจน์ที่รับจากศูนย์หม่อนไหมเฉลิมพระเกียรต ิสมเด็จพระนางเจ้าสิริกิติ์พระบรมราชินี

นารถ จังหวัดนครราชสีมา เริ่มจากการช่ังเส้นไหมและรังไหม น้ําหนัก 40 กรัม กําจัดเซริซินหรือกาว

ไหม นําเส้นไหมและรังไหมไปต้มในสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเข้มข้น 0.02 โม

ลาร์ ด้วยอัตราส่วนน้ําหนักเส้นไหมต่อสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต 1:25 ที่อุณหภูมิ 100 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที (Chamchongkaset, J. และคณะ 2008) นําเส้นไหมที่ต้มไปล้างด้วยน้ํา
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ปราศจากประจุ (Deionized Water, DI) 4 - 5 ครั้ง เพื่อกําจัดกาวไหมออก ทําซ้ําในข้ันตอนที่กล่าว

มาอีกครั้ง แล้วนําเส้นไหมไปผึ่งให้แห้งในตู้ดูดควันเป็นเวลา 2 วัน เมื่อเส้นไหมแห้งแล้วนําไปตัดด้วย

กรรไกร ยาวประมาณ 1 เซนติเมตร เพื่อเตรียมทําสารละลายไฟโบรอินไหม 

 

ข. การเตรียมสารละลายไฟโบรอินไหม 

เส้นใยไหมที่ผ่านการกําจัดกาวไหมน้ําหนัก 8 กรัม นํามาละลายในสารละลายลิเธียมโบรไมด์ 

(LiBr) ความเข้มข้น 9.3 โมลาร์ น้ําหนัก 24 กรัม แล้วนําไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 1.52±0.20 ช่ัวโมง นําสารละลายไฟโบรอินไหมไปทําการไดอะไลซ์โดยใช้ถุงไดอะไลซ์ที่มี 

MWCO เท่ากับ 12,000 – 16,000 ในน้ําปราศจากประจุ เพื่อกําจัดลิเธียมโบรไมด์ (ดัดแปลงจาก 

(Kim, U. J. และคณะ 2005) โดยวันแรกเปลี่ยนน้ําทุก 20 นาที จํานวน 3 ครั้ง วันต่อมาเปลี่ยนน้ํา 3 

ครั้งต่อวัน คือ เช้า กลางวัน และเย็น จนค่าการนําไฟฟ้าของน้ําที่ผ่านการไดอะไลซ์แล้วมีค่าเท่ากับค่า

การนําไฟฟ้าของน้ําปราศจากประจุ นําสารละลายไฟโบรอินไหมไปปั่นเหว่ียงด้วยความเร็วรอบ 9,000 

รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เพื่อกําจัดตะกอนและฝุ่นละออง จากนั้น

นําสารละลายไฟโบรอินไหมไปหาความเข้มข้นของสารละลายโดยการอบแห้ง ที่อุณหภูมิ 60 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อหานํ้าหนักแห้ง ซึ่งความเข้มข้นของสารละลายไฟโบรอินไหมที่ได้มี

ค่าประมาณ 7.37±0.19% โดยน้ําหนัก พีเอช 6.16±0.05 และนําสารละลายไฟโบรอินไหมเก็บ ที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ข้ันตอนในการลอกกาวไหมและการเตรียมสารละลายไฟโบรอินไหม แสดง

ในรูปที่ 3.6 
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รูปท่ี 3.6 ข้ันตอนการเตรียมสารละลายไฟโบรอินไหม 
 

ค. การวิเคราะห์ปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโน ด้วยเทคนิค High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) 

การหาปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนของไฟโบรอินไหม โดยนําสารละลายไฟโบ

รอินไหมไประเหยด้วยเครื่องกลั่นระเหยแห้งแบบหมุน (Rotary Evaporator) จนได้ความเข้มข้นร้อย

ละ 20 โดยน้ําหนักและนําสารตัวอย่างส่งวิเคราะห์ด้วยเครื่อง  High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) เช่นเดียวกันกับข้อ 3.4.2 ค โดยส่งวิเคราะห์ที่ ศูนย์ทดสอบและมาตร

วิทยา สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย 

 

ง. ค่าศักย์เซต้า (Zeta Potential) ที่พีเอชในช่วง 3-6 

 ศักย์เซต้าเป็นความแตกต่างของประจุไฟฟ้าระหว่างช้ันความหนาแน่นของไอออนที่อยู่รอบๆ

อนุภาคและประจุในของเหลวที่อยู่ล้อมรอบ การหาค่าศักย์เซต้าทําได้โดยการวัดอัตราเร็วในการ

เคลื่อนที่ของอนุภาค เมื่ออยู่ภายใต้อิทธิพลของสนามไฟฟ้า โดยใช้เทคนิค  Laser Doppler 

Velocimetry (LDV) การวิเคราะห์ค่าประจุทางไฟฟ้าของสารละลายไฟโบรอินไหม เริ่มจากนํา

อบเส้นใยไฟโบรอินไหมใน
สารละลายลิเธียมโบรไมด์ ที่

อุณหภูมิ 60 ◦ซ เป็นเวลา 
1.52±0.20 ชั่วโมง 

ไดอะไลซ์ในนํ้า
ปราศจากประจุ เปลี่ยน

นํ้าเป็นเวลา 3 วัน 

สารละลายไฟโบรอิน 
ความเข้มข้น 7.39% 

โดยนํ้าหนัก 

นําสารละลายที่ได้ใส่ถุง
ไดอะไลซ์ (MWCO 
12000-16000) 

เส้นไหม 40 กรัม 
(พันธ์ุเหลืองไพโรจน์) 

ต้มเส้นไหมในสารละลาย
โซเดียมคาร์บอเนต เป็นเวลา 

20 นาที ทําซํ้า 2 ครั้ง 

ล้างด้วยนํ้าปราศจาก
ประจุ 4-5 ครั้ง 

ทิ้งให้แห้ง 
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สารละลายไฟโบรอินไหมไปเจือจางด้วยนํ้าปราศจากประจุให้ได้ปริมาณของของแข็งรวมร้อยละ 0.5 

โดยน้ําหนัก เพื่อลดความเข้มข้นและความหนืด ซึ่งอาจมีผลต่ออัตราเร็วในการเคลื่อนที่ของอนุภาค 

สารละลายไฟโบรอินไหมมีพีเอชในช่วง 3-6 โดยปรับพีเอชด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความ

เข้มข้น 0.1 โมลาร์ และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ เมื่อปรับพีเอชเสร็จ

แล้วปิเปตสารละลายไฟโบรอินไหม ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ใน Sample Cell ชนิด Disposable 

Zeta Cell ที่มีรูปร่างเป็นคาปิลลารแีละต่อข้ัวไว้ที่ปลายทั้งสองข้างเพือ่ให้ไฟฟ้ากระแสสลบั วัดค่าศักย์

เซต้าด้วยเครื่อง Zeta sizer ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ดังแสดงในรูปที่ 3.7 โดยทําการวัดที่หน่วย

ปฏิบัติการกลาง คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย จากนั้นนําค่าศักย์เซต้าที่ วัดได้ที่พีเอช

ต่างๆ มาสร้างกราฟระหว่างค่าประจทุางไฟฟา้กับค่าพีเอชของสารละลายไฟโบรอินไหม เพื่อประมาณ

ค่าจุดไอโซอิเล็กทริก (Isoelectric Point, IEP) ของสารละลายไฟโบรอินไหม (Lu, Q. และคณะ 

2011) 

 
 
 
 
 
 
 
 
                               (ก).                                                   (ข). 

รูปท่ี 3.7 (ก). Sample Cell ชนิด Disposable Zeta Cell (ข). เครื่อง Zetasizer Nano ZS 
 
จ. การวิเคราะห์น้ําหนักโมเลกุล(molecular weight) ของไฟโบรอินด้วยเทคนิค Sodium Dodecyl 
Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) และ Gel Permeation 
Chromatography (GPC) 

การศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของไฟโบรอิน ด้วยเทคนิค Sodium Dodecyl Sulfate 

Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) เช่นเดียวกับข้อ 3.4.2 ข. โดยใช้เจลพอ

ลิอะคริลาไมด์ความเข้มข้นร้อยละ 15 ส่วน Gel Permeation Chromatography (GPC) หรือ Size 
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exclusion chromatography (SEC) เป็นเทคนิคที่ใช้สําหรับตรวจหานํ้าหนักโมเลกุลเฉลี่ย และการ

กระจายน้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอร์ โดยอาศัยหลักการแยกโมเลกุลตามขนาดที่ต่างกัน ซึ่งเกิดข้ึน

ภายในคอลัมน์ที่บรรจุด้วยอนุภาคที่มีรูพรุน ส่วนใหญ่เป็นเจลพอลิสไตรีนที่มีโครงสร้างแบบร่างแหสูง 

(Highly crosslinked polystyrene) ปกติอนุภาคของเจลมีรูพรุนที่มีขนาดอยู่ในช่วง 0.5-105 นาโน

เมตร สามารถแยกพอลิเมอรที่มีน้ําหนักโมเลกุลระหว่าง 102- 4x107 ได้ การวิเคราะห์ด้วยวิธี GPC 

วิเคราะห์ที่ห้องปฏิบัติการพอลิเมอร์และวัสดุคอมโพสิท ภาควิชาวิศวกรรมอุตสาหการ คณะ

วิศวกรรมศาสตร์ มหาวิทยาลัยเทรนโต ประเทศอิตาลี เริ่มจากนําสารละลายไฟโบรอินไหมเจือจาง

ด้วยสารละลายเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) ให้มีความเข้มข้นร้อยละ 0.05-0.8 โดยน้ําหนักต่อ

ปริมาตร แล้วฉีดสารละลายดังกล่าวลงในคอลัมน์ที่มี Shodex SB805HQ เป็นเฟสคงที่ (stationary 

phase) โดยมีอัตราการเคลื่อนที่ของเฟสเคลื่อนที่ 1 มิลลิลิตรต่อนาที ที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส 

และวัดปริมาณของไฟโบรอินไหมที่เคลื่อนที่ผ่านคอลัมน์ที่ความยาวคลื่น 224 นาโนเมตร จากนั้น

เปรียบเทียบการเคลื่อนที่ของไฟโบรอินไหมกับการเคลื่อนที่ของโปรตีนมาตรฐาน เพื่อวิเคราะห์การ

กระจายตัวของมวลโมเลกุลของไฟโบรอิน โดยสารละลายเฟสเคลื่อนที่ประกอบด้วยสารละลายยูเรีย 

(urea) ที่มีความเข้มข้น 4 โมลาร์ สารละลายทริส (Tris) ที่ปรับพีเอชด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอรกิ

แล้ว (Tris-HCl) ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ และสารละลายโซเดียมคลอไรด์ที่มีความเข้มข้น 0.15 

โมลาร์ พีเอช 7.5 (Bondar, B. และคณะ 2008) 

 

ฉ. การวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันด้วยเทคนิคฟูเรียร์ทรานส์ฟอร์มอินฟราเรดสเปคโตรสโคปี (Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy, FTIR) ด้วยโหมด Attenuated Total Reflection (ATR) 

การศึกษาโครงสร้างทางเคมี (Chemical Structure) ของไฟโบรอิน โดยนําสารละลายไฟโบ

รอินไปผ่านกระบวนการทําแห้งแบบเยือกแข็ง ไปวิเคราะห์ด้วยวิธี Fourier transform infrared 

spectroscopy (FTIR) ด้วยโหมด Attenuated Total Reflection (ATR) เช่นเดียวกับข้อ 3.4.2 ฉ. 

โดยส่งวิเคราะห์ที่ ศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
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ช. การวิเคราะห์ด้วยเทคนิคเชิงความร้อน ด้วยวิธี Differentitail Scanning Calorimetry (DSC) 
และ Thermogravimetric Analysis (TGA) 

 การวิเคราะห์ด้วยวิธี DSC และ TGA ทําเช่นเดียวกับข้อ 3.4.2 ซ โดยไฟโบรอินไหมที่ผ่าน

กระบวนการทําแห้งแบบเยือกแข็งถูกนําไปวิเคราะห์โดย DSC ทดสอบด้วยสภาวะเช่นเดียวกับข้อ 

3.4.2 ซ ส่วน TGA อุณหภูมิที่ใช้ในการทดสอบอยู่ในช่วง 30-700 องศาเซลเซียส และใช้สภาวะอื่นๆ

เช่นเดียวกับข้อ 3.4.2 ซ 

 

3.4.4 การศึกษาสมบัติของสารละลายผสมของคอลลาเจน (C) และไฟโบรอินไหม (SF) 

 Lerdchai, K. และคณะ (2016) ไดท้ําการศึกษาความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพ

ของไฮโดรเจลไฟโบรอินไหมไทยเจลาตินที่เช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ ความเข้มข้นร้อยละ 0.2 โดย

ดูจากร้อยละน้ําหนักคงเหลือของไฮโดรเจลหลังแช่ด้วยในสารละลายเอนไซม์คอลลาจีเนส ความ

เข้มข้น 1 หน่วยต่อมิลลิกรัม พบว่าการมไีฟโบรอินไหมเพียงร้อยละ 5 จะช่วยชะลอการย่อยสลายของ

เจลาตินได้อย่าง โดยมีร้อยละน้ําหนักแห้งคงเหลือเพิ่มข้ึนจาก 67 เป็น 80 งานวิจัยนี้จึงผสม

สารละลายไฟโบรอินไหมเพียงร้อยละ 1-20 

ก. ค่าศักย์เซต้า (Zeta Potential) ที่พีเอชในช่วง 3-8 

การวิเคราะห์ค่าประจุทางไฟฟ้าของสารละลายคอลลาเจนโดยเจือจางในกรดอะซิติกและไฟ

โบรอินไหม ที่มีปริมาณของของแข็งรวมร้อยละ 0.5 โดยน้ําหนัก พีเอชช่วง 3-8 อุณหภูมิ 25 องศา

เซลเซียส อัตราส่วน 99/1, 99/5, 90/10 และ 80/20 นําไปวัดค่าศักย์เซต้าด้วยเครื่อง Zeta sizer 

ด้วยวิธีเช่นเดียวกับข้อ 3.4.3 ง โดยทําการวัดที่หน่วยปฏิบัติการกลาง คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย 

ข. การวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันด้วยเทคนิคฟูเรียร์ทรานส์ฟอร์มอินฟราเรดสเปคโตรสโคปี  (Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy, FTIR) ด้วยโหมด Attenuated Total Reflection (ATR) 

การศึกษาโครงสร้างทางเคมี (Chemical Structure) ของคอลลาเจนผสมไฟโบรอิน โดยนํา

สารละลายผสมของคอลลาเจนและไฟโบรอินไปผ่านกระบวนการทําแห้งแบบเยือกแข็ง ไปวิเคราะห์

ด้วยวิธี Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) ด้วยโหมด Attenuated Total 
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Reflection (ATR) เช่นเดียวกับข้อ 3.4.2 ฉ. โดยส่งวิเคราะห์ที่ ศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และ

เทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 

3.4.5 การวิเคราะห์สมบัติทางกายภาพและเคมีของฟิล์มคอลลาเจน (C) และไฟโบรอินไหม (SF) 

ก. การข้ึนรปูฟิลม์คอลลาเจนและไฟโบรอิน 

การข้ึนรูปฟิล์มคอลลาเจนและไฟโบรอินนําสารละลายคอลลาเจนและไฟโบรอินไปเจือจางทีม่ี

ปริมาณของแข็งรวมร้อยละ 0.5 โดยน้ําหนัก ผสมกันในอัตราส่วน 99/1, 99/5, 90/10 และ 80/20 

พีเอช 3.43±0.13 ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส โดยปั่นกวนเป็นเวลา 15 นาที จากนั้นนําสารละลาย

ผสมคอลลาเจน/ไฟโบรอินไหม 100 ไมโครลิตร ปิเปตลงในถาดเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 24 หลุม (24 - 

well polystyrene tissue culture plate) แล้วเกลี่ยให้ทั่วโดยใช้ปลายปิเปต ผึ่งไว้ให้แห้งด้วย

อากาศ (Air dry) เป็นเวลา 1 วัน ในตู้ดูดควันและล้างด้วย PBS 3 ครั้ง ผึ่งไว้ให้แห้งด้วยอากาศ (Kim, 

E. Y. และคณะ 2015) 

 

ข. ค่ามุมสัมผัสของน้ําบนฟลิ์มคอลลาเจนและไฟโบรอินไหมไทย (Contact Angle) 

 การวิเคราะห์ค่ามุมสัมผัส (Contact Angle) ของน้ําบนฟิล์มคอลลาเจนและไฟโบรอิน 

ดัดแปลงจาก Kim, E. Y. และคณะ (2015) โดยใช้น้ํากลั่นเป็นสารที่ใช้ในการทดสอบ ด้วยการหยดน้ํา

กลั่น ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงบนพื้นผิวของตัวอย่างที่เคลือบบนแผ่นกระจก ขนาด 2.5 x 7.5 

เซนติเมตร การข้ึนรูปฟิล์มคอลลาเจนและไฟโบรอินไหม โดยมีปริมาณของของแข็งรวมร้อยละ 0.5 

โดยน้ําหนัก ในอัตราส่วน 99/1, 99/5, 90/10 และ 80/20 การเคลือบสารละลายคอลลาเจนผสมไฟ

โบรอินไหมบนแผ่นกระจก เริ่มจากผสมสารละลายคอลลาเจนและไฟโบรอินไหม ในอัตราส่วนดังที่

กล่าวข้างต้น ปิเปตสารละลายผสม ปริมาตร 2 มิลลิลิตร หยดลงบนแผ่นกระจก แล้วใช้ปลายทิปเกลี่ย

ให้สารละลายกระจายจนทั่วแผ่นกระจก นําแผ่นกระจกผึ่งไว้ให้แห้งด้วยอากาศในตู้ดูดควัน เป็นเวลา 

24 ช่ัวโมง แล้วนําฟิล์มแห้งไปวัดค่ามุมสัมผัส (θ) ของน้ําที่เปลี่ยนไป ค่ามุมสัมผัสของน้ําถูกวัดทันทีที่

หยดน้ําลงไป และวัดค่าที่เวลา 15 วินาที อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสและความดันบรรยากาศปกติ 

การวัดค่ามุมสัมผัสของน้ํา แสดงดังรูปที่ 3.8 โดยใช้วิธี Static sessile drop ด้วยเครื่อง Contact 
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angle meter โดยส่งวิเคราะห์ที่หน่วยวิจัยและบริการเครื่องมือกลาง วิทยาลัยนวัตกรรมการจัดการ

ข้อมูล สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง 

 

 
  

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3.8 การวัดค่ามุมสมัผสั (θ) ของน้ํา 
 

3.4.6 การทดสอบความเขา้กันได้ทางชีวภาพกับเซลล์เนื้อเยื่อผิวหนังของหนู (L929) 

การทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพกับเซลล์เนื้อเยื่อผิวหนังของหนู (L929) จะทําการ

ทดสอบเพื่อศึกษาการยึดเกาะ (attachment) และอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ (µ) ของเซลล์

เนื้อเยื่อผิวหนังของหนู (L929) ในถาดเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 24 หลุม (24-well polystyrene tissue 

culture plate) ที่เคลือบคอลลาเจนผสมไฟโบรอินไหม ความเข้มข้นของของแข็งรวมร้อยละ 0.5 โดย

น้ําหนัก ในอัตราส่วน 99/1, 99/5, 90/10 และ 80/20 การเคลือบสารละลายคอลลาเจนผสมไฟโบร 

อินไหม เริ่มจากผสมสารละลายคอลลาเจนและไฟโบรอินไหม ในอัตราส่วนดังที่กล่าวข้างต้น ปิเปต

สารละลายผสม ปริมาตร 100 ไมโครลิตร หยดลงบนถาดเพาะเลี้ยงเซลล์แต่ละหลุม แล้วใช้ปลายทิป

เกลี่ยให้สารละลายกระจายทั่วก้นหลุม แล้วนําถาดเพาะเลี้ยงเซลล์ผึ่งไว้ให้แห้งด้วยอากาศในตู้ดูดควัน 

เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําถาดเพาะเลี้ยงเซลล์ล้างด้วยสาละลาย PBS ปริมาตร 500 ไมโครลิตร

ต่อหลุม เพื่อล้างกรดอะซิติกบนฟิล์ม จํานวน 3 ครั้ง และนําถาดเพาะเลี้ยงเซลล์ไปผึ่งไว้ให้แห้งด้วย

อากาศในตู้ดูดควัน เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ก่อนนําถาดเพาะเลี้ยงเซลล์ไปใช้เพาะเลี้ยงเซลล์ ถาด

เพาะเลี้ยงเซลล์ถูกนําไปทําให้ปราศจากเช้ือโดยใช้ก๊าซเอทิลีนออกไซด์ (Fauzi, M. B. และคณะ 

2016) 

 

ᶿ 
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ก. การยึดเกาะ (Attachment) และการเจริญเติบโต (Proliferation) ของเซลล์เนื้อเยื่อผิวหนังของ
หนู (L929)  

การยึดเกาะ (Attachment) และการเจริญเติบโต (Proliferation) ของเซลล์เนื้อเยื่อผิวหนัง

ของหนู (L929) ในถาดเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 24 หลุม ที่เคลือบคอลลาเจนผสมไฟโบรอินไหม ใน

อัตราส่วน 99/1, 99/5, 90/10 และ 80/20 เริ่มจากการเตรียมเซลล์และการเพาะเลี้ยงเซลล์เนื้อเยื่อ

ผิวหนังของหนู (L929) ด้วยการนําเซลล์ที่แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซีย 

ออกมาละลายทันทีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที แล้วนําเซลล์ไปเลี้ยงด้วยอาหารที่

ใช้เลี้ยง ชนิด Dulbecco’s-modified Eagle’s medium (DMEM) ที่ผสมเซรั่ม 10% fetal bovine 

serum (FBS) เพนิซิลลิน (penicillin) ความเข้มข้น 100 หน่วยต่อมิลลิลิตร และสเตรปโตมัยซิน 

(streptomycin) ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้

สภาวะความดันบรรยากาศที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 และความช้ืนสัมพัทธ์ร้อยละ 75 ใน 

T25 tissue culture flask โดยใส่อาหารเลี้ยงเซลล์ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และเปลี่ยนอาหารทุก 3 วัน 

หลังการเพาะเลี้ยงเซลล์สามารถแบ่งเซลล์ (subculture) โดยล้างเซลล์ด้วย PBS ก่อน จากนั้นปิเปต 

Trypsin ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ความเข้มข้นร้อยละ 0.25 โดยน้ําหนัก ที่มี EDTA ความเข้มข้นร้อย

ละ 0.02 โดยน้ําหนัก ลงไปใน flask นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะความดัน

บรรยากาศที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 และความช้ืนสัมพัทธ์ร้อยละ 75 เป็นเวลา 5 นาที 

โดยแบ่งเซลล์อัตราส่วน 1:3 แล้วนําไปเลี้ยงในตู้บ่มและเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 วัน เพื่อให้ได้ปริมาณ

เซลล์ตามที่ต้องการนําไปทดสอบ 

การเลี้ยงเซลล์เนื้อเยื่อผิวหนังของหนู (L929) โดยทําการเพาะเซลล์ลงบนถาดเพาะเลี้ยงที่มี

จํานวนเซลล์ 2×104 เซลล์ต่อหลุม (1×104 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตร) นําไปเลี้ยงในถาดเพาะเลี้ยง

เซลล์ขนาด 24 หลุม ที่เคลือบคอลลาเจนผสมไฟโบรอินไหม ในตู้บ่มด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ ปริมาตร 1 

มิลลิลิตรต่อหลุม โดยอาหารที่ใช้เลี้ยง ชนิด Dulbecco’s-modified Eagle’s medium (DMEM) ที่

ผสมเซรั่ม 10% fetal bovine serum (FBS) เพนิซิลลิน (penicillin) ความเข้มข้น 100 หน่วยต่อ

มิลลิลิตร และสเตรปโตมัยซิน (streptomycin) ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะความดันบรรยากาศที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 และ

ความช้ืนสัมพัทธ์ร้อยละ 75 เพื่อตรวจสอบจํานวนเซลล์ยึดเกาะที่เวลา 6 ช่ัวโมง และจํานวนเซลล์ที่

เจริญเติบโตที่เวลา 1, 2, 3, 4, 5, 7 และ 10 วัน โดยวิธีการวัดปริมาณเซลล์ด้วยวิธี DNA assay ซึ่ง
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เป็นวิธีการประมาณการเปลี่ยนแปลงของประชากรเซลล์ด้วยการใช้สารเรืองแสงที่มีคุณสมบัติจับ

จําเพาะกับ DNA เช่น Bisbenzidine (Hoechst) มีน้ําหนักโมเลกุลขนาด 533.88 โดยย้อมบริเวณ

เบส A-T ให้เรืองแสงได้ภายใต้แสงฟลูออเรสเซนต์ที่มีการกระตุ้นด้วยความถ่ี 340-380 นาโนเมตร

และปลดปล่อยพลังงานแสงที่ 430-450 นาโนเมตร (Paul, J. H. และคณะ 1982) โดยล้างด้วย PBS 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในแต่ละหลุม จากนั้นเติมสารละลาย SDS 1 มิลลิลิตร ลงในแต่ละหลุม โดย

สารละลาย SDS เตรียมได้จาก Sodium dodecyl sulfate 20 มิลลิกรัม ผสมกับสารละลาย SSC 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และน้ําปราศจากประจุ ปริมาตร 95 มิลลิลิตร และเตรียมสารละลาย Hoechst 

33258 ซึ่งเตรียมจากการนํา Hoechst ปริมาตร 20 ไมโครลิตร น้ําปราศจากประจุ ปริมาตร 19 

มิลลิลิตร และ SSC ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกัน จากนั้นนําสารมาตรฐานและตัวอย่างไปวัดปริมาณ 

DNA โดยนําตัวอย่างที่เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส มาละลายที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ปิ

เปตสารละลายในตัวอย่าง ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย Hoechst 33258 ปริมาตร 

100 ไมโครลิตร แล้วนําไปวัดปริมาณ DNA ด้วยเครื่อง Fluorescence microplate reader ช่วง

ความยาวคลื่น 350-460 นาโนเมตร และหาปริมาณของเซลล์โดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของเซลล์ 

ร้อยละการยึดเกาะของเซลล์และอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล์คิดจากสมการด้านล่าง  

(Monod, J. 1949) 

 - ร้อยละการยึดเกาะของเซลล ์(% Cell attachment) คํานวณได้จากสูตร 

% Cell attachment = (N1/N0) × 100 ….........................................................(5) 

เมื่อ  N0 คือ จํานวนเซลลเ์ริม่ต้น 

N1 คือ จํานวนเซลล์เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 6 ช่ัวโมง 

 - อัตราการเจรญิเติบโตจําเพาะของเซลล ์(Specific growth rate, μ, หน่วย: ต่อช่ัวโมง) 

คํานวณได้จาก 

   
            

     
 ............................................................(6) 

เมื่อ X1 คือ จํานวนเซลล์ทีเ่วลา t1 

X2 คือ จํานวนเซลล์ที่เวลา t2 

- ระยะเวลาทีเ่ซลลเ์พิ่มจํานวนข้ึนเป็น 2 เท่า (Population doubling time, PDT, หน่วย: 

ช่ัวโมง) คํานวณได้จากสูตร 

      
    

 
 ….......................................................................(7) 
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3.5 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

งานวิจัยน้ีมีการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ เพื่อเปรียบเทียบค่าความแตกต่างของข้อมูล โดยมี

การทําซ้ําอย่างน้อย 3-5 ครั้ง และการวิเคราะห์บางอย่างมีข้อจํากัดจึงมีการทําซ้ําเพียงครั้งเดียว แล้ว

นําข้อมูลมาหาค่าเฉลี่ย (Average) และค่าการเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard Deviation, SD) เพื่อ

ศึกษาว่าข้อมูลมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญหรือไม่ โดยใช้การวิเคราะห์ควา มแปรปรวน 

(Analysis of Variance : ANOVA) ด้วยโปรแกรมมินิแทบ (Minitab 14) ที่ระดับความเช่ือมั่น 95% 

(P-value < 0.05) 

 



 

 

บทที่ 4 
ผลการทดลอง และการวิเคราะห์ผลการทดลอง 

4.1 ศึกษาสมบัติของคอลลาเจน 

ก. ร้อยละผลได้ (yield) 

ร้อยละผลได้ของคอลลาเจนที่สกัดได้คิดจากน้ําหนักคอลลาเจนแห้งและน้ําหนักเอ็นร้อย

หวายแห้ง โดยนําคอลลาเจนที่สกัดได้และเอ็นร้อยหวายสุกรเปียก 2 กรัม ไปอบแห้ง ที่อุณหภูมิ 60 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เอ็นร้อยหวายที่อบแห้งแล้วมีน้ําหนัก 0.88±0.02 กรัม ร้อยละ

ผลได ้(yield) ต่อน้ําหนักแห้งของคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรด (ASC) และทรีทด้วยเปปซิน (Pepsin-

treated ASC) ที่สภาวะต่างๆ (n=4) แสดงในตารางที่ 4.2 และ 4.3 

 Aparecida de Aro, A. และคณะ (2012) ได้รายงานว่าเอ็นมนุษย์ประกอบด้วยน้ําประมาณ

ร้อยละ 55-70 และ ของแข็ง (Solid) ประมาณร้อยละ 30-45 มีคอลลาเจนเป็นองค์ประกอบ

ประมาณร้อยละ 60-85, คอลลาเจนชนิดที่ 1 ประมาณร้อยละ 60, คอลลาเจนชนิดที่ 3 ประมาณร้อย

ละ 0-10, คอลลาเจนชนิดที่ 4 ประมาณร้อยละ 2, โปรติโอไกลแคน (Proteoglycan) ประมาณร้อย

ละ 1 และเส้นใยอีลาสติน (Elastic fibers) ประมาณร้อยละ 2 Lin, T. W. และคณะ (2004) พบว่า 

เอ็นมนุษย์ประกอบด้วยคอลลาเจนประมาณร้อยละ 86, โปรติโอไกลแคนประมาณร้อยละ 1-5, และอี

ลาสตินประมาณร้อยละ 2 Wang, J. H. (2006) รายงานว่าเอ็นมนุษย์ประกอบด้วยคอลลาเจน 

ประมาณร้อยละ 60 โดยคอลลาเจนชนิดที่ 1 ประมาณร้อยละ 95 และ คอลลาเจนชนิดที่ 3 และ 5 

ประมาณร้อยละ 5 Mos, M.de และคณะ (2007) รายงานว่า เอ็นร้อยหวายมนุษย์ ประกอบด้วยน้ํา

ประมาณร้อยละ 66.2 และของแข็งร้อยละ 33.8 โดยมีคอลลาเจนเป็นองค์ประกอบประมาณร้อยละ 

64.5 Schulze-Tanzil, G. และคณะ (2012) พบว่าเอ็นสุกรมีคอลลาเจนประมาณร้อยละ 95 โดย

ตารางสรุปองค์ประกอบของคอลลาเจนในเอ็นต่างๆ ดังแสดงในตารางที่ 4.1 การสกัดคอลลาเจนน

นั้น Techatanawata, S. และคณะ (2011) ได้ศึกษาการสกัดคอลลาเจนจากเอ็นหางหนูและเอ็นร้อย

หวายโคด้วยเอนไซม์เปปซินในอัตราส่วนเอนไซม์เปปซินต่อเอ็น 1:20 ในสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 

ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ พีเอช 2 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ให้ร้อยละผลได้ 

21.8±14.9 และ 5.4±0.40 ตามลําดับและการศึกษาของ Nagai, T. และคณะ (2002) พบว่าการสกัด
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คอลลาเจนจากเอ็นกวาง Yezo Sika ด้วยกรดอะซิติก ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ เป็นเวลา 3 วัน ให้

ร้อยละผลได้ 41.8 และนําส่วนที่เหลือจากการสกัดด้วยกรดมาสกัดต่อด้วยเปปซิน ความเข้มข้นร้อย

ละ 1 (3,085 หน่วยต่อมิลลิกรัม) ในสารละลายกรดอะซิติก ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ เป็นเวลา 2 วัน 

พบว่าให้ร้อยละผลได้ 35.7 โดยคอลลาเจนที่ได้จากการสกัดทั้งสองวิธีรวมเป็นร้อยละผลได้ 77.5 

 

ตารางท่ี 4.1 สรุปองค์ประกอบของคอลลาเจนในเอ็นต่างๆ 
 

แหล่งที่มา องค์ประกอบ อ้างอิง 

เอ็นมนุษย์ คอลลาเจน 86%, โปรติโอไกลแคน 1-5%, และอีลา

สติน 2% 

(Lin, T. W. และ

คณะ 2004) 

เอ็นมนุษย์ คอลลาเจน 60% โดยประกอบด้วยคอลลาเจนชนิดที่ 1 

95% และคอลลาเจนชนิดที่ 3 และ 5 5% 

(Wang, J. H. 2006) 

เอ็นมนุษย์ น้ํา 66.2% และของแข็ง 33.8% โดยประกอบด้วย

คอลลาเจน 64.5% 

(Mos, M.de และ

คณะ 2007) 

เอ็นมนุษย ์ น้ํา 55-70% และของแข็ง  (Solid)  30 -45% โดย

ประกอบด้วยคอลลาเจน 60-85%, คอลลาเจนชนิดที่ 1 

60%, คอลลาเจนชนิดที่ 3 0-10%, คอลลาเจนชนิดที่ 

4 2%, โปรติโอไกลแคน 1% และเส้นใยอีลาสติน 2% 

(Aparecida de 

Aro, A. และคณะ 

2012) 

เอ็นสุกร คอลลาเจน 95% (Schulze-Tanzil, G. 

และคณะ 2012) 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

80 

การสกัดคอลลาเจนด้วยกรดอะซิติก ความเข้มข้น 1 โมลาร์ อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง ดังแสดงในตารางที่ 4.2 พบว่าเมื่อเพิ่มระยะเวลาในการสกัดทําให้ร้อย

ละผลได้เพิ่มข้ึน โดยมีร้อยละผลได้ 58.20, 69.38 และ 76.43 ตามลําดับ และคอลลาเจนที่สกัดเป็น

เวลา 72 ช่ัวโมง จะให้ร้อยละผลได้สูงที่สุด โดยเป็นปริมาณที่ใกล้เคียงกับคอลลาเจนที่พบในเอ็น ซึ่ง

พบประมาณร้อยละ 60-85 ของน้ําหนักแห้ง การสกัดให้ได้ร้อยละผลได้ที่มากข้ึนหากใช้เวลาในการ

สกัดนานข้ึน ทั้งนี้ผู้วิจัยได้เลือกวิธีการสกัดคอลลาเจนด้วยกรดอะซิติกเป็นเวลา 72 ช่ัวโมง ซึ่งมีร้อยละ

ผลได้สูงสุด จากนั้นคอลลาเจนถูกนําไปทรีทด้วยเอนไซม์เปปซิน ด้วยอัตราส่วนของเปปซินต่อคอลลา

เจน 1:10, 1:30 และ 1:50 (น้ําหนัก) ที่อุณหภูมิ 4 และ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 และ 48 

ช่ัวโมง พบว่า เมื่อเพิ่มเวลา อุณหภูมิและปริมาณเปปซิน จะทําให้ร้อยละผลได้ลดลง โดยร้อยละผลได้

อยู่ในช่วง 68-74 ดังแสดงในตารางที่ 4.3 จากร้อยละผลได้ในการสกัดคอลลาเจนมีปริมาณใกล้เคียง

กับคอลลาเจนที่มอียู่ในเอ็น ซึ่งมีคอลลาเจนประมาณร้อยละ 60-85 ของน้ําหนักแห้ง ซึ่งอาจเป็นไปได้

ว่าการร้อยละผลได้ที่สกัดเป็นปริมาณโปรตีนไม่ใช่คอลลาเจนทั้งหมด นอกจากนี้ในข้ันตอนการกําจัด

ไขมันในเอ็นก่อนการสกัดโดยการใช้อะซิโตนซึ่งเป็นตัวทําละลายอินทรีย์ มีผลทําให้โครงสร้างของ

โปรตีนเปลี่ยนแปลงและเกิดการตกตะกอน อาจทําให้คอลลาเจนที่อยู่ในเอ็นลดลงไป ทําให้ร้อยละ

ผลได้ลดลงด้วย (Ho, H.O. และคณะ 1997) 

 

ตารางท่ี 4.2 ร้อยละผลได้ต่อน้ําหนักแหง้ของคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรด (ASC) ที่เวลาต่างๆ พีเอช 
1.5 ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
 

เวลาท่ีใช้ในการสกัด (ชั่วโมง) ร้อยละผลได ้

24 58.20±1.66a 

48 69.38±1.27b 

72 76.43±0.69c 

 

(a-c แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติทีร่ะดบัความเช่ือมั่น p<0.05) 
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ตารางท่ี 4.3 ร้อยละผลได้ต่อน้ําหนักแหง้ของคอลลาเจนที่ทรีทด้วยเปปซิน (Pepsin-treaated ASC) 
ที่สภาวะต่างๆ พีเอช 1.12 
 

เวลาที่ใช้ในการสกดั 

(ชั่วโมง)  

อุณหภูมิที่ใช้ในการสกดั 

(◦ซ) 

ปริมาณเปปซินต่อ 

คอลลาเจนที่ใช้ (w/w)* 

ร้อยละผลได ้

24 4 1:10 73.10±2.54a 

1:30 73.73±1.52a 

1:50 74.07±2.80a 

25 1:10 70.25±1.35ac 

1:30 70.87±1.25ac 

1:50 71.80±0.92a 

48 4 1:10 72.03±1.12ac 

1:30 72.65±1.32ac 

1:50 73.34±1.60ac 

25 1:10 68.67±2.29bcd 

1:30 70.62±3.13ad 

1:50 71.11±2.08ad 

*เอนไซมเ์ปปซินจากเนื้อเยื่อกระเพาะหมู (Pepsin from porcine gastric mucosa) โดย 1 

มิลลิกรมัประกอบด้วยเอนไซม์เปปซิน 683 หน่วย 

(a-d แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่น p<0.05) 

 

เอนไซม์เปปซินเป็นเอนไซม์ที่ทํางานได้ดีที่พีเอชต่ํา โดยเปปซินเป็นเอนไซม์ชนิดมอโนเมอริก 

(Monomeric enzyme) ซึ่งประกอบด้วยสายพอลิเปปไทด์เพียงสายเดียวและมีสัดส่วนของกรดอะมิ

โน (Amino acid residue, กรดอะมิโนที่ถูกดึงโมเลกุลของน้ําหนึ่งโมเลกุลโดยไฮโดรเจนไอออนจาก

หมู่อะมิโนและไฮดรอกไซด์ไอออนจากหมู่คารบ์อกซิล) สูง ประมาณ 43 ตัวจาก 327 ตัว ซึ่งจะทําให้มี

จุดไอโซอิเล็กทริก (Isoelectric Point, IEP) ต่ํา ประมาณ 1 (Guzman, M. L. และคณะ 2016) ได้

รายงานว่าสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการทํางานด้วยการจําลองในกระเพาะอาหาร (Simulated 
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gastric fluid) พีเอช 1.2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม์เปปซินจากสุกรทํางานได้เหมาะสม

ที่พีเอชประมาณ 1-2 และพีเอชในช่วง 2-4 การทํางานของเอนไซม์เปปซินจะไม่มีผลต่อการทํางาน

เมื่อเปลี่ยนอุณหภูมิระหว่าง 4-37 องศาเซลเซียส งานวิจัยน้ีจึงเลือกสภาวะในการสกัดคอลลาเจนด้วย

เปปซินที่พีเอช 1.2 เปปซินนั้นเป็นเอนไซม์ที่มีความจําเพาะในการตัดพันธะเปปไทด์ที่ต่อกันด้วย

กรดอะมิโนชนิดที่มีวงแหวน (aromatic amino acid) เช่น ฟีนิลอะลานีน ไทโรซีนและทริปโตเฟน 

แต่จะไม่ย่อยพันธะเปปไทด์ที่ต่อกันด้วยกรดอะมิโนชนิดวาลีน อะลานีนและไกลซีน โดยตัดที่ส่วน

ปลายของโทรโพคอลลาเจน ทั้งปลาย N- และ C- ออกประมาณ 18 และ 25 หน่วย ส่วนนี้เป็นส่วนที่

มีกรดอะมิโนที่ไม่ชอบน้ําค่อนข้างสงู ทําให้ได้ส่วนของเปปไทด์เล็กๆละลายอยู่ ส่วนเทโลเปปไทด์จะถูก

กําจัดออก 

 

ข. การวิเคราะห์น้ําหนักโมเลกลุของคอลลาเจนด้วยเทคนิค Sodium Dodecyl Sulfate 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) 

 รูปแบบโปรตีนของคอลลาเจนที่วิเคราะห์ด้วยเทคนิค SDS-PAGE โดยใช้เจลพอลิอะคริลา

ไมด์ ความเข้มข้นร้อยละ 8 ดังแสดงรูปที่ 4.1 ซึ่งมาจากคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดอะซิติกและทรีท

ด้วยเปปซินด้วยอุณหภูมิ พีเอช และเวลาที่ต่างกันเปรียบเทียบกับคอลลาเจน BM จากหนังสุกรที่สกัด

ด้วยเปปซิน (Niita Gelatin Inc.,ญี่ปุ่น, cat#140918) คอลลาเจนจากหนังลูกโคและเอ็นร้อยหวายโค 

(Sigma) และคอลลาเจนจากหนังสุกรที่ทรีทด้วยเปปซิน พบสาย α1 และ α2 ซึ่งเป็นองค์ประกอบ

หลักของคอลลาเจน ชนิดที่ 1 (จากรูปที่ 4.2) จะเห็นได้ว่าเมื่อใช้เวลาและอุณหภูมิในการสกัดเพิ่ม

สูงข้ึน ความเข้มของแถบโปรตีนของสาย α1, α2, β (ไดเมอร์ของสาย α) และ γ (ไตรเมอร์ของสาย 

α) จางลง การสกัดด้วยกรดอะซิติกได้คอลลาเจนที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงกว่าการทรีทด้วยเอนไซม์เปป 

ซิน และการทรีทด้วยเอนไซม์เปปซินที่ความเข้มข้นสูงจะทําให้พันธะเปปไทด์บางส่วนถูกตัดออกไป

มากกว่าการทรีทด้วยเปปซินที่ความเข้มข้นต่ํากว่า โดยสังเกตได้จากแถบโปรตีนปรากฏแถบย่อยข้ึน 

ดังเช่นแถบคอลลาเจนที่ทรทีด้วยเปปซนิต่อคอลลาเจนในอัตราส่วน 1:10 (น้ําหนัก) ที่อุณหภูมิ 4 และ 

25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จะเห็นแถบโปรตีนย่อยปรากฏข้ึนมาก และแถบที่ 17 ซึ่งเป็น

คอลลาเจนจากหนังสุกรที่ทรีทด้วยเปปซินในอัตราส่วนเปปซินต่อคอลลาเจน 1:10 (น้ําหนัก) ที่

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง คอลลาเจนถูกตัดเป็นเปปไทด์ แถบโปรตีนที่ปรากฏ

จึงมีแถบย่อยปนอยู่มาก ส่วนคอลลาเจนจากหนังลูกวัวและเอ็นร้อยหวายโค ในแถบที่ 15 และ 16 
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(Sigma) นั้นแถบโปรตีนของคอลลาเจนจากเอ็นลูกวัวปรากฏแถบของสาย α1 และ α2 ที่บางมาก

และถูกบดบังด้วยแถบโปรตีนย่อยๆจนเกือบหมด โดยแถบโปรตีนของคอลลาเจนจากเอ็นร้อยหวายโค

จะปรากฏแถบของสาย α1 และ α2 ที่สังเกตได้ชัดเจนกว่า แต่ยังคงถูกบดบังด้วยแถบโปรตีนย่อยๆ 

ด้วยเช่นกัน ความเข้มของแถบนั้นบ่งบอกถึงปริมาณของโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลออยู่ในช่วงนั้นเป็น

จํานวนมาก 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.1 รูปแบบโปรตีนของคอลลาเจนที่วิเคราะห์ด้วยเทคนิค SDS-PAGE โดยใช้เจลพอลิอะครลิา
ไมด์ ความเข้มข้นร้อยละ 8 เพื่อเปรียบเทียบน้ําหนักโมเลกลุคอลลาเจนที่สกัดด้วยสภาวะต่างๆ โดย
แถบ 1:คอลลาเจน BM, 2:คอลลาเจนทีส่กัดด้วยกรด, 3-5:คอลลาเจนที่ทรีทด้วยเปปซินในอัตราส่วน 
เปปซินต่อคอลลาเจน 1 : 10, 1 : 30, และ 1 : 50 (น้ําหนัก) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

24 ช่ัวโมง, 
6-8:คอลลาเจนที่ทรีทด้วยเปปซินในอัตราส่วนเปปซินต่อคอลลาเจน 1 : 10, 1 : 30, และ 1 : 50 

(น้ําหนัก) ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง, 

9-11:คอลลาเจนที่ทรีทด้วยเปปซินในอัตราส่วนเปปซินต่อคอลลาเจน 1 : 10, 1 : 30, และ 1 : 50 

(น้ําหนัก) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง, 

12-14:คอลลาเจนที่ทรีทด้วยเปปซินในอัตราส่วนเปปซินต่อคอลลาเจน 1 : 10, 1 : 30, และ 1 : 50 

(น้ําหนัก) ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง, 

15:Collagen Solution ที่สกัดด้วยกรด (Type I, Calf Skin, Sigma), 

16:คอลลาเจนจากเอ็นร้อยหวายโคที่สกัดด้วยกรด (Sigma), 

17:คอลลาเจนจากหนังสุกรที่ทรีทด้วยเปปซินในอัตราส่วนเปปซินต่อคอลลาเจน 1 : 10 (น้ําหนัก) ที่

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 
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Sato, K. และคณะ (2000) ได้ทําการสกัดคอลลาเจนจากหนังโคด้วยกรดกรดอะซิติก ความ

เข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 4.2 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน แล้วนําคอลลาเจนที่

สกัดได้ไปทําให้แห้งแบบเยือกแข็งและนํามาทรทีด้วยเอนไซม์สามชนิดได้แก่ เปปซิน ปาเปน (Papain) 

และพรอกเทส (Proctase) โดยใช้คอลลาเจน ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ทําการสกัดทรีทที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน การทรีทด้วยเอนไซม์เปปซินที่ความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร ในกรดอะซิติก ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ การทรีทด้วยเอนไซม์พรอกเทส ความเข้มข้น 

0.2 มิลลิรัมต่อมิลลลิิตรในกรดทาร์ทาริก (Tartaric acid) ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์-โซเดียมทาร์ทาเรต 

(Sodium tartarate) ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 2.8 และการทรีทด้วยเอนไซม์ปาเปน ความ

เข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ใน Tris-HCl ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.5 ที่อุณหภูมิ 20 

องศาเซลเซียส พบว่าการทรีทด้วยเอนไซม์พรอกเทสทําให้โครงสร้าง Triple Helices ถูกทําลาย ส่วน

การทรีทด้วยเอนไซม์ปาเปน ทําให้โครงสร้าง Triple Helices ถูกทําลายบางส่วนคือสาย α2 และการ

ทรีทด้วยเอนไซม์เปปซิน โครงสร้างของคอลลาเจนส่วนที่เป็น Triple Helices ยังคงอยู่แต่ส่วนที่เป็น

เทโลเปปไทด์ถูกทําลายไป ดังแสดงรูป 4.2 (ก) เมื่อเปรียบเทียบน้ําหนักโมเลกุลของคอลลาเจนที่ทรีท

ด้วยเอนไซม์เปปซินและปาเปนพบว่ามีน้ําหนักโมเลกุลในแต่ละสาย α เท่ากันคือ สาย α1 มีน้ําหนัก

โมเลกุล 137 กิโลดาลตัน และสาย α2 มีน้ําหนักโมเลกุล 125 กิโลดาลตัน โดยรูปแบบโปรตีนของ

คอลลาเจนจากหนังโคที่สกัดด้วยกรดและทรีทด้วยเอนไซม์ชนิดต่างๆ รวมทั้งลําดับกรดอะมิโนใน

โครงสร้างของคอลลาเจน ดังแสดงในรูปที่ 4.2 คอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดน้ันในเทโลเปปไทด์มีกรดอะ

มิโน 44 ตัว และคอลลาเจนที่ทรีทด้วยเปปซินมีกรดอะมิโนลดลงเหลือ 21 ตัว โดยถูกตัดออกไป 23 

ตัว และน้ําหนักโมเลกุลของเทโลเปปไทด์ลดลงจาก 5,437 ดาลตัน เป็น 2,415 ดาลตัน ตามลําดับ 

ปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนในเทโลเปปไทด์ของคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดและทรีทด้วย

เปปซิน ดังแสดงในตารางที่ 4.4 ชนิดของกรดอะมิโนในคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดเมื่อถูกทรีทด้วยเปป 

ซินทําให้กรดอะมิโนบางชนิดที่ลดลง 
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                           (ก)                                               (ข) 

รูปท่ี 4.2 (ก) รปูแบบโปรตีนของคอลลาเจนจากหนังโคทีส่กดัด้วยกรดและทรีทด้วยเอนไซม์ชนิดต่างๆ 
(ข) ลําดับกรดอะมิโนในโครงสร้างของคอลลาเจน (Sato, K. และคณะ 2000) 

 

ตารางท่ี 4.4 ปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนทีพ่บในเทโลเปปไทด์จากคอลลาเจนทีส่กัดด้วย
กรดและทรทีด้วยเปปซิน (Sato, K. และคณะ 2000) 
 

สัญลักษณข์อง
กรดอะมโิน 

ชนิดของกรดอะมโิน 
ปริมาณกรดอะมิโน (ตัว) 

เทโลเปปไทด์จากคอลลาเจนที่สกดั
ด้วยกรด 

เทโลเปปไทด์จากคอลลาเจนที ่
ทรีทด้วยเปปซิน 

p Proline 6 3 
Q Glutamine 3 - 
L Luecine 2 - 
S Serine 6 3 
Y Tyrosine 4 - 
G Glycine 7 4 
D Aspartic 3 2 
E Glutamic 2 1 
K Lysine 3 2 
T Threonine 2 1 
I Isoleucine 2 2 
V Valine 2 2 
A Asparagine 1 1 
F Phenylalnine 1 - 

น้ําหนักโมเลกุล (ดาลตัน) 5,437 2,415 
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 เมื่อนําแถบโปรตีนที่ได้จากรปูที่ 4.1 ทําการวัดระยะและนําไปสร้างกราฟระหว่างค่า log Mw 

และ Rf โดย Rf คือระยะการเคลื่อนที่ของแถบโปรตีน/ระยะการเคลื่อนที่ของ loading dye front 

โดยเริ่มวัดระยะทางตั้งแต่ปลายด้านบนสุดของเจล เพื่อสร้างกราฟมาตรฐานซึ่งเป็นความสัมพันธ์เชิง

เส้นตรงระหว่าง log Mw และ Rf โดย m เป็นความชันมีค่าเป็นลบ และ b เป็นจุดตัดบนแกน y เมื่อ

ทราบระยะการเคลื่อนที่ของโปรตีนที่ต้องการหาแล้วสามารถหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนได้จาก

น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานที่ทราบน้ําหนักโมเลกุลแล้ว กราฟมาตรฐานระหว่าง log MW 

และ Rf ของโปรตีนมาตรฐาน ดังแสดงในภาคผนวก ข.1 และน้ําหนักโมเลกุลของคอลลาเจน แสดงใน

ตารางที่ 4.5 

 

ตารางท่ี 4.5 น้ําหนักโมเลกุลของคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรด (ASC) และทรีทด้วยเปปซิน (Pepsin-
treaated ASC) ที่สภาวะต่างๆ โดยคํานวณจากรูปที่ 4.1 จากการวัดระยะและเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานในภาคผนวก รูปที่ ข.1 

ชนิดของคอลลา

เจน 

เวลาท่ีใช้ในการ

สกัด (ชั่วโมง) 

อุณหภูมิท่ีใช้ใน

การสกัด (◦ซ) 

ปริมาณเปปซินต่อ 

คอลลาเจนท่ีใช้ (w/w) 

น้ าหนักโมเลกุล

ของ α1 (kD) 

น้ าหนักโมเลกุล

ของ α2 (kD) 

คอลลาเจน BM - - - 126.96 108.16 

ASC 72 25 - 129.61 110.90 

PSC 

24 

4 

1:10 124.09 109.55 

1:30 126.38 110.66 

1:50 126.96 110.66 

25 

1:10 124.09 108.16 

1:30 125.52 109.40 

1:50 128.42 110.66 

48 

4 

1:10 121.38 107.83 

1:30 126.35 106.70 

1:50 126.35 107.83 

25 

1:10 123.06 107.83 

1:30 125.69 107.83 

1:50 127.02 107.83 



 

 

87 

จากรูปที่ 4.1 แสดงแถบโปรตีนของคอลลาเจนที่ทรีทด้วยเปปซินในอัตราส่วนเปปซินต่อ

คอลลาเจน 1:50 อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ปรากฏแถบคล้ายกับคอลลาเจน 

BM มากที่สุด และจากตารางที่ 4.3 พบว่าคอลลาเจนที่ทรีทด้วยเปปซนิในอัตราสว่นเปปซินต่อคอลลา

เจนที่แตกต่างกัน มีน้ําหนักโมเลกุลใกล้เคียงกัน จากการคํานวณน้ําหนักโมเลกุลของคอลลาเจนโดย

สนใจเฉพาะแถบ α1 และ α2 และคิดจากน้ําหนักโมเลกุลของ α1 2 สาย และ α2 1 สาย พบว่า

คอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 370 กิโลดาลตัน และคอลลาเจนที่ทรีทด้วยเปป 

ซินในอัตราส่วนเปปซินต่อคอลลาเจน 1:50 อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง มีน้ําหนัก

โมเลกุลลดลงเหลือ ประมาณ 365 กิโลดาลตัน ส่วนคอลลาเจน BM มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 362 

กิโลดาลดัน น้ําหนักโมเลกุลทีล่ดลงของคอลลาเจนที่สกัดด้วยเปปซินสอดคล้องกับน้ําหนักโมเลกุลของ

เทโลเปปไทด์ที่ได้จากการศึกษาของ Sato, K. และคณะ (2000) หากเปรียบเทียบน้ําหนักโมเลกุลของ

คอลลาเจนกับงานวิจัยน้ี พบว่าคอลลาเจนจากหนังโคที่ตัดด้วยเปปซินมีน้ําหนักโมเลกุลของสาย α1 

และ α2 สูงกว่าคอลลาเจนจากเอน็ร้อยหวายสุกรที่ตัดด้วยเปปซิน ทั้งนี้เนื่องจากโมเลกุลของเทโลเปป

ไทด์ที่ปลายของ Triple helices บางส่วนยังหลงเหลืออยู่ และจากการศึกษาของ Sato, K. และคณะ 

(2000) การตัดด้วยเปปซินด้วยนั้นไม่ใช่สภาวะที่รุนแรงจนทําให้น้ําหนักโมเลกุลของคอลลาเจนลดลง

มากหรือเกิดแถบย่อยจํานวนมาก ผู้วิจัยจึงเลือกสภาวะนี้ในการสกัดคอลลาเจนโดยการสกัดด้วย

อัตราส่วนเปปซินต่อคอลลาเจน 1:50 อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง  

 

ค. ปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนในสารละลายคอลลาเจน ด้วยเทคนิค High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

การวิเคราะห์หาปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนในสารละลายคอลลาเจน ด้วย

เทคนิค High Performance Liquid Chromatography (HPLC) โดยวิเคราะห์ที่ศูนย์ทดสอบและ

มาตรวิทยา สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย ด้วยข้อจํากัดในการวิเคราะห์จึง

ทําซ้ําเพียงครั้งเดียว ปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนในสารละลายคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรด

และทรีทด้วยเปปซิน ดังแสดงในตารางที่ 4.6 จากการวิเคราะห์พบว่ามีกรดอะมิโนชนิดไกลซีนมาก

ที่สุด โดยไกลซีนน้ันเป็นองค์ประกอบหนึ่งในสามของกรดอะมิโนทั้งหมดในคอลลาเจน ตามด้วยโพร 

ลีนและอะลานีนตามลําดับ โดยไม่พบทริปโตเฟนและซีสเตอีน ซีสเตอีนนั้นเช่ือว่าไม่พบในโครงสร้าง

ของคอลลาเจน ชนิดที่ 1 แตอ่าจถูกพบไดเ้ล็กน้อยในคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดและสกัดด้วยเปปซิน 



 

 

88 

เนื่องวัตถุดิบที่นํามาสกัดอาจมีอีลาสติน (Elastin) ที่ไม่ละลายน้ําอยู่สูงและยังสามารถละลายอยู่ใน

สารละลายเกลือในกระบวนการตกตะกอนคอลลาเจน (Moreno, H. M. และคณะ 2012) นอกจากนี้

ยังพบว่า ไลซีนในคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดมีปริมาณที่สูงกว่าคอลลาเจนที่ทรีทด้วยเปปซิน เนื่องจาก

กรดอะมิโนชนิดนี้พบมากในส่วนเทโลเปปไทด์และจะถูกทรีทออกไปด้วยเปปซิน ไลซีนจึงมีปริมาณ

ลดลงในคอลลาเจนที่ทรีทด้วยเปปซิน นอกจากนี้เปปซินซึ่งเป็นเอนไซม์ที่มีความจําเพาะในการตัด

พันธะเปปไทด์ที่ต่อกันด้วยกรดอะมิโนชนิดที่มีวงแหวน (aromatic amino acid) เช่น ฟีนิลอะลานีน 

ไทโรซีน และทริปโตเฟน ซึ่งมีอยู่ในคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดร้อยละ 2.50 และลดลงเหลือร้อยละ 

2.04 ในคอลลาเจนที่ทรีทด้วยเปปซิน ส่วนกรดอะมิโนชนิดไฮดรอกซีโพรลีนซึ่งเป็นกรดอะมิโนที่พบ

มากในคอลลาเจนน้ัน การวิเคราะห์ที่ทําโดยศูนย์ทดสอบและมาตรวิทยาไม่ได้ทําการวิเคราะห์ปริมาณ

กรดอะมิโนชนิดนี้จึงไม่ได้รายงานในงานวิจัย 

เมื่อเปรียบเทียบอัตราส่วนระหว่างไกลซีน:โพรลีน:อะลานีน พบว่าคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรด

และทรีทด้วยเปปซินมีอัตราส่วน 2.97:1.07:1 และ 3.08:1.11:1 ตามลําดับ โดยมีอัตราส่วนที่

ใกล้เคียงกัน สรุปได้ว่าการสกัดคอลลาเจนด้วยกรดและเปปซินทําให้อัตราส่วนกรดอะมิโนสามชนิดนี้

เปลี่ยนแปลงน้อยมาก Nagai, T. และคณะ (2012) ได้สกัดคอลลาเจนที่สกัดด้วยเปปซิน (Pepsin 

soluble collagen, PSC) จากเอ็นกวาง Yezo sika พบว่าปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโน

ใกล้เคียงกับงานวิจัยน้ี โดยแสดงในตารางที่ 4.4 และเมื่อเปรียบเทียบอัตราส่วนระหว่างไกลซีน:โพร 

ลีน:อะลานีน พบว่ามีอัตราส่วน 2.90:1.09:1 ซึ่งใกล้เคียงกับคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดในงานวิจัยนี้ 

นอกจากนี้ Sato, K. และคณะ (2000) พบว่าส่วนเทโลเปปไทด์ในคอลลาเจนจากหนังโคก่อนและหลัง

การสกัดด้วยเปปซิน มีอัตราส่วนระหว่างไกลซีน:โพรลีน:อะลานีน ที่ลดลงจาก 7:6:0 เป็น 4:3:0 

ตามลําดับ  
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ตารางท่ี 4.6 ร้อยละโดยโมลของปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนในสารละลายคอลลาเจนที่
สกัดด้วยกรด (ASC) และทรทีด้วยเปปซิน (Pepsin-treaated ASC) 
 

ชนิดของกรดอะมิโน ASC 
Pepsin-treaated 

ASC 

PSC จากเอ็นกวาง 

 Nagai, T. และคณะ (2012) 

กรดอะมิโนมีหมู่โซ่ข้างที่ไม่มีขั้วและเป็นอะลิฟาติก 

Alanine, Ala 11.78 11.89 11.5 

Glycine, Gly 35.00 36.61 33.2 

Valine, Val 2.89 2.96 2.2 

Leucine, Leu 2.47 1.90 2.5 

Isoleucine, Ile 1.21 1.31 1.1 

Methionine, Met 0.63 0.38 0.6 

Proline, Pro 12.59 13.14 12.5 

กรดอะมิโนมีหมู่โซ่ข้างเป็นอะโรมาติก 

Phenylalanine, Phe 1.82 1.68 1.3 

Tyrosine, Tyr 0.73 0.36 0.2 

กรดอะมิโนที่มีขั้วแต่ไม่มีประจุ 

Serine, Ser 4.21 4.29 3.1 

Threonine, Thr 2.17 2.29 1.9 

Cysteine, Cys - - - 

กรดอะมิโนที่มีขั้วและมีประจุบวก 

Arginine, Arg 6.01 5.72 5.1 

Histidine, His 0.77 0.66 0.4 

Lysine, Lys 2.89 2.63 2.4 

กรดอะมิโนที่มีขั้วและมีประจุลบ 

Aspartate, Asp 5.79 5.64 4.5 

Glutamate, Glu 8.97 8.49 7.2 
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ง. ความหนืดในตัว (Intrinsic viscosity)  

สารละลายคอลลาเจนความเข้มข้นร้อยละ 0.05-0.3 โดยน้ําหนัก ถูกวัดความหนืดใน

สารละลายกรดอะซิติก ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พีเอช 3.28±0.05 (n=

3) การหาความหนืดในตัว (Intrinsic viscosity) สามารถหาได้จากการสร้างกราฟระหว่าง    

 
 กับ c 

และ       

 
 กับ c เพื่อพิจารณาค่าความหนืดในตัวของสารละลายจากจุดตัดแกน y โดยใช้สารละลาย

พอลิเมอร์ในตัวทําละลายที่มีหลายความเข้มข้น โดย      หรือความหนืดสัมพัทธ์ (Relative 

viscosity) หาได้จากระยะเวลาที่สารละลายคอลลาเจนไหลผ่านหลอดคาปิลลารีต่อระยะเวลาที่ตัวทํา

ละลาย (กรดอะซิติก) ไหลผ่านหลอดคาปิลลารี ส่วน     หรือความหนืดจําเพาะ (Specific 

viscosity) หาได้จากค่าความหนืดสัมพัทธ์ลบด้วยหนึ่ง นําค่าทั้งสองไปสร้างกราฟและหาจุดตัดบน

แกน y จะได้ความหนืดในตัว โดยมีหน่วยเป็นมิลลิลิตรต่อกรมัหรือลติรต่อกรัม ค่าความหนืดในตัวของ

คอลลาเจนที่สกัดด้วยกรด, ทรีทด้วยเปปซินและคอลลาเจน BM ดังแสดงในตารางที่ 4.7 พบว่า

คอลลาเจน BM มีความหนืดในตัว (Intrinsic viscosity) 1,802.08±12.08 มิลลิลิตรต่อกรัม คอลลา

เจนที่สกัดด้วยกรด มีความหนืดในตัว 1,107.04±13.60 มิลลิลิตรต่อกรัม และคอลลาเจนที่ทรีทด้วย

เปปซิน มีความหนืดในตัว 1,064±9.17 มิลลิลิตรต่อกรัม ซึ่งมีค่าต่ําที่สุด เนื่องจากคอลลาเจนถูกทรีท

ด้วยเอนไซม์เปปซินทําให้น้ําหนักโมเลกุลลดลง ค่าความหนืดในตัวจึงต่ํากว่าคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรด 

ความหนืดในตัวของสารละลายพอลิเมอร์เจือจางมีความสัมพันธ์กับน้ําหนักโมเลกุล 

(Viscosity-average molecular weight, Mv) ตามสมการของ Mark-Houwink คือ η = kMv
a โดย 

k และ a เป็นค่าคงที่เฉพาะของแต่ละคู่พอลิเมอร์และตัวทําละลายที่อุณหภูมิหนึ่งๆ (Kahn, L. D. 

และคณะ 1996) จากผลการวัดความหนืดในตัวของคอลลาเจน BM สูงกว่าคอลลาเจนอกีสองชนิด บ่ง

บอกถึงคอลลาเจน BM มีน้ําหนักโมเลกุลสูงกว่า โดยสังเกตได้จากรูปแบบของโปรตีนแถบที่ 1 จากรูป

ที่ 4.1 คือแถบมีความเข้มมาก แสดงว่ามีปริมาณของโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลในช่วงนั้นเป็นจํานวน

มากและยังมีแถบ β ซึ่งเป็นไดเมอร์ของ α ที่มีความเข้มมากด้วย การวัดน้ําหนักโมเลกุลรวมของ

คอลลาเจนเป็นการวัดจากทุกโมเลกุลในคอลลาเจน ทําให้คอลลาเจน BM มีน้ําหนักโมเลกุลสูง และ

เมื่อเปรียบเทียบค่าความหนืดในตัวของคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดและทรีทด้วยเปปซินพบว่า คอลลา

เจนที่สกัดด้วยกรดมีความหนืดในตัวสูงกว่า บ่งบอกถึงน้ําหนักโมเลกุลที่สูงกว่า และจากรูปแบบ

โปรตีนยังปรากฏแถบ β และ α ที่เข้มและไม่มีแถบย่อยเกิดข้ึนทด้านล่างแถบ α อีกด้วย ในขณะที่
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แถบของคอลลาเจนที่ทรทีด้วยเปปซนิมีแถบย่อยๆที่อยู่ด้านลา่งแถบ α อยู่มาก น้ําหนักโมเลกุลรวมจึง

ต่ํากว่า 

 

ตารางท่ี 4.7 ความหนืดในตัวของคอลลาเจนจากเอ็นร้อยหวายสุกรที่สกัดด้วยกรด (ASC), ทรีทด้วย

เปปซิน (Pepsin-treaated ASC) และคอลลาเจน BM ในสารละลายกรดอะซิติกความเข้มข้น 0.1 โม

ลาร์ พีเอช 3.28±0.05 ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

 

ชนิดของคอลลาเจน ค่าความหนืดในตัว (มิลลิลิตรต่อกรัม) 

ASC 1,107.04±13.60a 
Pepsin-treaated ASC 1,064.96±9.17b 
คอลลาเจน BM 1,802.08±12.08c 

(a-c แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติทีร่ะดบัความเช่ือมั่น p<0.05) 

 

จากการศึกษาของ Oechsle, A. M. และคณะ (2016) ซึ่งได้ทําการศึกษาความหนืดในตัว

ของสารละลายคอลลาเจนจากหนังและกระดูกไก่ ที่ความเข้มข้น 0.1-0.4 กรัมต่อลิตร มีความหนืดใน

ตัว 0.31 และ 0.13 ลิตรต่อกรัม ตามลําดับ โดยคํานวณจากสมการ Huggins และเมื่อคํานวณด้วย

สมการ Kraemer พบว่ามีค่าความหนืดในตัว 0.28 และ 0.13 ลิตรต่อกรัม ตามลําดับ เมื่อ

เปรียบเทียบกับคอลลาเจนจากโคที่มีเทโลเปปไทด์ต่ํา (Telopeptide-poor collagen) มีค่าความ

หนืดในตัวเมื่อคํานวณด้วยสมการ Huggins และ Kraemer เป็น 3.26 และ 3.16 ลิตรต่อกรัม

ตามลําดับ ทั้งนี้เนื่องมาจากแหล่งที่มาของคอลลาเจน การสกัดด้วยวิธีที่แตกต่างกัน อุณหภูมิ พีเอช

และบัฟเฟอร์ที่ใช้เป็นตัวทําละลาย รวมทั้งน้ําหนักโมเลกุลที่แตกต่าง ซึ่งทําให้ค่าความหนืดในตัว

แตกต่างกัน นอกจากนี้ Kahn, L. D. และคณะ (1966) ได้ศึกษาความหนืดในตัวของสารละลาย

คอลลาเจนจากหนังลูกวัวในซิเตรตบัฟเฟอร์ พีเอช 3.44 พบว่าที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

สารละลายคอลลาเจนมีพฤติกรรมการไหลแบบนิวโตเนียนคือของไหลมีกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง

ความเค้นเฉือนและอัตราเฉือนเป็นเส้นตรง เมื่อนําสารละลายคอลลาเจนจากหนังลูกวัวไปหาค่าความ

หนืดในตัวที่สภาวะดังกล่าว พบว่ามีค่าความหนืดในตัว 2.7 ลิตรต่อกรัม เมื่อเทียบกับคอลลาเจนที่
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สกัดในงานวิจัยน้ีพบว่าค่าความหนืดในตัวที่ได้มีค่าต่ํากว่า ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากพีเอชและตัวทําละลาย

ที่ใช้แตกต่างกัน 

 

จ. การวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Lowry 

 การวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Lowry คือโปรตีนในตัวอย่างทําปฏิกิริยากับคูปริคไอออน 

(Cupric : Cu2+) ของสารละลายคอปเปอร์ซัลเฟตในสภาวะที่เป็นด่าง ที่สภาวะนี้คูปริคไอออนได้รับ

อิเล็กตรอน 1 ตัว เกิดเป็นคูปรัสไอออน (Cuprous : Cu1+) โดยคูปรัสไอออนที่เกิดข้ึนมีความสามารถ

ในการจับกับหมู่เอมีนของโปรตีน การวัดปริมาณโปรตีนนั้นเพื่อวิเคราะห์ความบริสุทธ์ิของโปรตีนที่

สกัดได้เทียบกับสารละลายโปรตีนมาตรฐานคือสารละลาย Bovine Serum Albumin (BSA) ที่ความ

เข้มข้น 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร และสารละลายคอลลาเจนในกรดอะซิติกที่

สกัดด้วยกรดและทรีทด้วยเปปซิน, คอลลาเจน BM และคอลลาเจนจากเอ็นร้อยหวายโค (Sigma) 

ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยน้ําหนัก หรือ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  และวัดปริมาณโปรตีนโดย

เปรียบเทียบกับสารละลายโปรตีนมาตรฐาน ดังแสดงในตารางที่ 4.8 (n=3) 

 

ตารางท่ี 4.8 ร้อยละปริมาณโปรตีนในสารละลายคอลลาเจน (โดยน้ําหนัก) จากการวัดด้วยวิธี Lowry 
โดยใช้สารละลาย Bovine Serum Albumin (BSA) เป็นสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 
 

ชนิดของคอลลาเจน ร้อยละปริมาณโปรตีน 

คอลลาเจน BM 88.75±1.02a 

ASC 51.46±1.41b 

Pepsin-treaated ASC 59.60±1.69b 

คอลลาเจนจากเอ็นร้อยหวายโค (Sigma) 48.85±9.88b 

(a,b แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติทีร่ะดบัความเช่ือมั่น p<0.05) 

 

เมื่อเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนในคอลลาเจนแต่ละชนิด พบว่า คอลลาเจน BM และคอลลา

เจนจากเอ็นร้อยหวายโค มีปริมาณโปรตีนร้อยละ 88.75±1.02 และ 48.85±9.88 ตามลําดับ โดย
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คอลลาเจน BM นั้นมีปริมาณโปรตีนสูงที่สุด ส่วนคอลลาเจนจากเอ็นร้อยหวายสุกรที่สกัดด้วยกรด

และทรีทด้วยเปปซิน มีปริมาณโปรตีน 51.46±1.41 และ 59.60±1.69 ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบ

ทางสถิติพบว่าปริมาณโปรตีนในคอลลาเจนจากเอ็นรอ้ยหวายโคและคอลลาเจนจากเอ็นร้อยหวายสกุร

ที่สกัดด้วยกรดและทรีทด้วยเปปซินนั้นไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ  ทั้งนี้การวัด

ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Lowry อาจมีความคลาดเคลื่อนเนื่องจากการใช้สารละลาย Bovine Serum 

Albumin (BSA) เป็นสารละลายโปรตีนมาตรฐาน โดย BSA มีโครงสร้างเป็นทรงกลม (Globular 

protein) ซึ่งแตกต่างจากโครงสรา้งของคอลลาเจนที่เป็น Triple helices คาดว่าความสามารถในการ

จับระหว่างคูปรัสไอออนกับหมู่เอมีนของ BSA สูงกว่าในคอลลาเจน การวัดปริมาณโปรตีนจึงอาจเกิด

ความคลาดเคลื่อนได้ ทั้งนี้ผู้วิจัยได้วัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford แต่ไม่สามารถวัดได้เนื่องจาก

คอลลาเจนตกตะกอน จากการรายงานของ Fauzi, M.B. และคณะ (2016) ได้ทําการวัดโปรตีนด้วยวิธี 

BCA เทียบกับ Collagen Sircol assay พบว่าปริมาณคอลลาเจนจากเอ็นแกะมีปริมาณต่ํากว่า

ปริมาณโปรตีน คือ 1.2 และ 1.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลําดับ ซึ่งคิดเป็นร้อยละ 80 ของปริมาณ

โปรตีน นอกจากการวัดปริมาณโปรตีนในคอลลาเจนแล้วการวัดปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนก็สามารถทํา

ได้เช่นกันเนื่องจากปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนในคอลลาเจนมีอยู่ประมาณร้อยละ 10 

 

ฉ. การเกิดเจลของคอลลาเจนที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พีเอช 7.4 

การเกิดเจลเป็นคุณสมบัติหนึ่งของคอลลาเจน โดยโมเลกุลของคอลลาเจนมีโครงสร้างที่

รวมตัวกับน้ําได้ดีจึงกลายเป็นเจล การเกิดเจลของคอลลาเจนนั้น Wallace, D.G. และคณะ (2003) 

ได้ทําการศึกษาโดยการปรับพีเอชและความแรงไอออน (physiological ionic strength) แล้วให้

ความร้อนที่อุณหภูมิ 30-34 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1ช่ัวโมง คอลลาเจนจะกลายเป็นเจล โดยเรียก

เจลนี้ว่า Heat gel คอลลาเจนเมื่อกลายเปน็เจล สีจะขุ่นข้ึนทําให้สามารถวัดการเกิดเจลได้จากการวัด

ความขุ่น การวัดการเกิดเจลโดยใช้สารละลายคอลลาเจน ความเข้มข้นร้อยละ 0.3 และ 0.5 โดย

น้ําหนัก ในกรดอะซิติกความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ผสมกับ PBS ความเข้มข้น 10 เท่า โดยใช้อัตราส่วน

สารละลายคอลลาเจนต่อ PBS เป็น 8:1 ปรับค่าพีเอชเป็น 7.4 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แล้ววัด

ค่าการดูดกลืนแสงได้ค่าดังแสดงในรูปที่ 4.3 และเวลาในการแจลแสดงในตารางที่ 4.9 (n=3) 
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                               (ก)                                                        (ข) 

รูปท่ี 4.3 (ก) ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายคอลลาเจนและคอลลาเจน BM ความเข้มข้นร้อยละ 
0.3 (ข) ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 พีเอช 7.4 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 
ตารางท่ี 4.9 เวลาในการเกิดเจลของสารละลายคอลลาเจน พีเอช 7.4 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
โดยนํารูปที่ 4.3 มาคํานวณจากเวลาครึ่งหนึ่งของค่าการดูดกลืนสงูสุดลบค่าการกลืนแสงต่ําสุด 
 

ร้อยละความเข้มข้นของคอลลาเจน เวลาในการเกิดเจล (นาที) 

0.3 26.33±0.29a 

0.5 13.90±1.02b 

คอลลาเจน BM ความเข้มข้นร้อยละ 0.3 14.17±1.44b 

คอลลาเจน BM ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 13.67±1.26b 

(a-c แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติทีร่ะดบัความเช่ือมั่น p<0.05) 

 

เวลาในการเกิดเจลบ่งบอกถึงความสามารถในการเช่ือมต่อกันของสายโซ่พอลิเมอร์  โดย

คํานวณจากครึ่งหนึ่งของเวลาที่ค่าการดูดกลืนแสงที่เพิ่มข้ึนอย่างรวดเร็ว สารละลายคอลลาเจนเกิด

เจลเร็วข้ึนเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของสารละลาย โดยสารละลายคอลลาเจนที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.3 

และ 0.5 1 โดยน้ําหนัก ใช้เวลาในการเกิดเจล 26.33±0.29 และ 13.09±1.02 นาที ตามลําดับ และ

คอลลาเจน BM ความเข้มข้นร้อยละ 0.3 และ 0.5 ใช้เวลาในการเกิดเจล 14.17±1.44 และ 
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13.67±1.26 นาที ตามลําดับ จากรายงานของ Suzuki, Y. และคณะ (1999) ได้ทําการศึกษาการเกิด

เจลของคอลลาเจนโดยใช้สารละลายคอลลาเจนจากหนัง (ASC) ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร ผสมกับ PBS ความเข้มข้น 3 เท่า ปรับค่าพีเอชเป็น 7 แล้วให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 37 หรือ 

30 องศาเซลเซียส นําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 530 หรือ 520 นาโนเมตร จะเกิดเจล

ในเวลาประมาณ 15 นาที และเมื่อเปรียบเทียบกับคอลลาเจนจากเอ็นร้อยหวายและคอลลาเจน BM 

พบว่าใช้เวลาในการเกิดเจลใกล้เคียงกันแต่คอลลาเจนจากหนังใช้ความเข้มข้นต่ํากว่าแสดงว่ามี

ความสามารถในการเช่ือมต่อกันของสายโซ่พอลิเมอร์ได้เร็วกว่า การเกิดเจลของคอลลาเจนเกิดจาก

โมเลกุลคอลลาเจนรวมตัวกันและเช่ือมต่อกันเป็นโครงร่างสามมิติ โดยปัจจัยที่มีผลต่อการเกิดเจล 

ได้แก่ ความแรงไออน (ionic strengt) พีเอช อุณหภูมิ เป็นต้น การเกิดเจลของคอลลาเจน ชนิดที่ 1 

จะเร็วข้ึนเมื่อเพิ่มอุณหภูมิจาก 20 องศาเซลเซียส เป็น 28 องศาเซลเซียส และหากลดอุณหภูมิลง

เจลคอลลาเจนจะกลายเป็นสาระลาย (Gómez-Guillén, M. C. และคณะ 2011) 

 

ช. ค่าศักย์เซต้าของสารละลายคอลลาเจน 

การวิเคราะห์ค่าประจุทางไฟฟ้าของสารละลายคอลลาเจนความเข้มข้นรอ้ยละ 0.5 ในกรดอะ

ซิติก ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ที่พีเอช 5-8 (n=3) ค่าศักย์เซต้าเป็นความแตกต่างของประจุไฟฟ้า

ระหว่างช้ันความหนาแน่นของไอออนที่อยู่รอบๆอนุภาคและประจุในของเหลวที่อยู่ล้อมรอบ ค่าศักย์

เซต้าของสารละลายคอลลาเจนที่พีเอชต่างๆ แสดงดังรูปที่ 4.4 โดยค่าศักย์เซต้าของสารละลาย

คอลลาเจนลดลงเมื่อพีเอชเพิ่มข้ัน และจะมีประจุบวกหรือลบสุทธิสูงหรือต่ํากว่าจุดที่ค่าศักย์เซต้ามีค่า

เท่ากับศูนย์ ซึ่งจุดที่ค่าศักย์เซต้ามีค่าเท่ากับศูนย์หรือจุดไอโซอิเล็กทริก (Isoelectric Point, IEP) ของ

สารละลายคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดมีค่าพีเอชประมาณ 5.61±0.02 สารละลายคอลลาเจนที่ทรีท

ด้วยเปปซินมีค่าพีเอชประมาณ 7.15±0.03 ส่วนสารละลายคอลลาเจน BM และสารละลายคอลลา

เจนจากเอ็นร้อยหวายโคที่สกัดด้วยกรดซึ่งเป็นสารละลายคอลลาเจนทางการค้า มีค่าพีเอชประมาณ 

7.04±0.04 และ 5.66±0.06 ตามลําดับ คอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดมีจุดไอโซอิเล็กทริกที่ต่ํากว่า

คอลลาเจนที่ทรีทด้วยเปปซินเนื่องจากสว่นเทโทเปปไทด์ถูกกําจดัออกไปด้วยเปปซนิ การเปลี่ยนแปลง

ค่าศักย์เซต้าหรือค่าประจุทางไฟฟ้าของสารละลายจะข้ึนอยู่กับความสมดุลของประจุลบและประจุ

บวก การปรับค่าด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริคเพื่อให้พีเอชต่ําลงนั้น โมเลกุลของไฮโดรคลอริคจะ

แตกตัวให้ประจุบวก ทําให้ค่าประจุทางไฟฟ้ามีค่าเป็นบวกเมื่อพีเอชต่ําลง และเมื่อปรับค่าพีเอชให้
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สูงข้ึนด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ โมเลกุลจะแตกตัวให้ประจุลบ ค่าประจุทางไฟฟ้าจึงมีค่า

เป็นบวก 

 

รูปท่ี 4.4 ค่าศักย์เซต้าของสารละลายคอลลาเจน ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส ที่พเีอชต่างๆ 

*BASC : Acid soluble collagen from bovine achilles tendon, Sigma-Aldrich 

 

จากการศึกษาของ Oechsle, A. M. และคณะ (2016) พบว่าสารละลายคอลลาเจนจากโคที่

มีเทโลเปปไทด์ต่ํา (Telopeptide-poor collagen) มีจุดไอโซอิเล็กทริกที่ ค่าพีเอชประมาณ 

4.62±0.07 ส่วนสารละลายคอลลาเจนจากกระดูกและหนังไก่ มีจุดไอโซอิเล็กทริกที่ค่าพีเอชประมาณ 

5.09±0.09 และ 6.54±0.32 ตามลําดับ ทั้งนี้เนื่องมาจากแหล่งที่มาและวิธีการสกัดคอลลาเจนที่

แตกต่างกัน จากงานวิจัยน้ีคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดมีจุดไอโซอิเล็กทริกต่ํากว่าคอลลาเจนที่ทรีทด้วย 

เปปซินเนื่องจากกรดอะมิโนที่มีประจุลบ เช่น แอสพาเตท กลูตาเมท ที่พบบริเวณเทโลเปปไทด์และ

เมื่อถูกกําจัดออกไปด้วยเปปซิน ประจุลบจึงลดลง จุดไอโซอิเล็กทริกจึงสูงข้ึน โดยปริมาณของกรดอะ

มิโนที่มีประจุลบในคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรด ร้อยละ 14.76 และลดลงเหลือ 14.13 ในคอลลาเจนที่ 

ทรีทด้วยเปปซิน 
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ซ. การวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันด้วยเทคนิคฟูเรียร์ทรานส์ฟอร์มอินฟราเรดสเปคโตรสโคปี ( Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy, FTIR) ด้วยโหมด Attenuated Total Reflection (ATR) 

 การวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันด้วยเทคนิคฟูเรียร์ทรานส์ฟอร์มอินฟราเรดสเปคโตรสโคปี (Fourier 

Transform Infrared Spectroscopy, FTIR) ด้วยโหมด Attenuated Total Reflection (ATR) 

เพื่อวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันของคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรด, ทรีทด้วยเปปซินและคอลลาเจน BM โดยผ่าน

กระบวนการทําแห้งแบบเยือกแข็ง แสดงดังในรูปที่ 4.5 สเปกตรัมการดูดกลืนของคอลลาเจนทั้งสาม

ชนิดปรากฏพีคการดูดกลืนหลัก 5 ตําแหน่ง คือ เอไมด์ A, เอไมด์ B, เอไมด์ I, เอไมด์ II, และ เอไมด์ 

III ตําแหน่งเอไมด์ A ของคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรด, ทรีทด้วยเปปซินและคอลลาเจน BM ปรากฏพีค

ที่เลขคลื่น 3300, 3309, และ 3307 ต่อเซนติเมตร ตามลําดับ โดยเอไมด์ A เกี่ยวข้องกับการเกิด

พันธะไฮโดรเจนที่ตําแหน่ง N-H หากตําแหน่งนี้ไม่เกิดพันธะไฮโดรเจน (free N-H) จะปรากฏพีคการ

ดูดกลืนในข่วงเลขคลื่น 3400-3440 ต่อเซนติเมตร และถ้าตําแหน่ง N-H เกิดพันธะไฮโดรเจนจะเกิด

พีคการดูดกลืนที่เลขคลื่นตํ่าลงที่ประมาณ 3300 ต่อเซนติเมตร ตําแหน่งเอไมด์ B ของคอลลาเจนที่

สกัดด้วยกรด, ทรีทด้วยเปปซินและคอลลาเจน BM ปรากฏพีคที่เลขคลื่น 2924, 2925, และ 2941 

ต่อเซนติเมตร ตามลําดับ โดยเอไมด์ B เกี่ยวข้องกับการยืดตัวแบบไม่สมมาตรของ CH2 ตําแหน่งเอ

ไมด์ I ของคอลลาเจนสกัดด้วยกรด, ทรีทด้วยเปปซินและคอลลาเจน BM ปรากฏพีคที่เลขคลื่น 1634 

ต่อเซนติเมตร โดยเอไมด์ I มาจากการสั่นสะเทือนจากการยืดตัวของ C=O และการหดตัวของ N-H 

ซึ่งเกี่ยวข้องกับโครงสร้างทุติยภูมิของคอลลาเจน คือ แอลฟาฮีลิกซ์ ตําแหน่งเอไมด์ II ของคอลลาเจน

จากเอ็นร้อยหวายสุกรที่สกัดด้วยกรด, ทรีทด้วยเปปซินและคอลลาเจน BM ปรากฏพีคที่เลขคลื่น 

1539, 1553, และ 1547 ต่อเซนติเมตร ตามลําดับ โดยเอไมด์ II เกี่ยวข้องกับการงอของ N-H และ

การยืดตัวของ C-N และตําแหน่งเอไมด์ III ของคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรด, ทรีทด้วยเปปซินและ

คอลลาเจน BM ปรากฏพีคที่เลขคลื่น 1235, 1239, และ 1236 ต่อเซนติเมตร ตามลําดับ โดยเอไมด์ 

III เกี่ยวข้องกับการยืดตัวของ N-H และ C-N ซึ่งแสดงถึงโครงสร้างเกลยีวสามสายของคอลลาเจน โดย

ตําแหน่งพีคการดูดกลืนของคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรด, ทรีทด้วยเปปซินและคอลลาเจน BM ดังแสดง

ในตารางที่ 4.10 
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(ข) (Fauzi, M. B. และคณะ 2016) 

 

รูปท่ี 4.5 (ก) สเปกตรัมการดูดกลืนของคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรด, ทรทีด้วยเปปซินและคอลลาเจน 
BM ที่ผ่านกระบวนการทําแหง้แบบเยือกแข็ง แล้วนําไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิคฟูเรียร์ทรานสฟ์อรม์
อินฟราเรดสเปคโตรสโคป ี(ข) สเปกตรัมการดูดกลืนของคอลลาเจนจากเอ็นแกะและเอ็นหางหน ู
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ตารางท่ี 4.10 ตําแหน่งพีคการดูดกลืนของคอลลาเจนจากเอ็นร้อยหวายสุกรที่สกัดด้วยกรด (ASC), 
ทรีทด้วยเปปซิน (pepsin-treated ASC) และคอลลาเจน BM 
 

การดูดกลืน 

เลขคลืน่ (ต่อเซนติเมตร) 

หมู่ฟังก์ชัน คอลลา

เจน BM 
ASC 

Pepsin-

treated 

ASC 

เอไมด์ A 3307 3300 3309 การยืดตัวของ N-H 

เอไมด์ B 2941 2924 2925 การยืดตัวแบบไมส่มมาตรของ CH2 

เอไมด ์I 1634 1634 1634 การยืดตัวของ C=O และการหดตัวของ N-H 

เอไมด ์II 1547 1539 1553 การงอของ N-H และการยืดตัวของ C-N 

เอไมด ์III 1236 1235 1239 การงอของ N-H และการยืดตัวของ C-N 

Pyrrolidine 

ring 
1451 1452 1405 วงแหวนของโพรลีนและไฮดรอกซีโพรลีน 

 

 Nagai, T. และคณะ (2011) รายงานว่าคอลลาเจนจากเอ็นกวาง Yezo Sika ที่สกัดด้วยเปป 

ซิน มีพีคการดูดกลืนของตําแหน่งเอไมด์ A, B, I, II, และ III ที่เลขคลื่น 3306, 2964, 1640, 1541 

และ 1235 ต่อเซนติเมตร ตามลําดับ โดยมีแอลฟาฮีลิกซ์, เบต้าชีท, เบต้าเทิร์นและอื่นๆร้อยละ 15, 

33, 22 และ 24 ตามลําดับ ส่วนการศึกษาของ Fauzi, M.B. และคณะ (2016) รายงานว่าคอลลาเจน

จากเอ็นแกะมีพีคการดูดกลืนของตําแหน่งเอไมด์ A, B, I, II, และ III ที่เลขคลื่น 3302, 2923, 1632, 

1548 และ 1237 ต่อเซนติเมตร ตามลําดับ ซึ่งมีพีคการดูดกลืนใกล้เคียงกับคอลลาเจนจากเอ็นหาง

หนู ดังแสดงในรูป 4.6 (ข) และการศึกษาของ Silva Junior, Z. S. และคณะ (2015) รายงานว่า

อัตราส่วนการดูดกลืนระหว่างตําแหน่งเอไมด์ III กับพีคที่เลขคลื่น 1450 ต่อเซนติเมตร (วงแหวน 

pyrrolidine ของโพรลีนและไฮดรอกซีโพรลีน) ของคอลลาเจน มีค่าประมาณ 1.03±0.01 หมายถึง 

คอลลาเจนมีโครงสรา้งเปน็ Triple Helix ผลการวิเคราะห์ในงานวิจัยน้ีคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรด ,ตัด

ด้วยเปปซิน และคอลลาเจน BM พบว่าอัตราส่วนการดูดกลืนระหว่างตําแหน่งเอไมด์ III กับพีคของวง

แหวน pyrrolidine มีค่าเท่ากับ 1.07, 0.51 และ 0.89 ตามลําดับ พีคของวงแหวน pyrrolidine ที่สูง 
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บ่งบอกถึงปริมาณโพรลีนและไฮดรอกซีโพรลีนที่สูงด้วย จากอัตราส่วนการดูดซับระหว่างตําแหน่งเอ

ไมด์ III กับพีคของวงแหวน pyrrolidine ในคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดมีค่าเท่ากับ 1.07 แสดงว่า

โครงสร้างของคอลลาเจนยังเป็น Triple helices โดยอัตราส่วนนี้มีค่าลดลงในคอลลาเจน BM และ

คอลลาเจนที่ทรีทด้วยเปปซินมีค่าตํ่าสุด แสดงว่าโครงสร้าง Triple helices ถูกทําลายไปบางส่วน ซึ่ง

สอดคล้องกับอัตราส่วนของไกลซีน:โพรลีน:อะลานีน ในคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดและทรีทด้วยเปป 

ซิน เท่ากับ 2.97:1.07:1 และ 3.08:1.11:1 พบว่าปริมาณโพรลีนในคอลลาเจนที่ทรีทด้วยเปปซินมี

อัตราส่วนเพิ่มข้ึน 

 

ฌ. การวิเคราะห์ด้วยเทคนิคเชิงความร้อน ด้วยวิธี Differential scanning calorimetry (DSC) และ 
Thermogravimetric analysis (TGA) 

การวิเคราะห์ด้วยเทคนิคเชิงความร้อนด้วยวิธี Differential scanning calorimetry (DSC) 

ของคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดและทรีทด้วยเปปซิน ดังแสดงในรูป 4.6 เมื่อพิจารณาเทอร์โมแกรม 

DSC ในช่วงอุณหภูมิ 30-150 องศาเซลเซียส จะพบ Endothermic peak หรือการเปลี่ยนแปลงแบบ

ดูดพลังงาน โดยค่าอุณหภูมิของปรากฏการณ์ Endothermic ของคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดและทรีท

ด้วยเปปซิน เท่ากับ 92.63 และ 97.50 องศาเซลเซียส ตามลําดับ ซึ่งสัมพันธ์กับการเสียสภาพของ

โครงสร้างคอลลาเจนจาก Triple helices เป็น random coil การเสียสภาพของคอลลาเจนเป็น

กระบวนการที่ซับซ้อนโดยการให้ความร้อนทําให้เกิดพีคที่ใหญ่และกว้าง เนื่องจากต้องใช้พลังงาน

จํานวนมากในการสลายพันธะไฮโดรเจนและแรงวันเดอร์วาลในโครงสร้างของคอลลาเจน 

(Uskoković, V. และคณะ 2003) โดยอุณหภูมิในการเสียสภาพของคอลลาเจนทั้งสองชนิดมีค่า

ใกล้เคียงกัน 

การวิเคราะห์ด้วยเทคนิคเชิงความร้อนด้วยวิธี Thermogravimetric analysis (TGA) ของ

คอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดและทรีทด้วยเปปซิน ดังแสดงในรูป 4.7 TGA เป็นการวิเคราะห์ความเสถียร

ของวัสดุเมื่อได้รับความร้อน โดยการวัดน้ําหนักของวัสดุที่เปลี่ยนแปลงในแต่ละช่วงอุณหภูมิด้วย

เครื่องช่ังที่มีความไวสูง จากเทอร์โมแกรมของ TGA น้ําหนักของคอลลาเจนที่ลดลงประมาณร้อยละ 

10 เกิดจากการสลายพันธะของโมเลกุลน้ําชนิด bound water โดยเกิดข้ึนที่อุณหภูมิ 75.33 และ 

72.50 องศาเซลเซียส ในคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดและทรีทด้วยเปปซิน ซึ่งเป็นอุณหภูมิในการเสีย

สภาพของคอลลาเจนด้วยวิธี TGA (Uskoković, V. และคณะ 2003) 
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แม้ว่าคอลลาเจนที่ทรีทด้วยเปปซินมีน้ําหนักโมกุลที่ลดลง แต่เมื่อวิเคราะห์คุณสมบัติทาง

ความร้อนแล้วอุณหภูมิในการเสียสภาพไม่ได้ลดลงตามน้ําหนักโมเลกุล เนื่องจากปริมาณไฮดรอกซโีพร 

ลีนและโพรลีน หรือเรียกรวมกันว่ากรดอิมิโน มีสัดส่วนสูงข้ึนโดยสังเกตได้จากการวิเคราะห์ด้วย FTIR 

จะมีพีคการดูดกลืนของโพรลีนและไฮดรอกซีโพรลีนที่เกิดข้ึนชัดเจนและสูงกว่าพีคของคอลลาเจนที่

สกัดด้วยกรด นอกจากนี้การวิเคราะห์ปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนยังพบว่ามีคอลลาเจน

ที่ทรีทด้วยเปปซินมีปริมาณโพรลีนเพิ่มข้ึนด้วย จากการศึกษาของ Ikoma, T. และคณะ (2003) 

พบว่ากรดอะมิโนสองชนิดนี้มีความสัมพันธ์กับอุณหภูมิในการเสียสภาพ หากคอลลาเจนมีปริมาณ

กรดอิมิโนต่ําทําให้อุณหภูมิในเสียสภาพตํ่ากว่าคอลลาเจนที่มีกรดอิมิโนสูง ดังตัวอย่างเช่นในสัตว์น้ํา 

และในสัตว์บกจะมีปริมาณกรดอิมิโนสูง ส่งผลให้อุณหภูมิในการเสียสภาพสูง โดยปริมาณกรดอิมิโน

และความเสถียรต่อความร้อนของคอลลาเจนในสัตว์ชนิดต่างๆนั้น มีความสัมพันธ์กับอุณหภูมิของ

สิ่งแวดล้อมที่อาศัยอยู่ ปริมาณโพรลีนและไฮดรอกซีโพรลีนในพันธะเช่ือมในโมเลกุลและระหว่าง

โมเลกุล (Intra and intermolecular crosslinking) จะมีความสัมพันธ์กับอุณหภูมิการเสียสภาพ 

 

 

รูปท่ี 4.6 เทอรโ์มแกรม DSC ของคอลลาเจนจทีส่กัดด้วยกรดและทรทีเปปซิน โดยการวิเคราะห์ด้วย
วิธี Differential scanning calorimetry (DSC) ในช่วงอุณหภูมิ 30-340 องศาเซลเซียส อัตราการให้

ความร้อน 10 องศาเซลเซียสต่อนาที และอัตราการไหลของแก๊สไนโตรเจน 100 มิลลิลิตรต่อนาที 
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รูปท่ี 4.7 เทอรโ์มแกรม TGA ของคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดและทรทีเปปซิน จากการวิเคราะห์ด้วย

วิธี Thermogravimetric analysis (TGA) ในช่วงอุณหภูมิ 30-300 องศาเซลเซียส อัตราการให้ความ
ร้อน 10 องศาเซลเซียสต่อนาที และอัตราการไหลของแก๊สไนโตรเจน 100 มิลลลิิตรต่อนาที 

 
(Bozec, L. และคณะ 2011) ได้ทําการศึกษาการเสียสภาพด้วยความร้อน (Thermal 

Denaturation) ของคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดจากเอ็นหางหนูที่ผ่านกระบวนการทําแห้งแบบเยือก

แข็ง พบว่ามีอุณหภูมิในการเสียสภาพที่อุณหภูมิ 65±10 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่ได้ใกล้เคียง

กับงานวิจัยน้ี 

การสกัดคอลลาเจนด้วยกรดที่เวลา 24-72 ช่ัวโมง พบว่า ที่เวลา 72 ช่ัวโมงได้ร้อยละผลได้

มากที่สุด จึงเลือกคอลลาเจนจากการสกัดในสภาวะนี้ไปทรีทด้วยเปปซินด้วยอัตราส่วนของเปปซินต่อ

คอลลาเจน 1:10, 1:30 และ 1:50 (น้ําหนัก) ที่อุณหภูมิ 4 และ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 และ 

48 ช่ัวโมง พบว่า เมื่อเพิ่มเวลา อุณหภูมิและปริมาณเปปซิน จะทําให้ร้อยละผลได้ลดลง โดยร้อยละ

ผลได้อยู่ในช่วง 68-74 เมื่อวิเคราะห์น้ําหนักโมเลกุลด้วย SDS-PAGE คอลลาเจนที่ทรีทด้วยเปปซินใน

อัตราส่วนเปปซินต่อคอลลาเจน 1:50 อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง มีแถบ α1, α2 

และ β ซึ่งเป็นโครงสร้าง Triple helices ในคอลลาเจน ชนิดที่ 1 ซึ่งคล้ายคลึงกับคอลลาเจนเชิง

พาณิชย์ที่นํามาเปรียบเทียบมากที่สุด และมีน้ําหนักโมเลกุลลดลงจากการตัดเทโลเปปไทด์ ปริมาณ

และองค์ประกอบของกรดอะมิโนเมื่อเปรียบเทียบอัตราส่วนระหว่างไกลซีน:โพรลีน:อะลานีน พบว่า

คอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดและทรีทด้วยเปปซินมีอัตราส่วนที่ใกล้เคียงกันคือ 2.97:1.07:1 และ 

3.08:1.11:1 ตามลําดับ การวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีพบว่าหากค่าอัตราส่วนการดูดกลืนระหว่าง
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ตําแหน่งเอไมด์ III กับพีคของวงแหวน pyrrolidine (ในโพรลีนและไฮดรอกซีโพรลีน) มีค่าประมาณ 1 

คอลลาเจนยังมีโครงสรา้งเป็น Triple Helix และผลจากการวิเคราะห์พบว่าคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรด

และทรีทด้วยเปปซิน มีค่าอัตราส่วนน้ีเป็น 1.07 และ 0.51 ตามลําดับ แสดงว่าโครงสร้างของคอลลา

เจนที่สกัดด้วยกรดยังเป็น Triple helices แต่ในคอลลาเจนที่ทรีทด้วยเปปซินมีค่าลดลง แสดงว่า 

Triple helices ถูกทําลายไปบางส่วน จุดไอโซอิเล็กทริก (Isoelectric Point, IEP) ของสารละลาย

คอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดมีค่าพีเอชประมาณ 5.61±0.02 และเพิ่มข้ึนเป็น 7.15±0.03 ในสารละลาย

คอลลาเจนที่ทรีทด้วยเปปซิน 

 

4.2 การศึกษาลักษณะสมบัติของไฟโบรอินไหมไทย 

ก. ปริมาณกาวไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน ์

เมื่อนําเส้นไหมที่ผา่นการสาวด้วยมือและรังไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์ไปผ่านกระบวนการกําจัด

กาวไหม พบว่าร้อยละโดยน้ําหนักของกาวไหมจากรังไหมมีปริมาณที่สูงกว่ากาวไหมในเส้นไหม ดัง

แสดงในตารางที่ 4.11 โดยรังไหมมีร้อยละโดยน้ําหนักของกาวไหม 29.05±0.07 และเส้นไหมมีร้อย

ละโดยน้ําหนักของกาวไหม 23.19±0.31 เนื่องจากเส้นไหมที่ผ่านการสาวด้วยมือด้วยการต้มด้วยน้ํา

ร้อน ทําให้กาวไหมบางส่วนถูกกําจัดออกไป ร้อยละโดยน้ําหนักของกาวไหมจึงน้อยกว่า เนื่องจาก

ได้รับเส้นไหมมาเป็นจํานวนมากและกาวไหมบางส่วนถูกกําจัดออกไปแล้ว ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้เลือกเส้น

ไหมไปใช้ในการเตรียมสารละลายไฟโบรอินไหมต่อไป 

 

ตารางท่ี 4.11 น้ําหนักไหมกอ่นและหลงัการกําจัดกาวไหมและรอ้ยละโดยน้ําหนักของกาวไหม 
 

 เส้นไหม (สาวแล้ว) (n=25) รังไหม (n=4) 

น้ําหนักไหมก่อนกําจัดกาวไหม (กรัม) 40.04±0.05 40.01±0.01 

น้ําหนักไหมหลังกําจัดกาวไหม (กรัม) 30.75±0.33 28.38±0.07 

ร้อยละโดยน้ําหนักของกาวไหม 23.19±0.31 29.05±0.07 
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ข. ปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนในสารละลายไฟโบรอินไหม 

การวิเคราะห์หาปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนในสารละลายไฟโบรอินไหม ด้วย

เทคนิค High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ส่งวิเคราะห์ที่ศูนย์ทดสอบและ

มาตรวิทยา สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย ด้วยข้อจํากัดในการวิเคราะห์จึง

มีการทําซ้ําเพียงครั้งเดียว โดยปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนในสารละลายไฟโบรอินไหม 

ดังแสดงในตารางที่ 4.12 

ปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนในสารละลายไฟโบรอินไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์และ

พันธ์ุนางน้อยศรีษะเกษ 1 (Kaewprasit, K. และคณะ 2014) ด้วยเทคนิค High Performance 

Liquid Chromatography (HPLC) ดังแสดงในตารางที่ 4.12 ไฟโบรอินไหมประกอบด้วยกรดอะมิโน 

จํานวน 18 ชนิด โดยมีกรดอะมิโนที่สําคัญ 4 ชนิด คือ ไกลซีน อะลานีน ซีรีนและไทโรซีน โดยในไฟ

โบรอินไหมพันธ์ุเหลอืงไพโรจน์ พบว่ามี ไกลซีน ร้อยละ 47.82, อะลานีน ร้อยละ 28.32, ซีรีน ร้อยละ 

11.02, ไทโรซีน ร้อยละ 4.76 และกรดอะมิโนชนิดอื่นๆร้อยละ 8.08 เมื่อเปรียบเทียบกับไฟโบรอิน

ไหมพันธ์ุนางน้อยศรีสะเกษ 1 ซึ่งเป็นไหมสายพันธ์ุไทยแท้ พบว่าปริมาณของกรดอะมิโนชนิดอะลานีน

และไกลซีนสูงกว่า ส่วนปริมาณของกรดอะมิโนชนิดซีรีนและไทโรซีนตํ่ากว่า เมื่อพิจารณาปริมาณของ

กรดอะมิโนที่มีความชอบน้ําและมีความไม่ชอบน้ําของไฟโบรอินไหมทั้งสองชนิดพบว่า ไฟโบรอินไหม

พันธ์ุเหลืองไพโรจน์มีปริมาณกรดอะมิโนที่มีความไม่ชอบน้ําร้อยละ 84.83 (โดยโมล) และปริมาณ

กรดอะมิโนที่มีความชอบน้ําร้อยละ 15.18 (โดยโมล) ตามลําดับ ส่วนไฟโบรอินไหมพันธ์ุนางน้อยศรี

สะเกษ 1 มีปริมาณกรดอะมิโนที่มีความไม่ชอบน้ําร้อยละ 81.67 (โดยโมล) และปริมาณกรดอะมิโนที่

มคีวามชอบน้ําร้อยละ 18.33 (โดยโมล) ตามลําดับ 
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ตารางท่ี 4.12 ร้อยละโดยโมลปรมิาณและองค์ประกอบของกรดอะมโินในสารละลายไฟโบรอินไหม
พันธ์ุเหลอืงไพโรจน์และพันธ์ุนางน้อยศรีษะเกษ 1  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ชนิดของกรดอะมิโน 

ร้อยละโดยโมล 

พันธุ์เหลืองไพโรจน์ พันธุ์นางน้อยศรีษะเกษ 1  

(Kaewprasit, K. และคณะ 2014) 

กรดอะมิโนมีหมู่โซ่ข้างที่ไม่มีขั้วและเป็นอะลิฟาติก 

Alanine, Ala 28.32 34.29 

Glycine, Gly 47.82 38.32 

Isoleucine, Ile 0.43 0.20 

Leucine, Leu 0.37 0.27 

Methionine, Met 0.04 0.08 

Proline, Pro 0.37 0.42 

Valin, Val 1.99 1.15 

กรดอะมิโนมีหมู่โซ่ข้างเป็นอะโรมาติก 

Phenylalanine, Phe 0.55 0.98 

Tyrosine, Try 4.76 5.75 

Tryptophan, Trp 0.18 0.21 

กรดอะมิโนที่มีขั้วแต่ไม่มีประจุ 

Serine, Ser 11.02 13.42 

Threonine, Thr 0.84 0.80 

Cysteine, Cys 0.00 0.00 

กรดอะมิโนที่มีขั้วและมีประจุบวก 

Arginine, Arg 0.37 0.30 

Histidine, His 0.23 0.83 

Lysine, Lys 0.23 0.20 

กรดอะมิโนที่มีขั้วและมีประจุบลบ 

Aspartic acid, Asp 1.46 1.63 

Glutamic acid, Glu 1.03 1.15 
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Goto, Y. และคณะ (1990) ได้ศึกษาปริมาณและองค์ประกอบกรดอะมิโมของไฟโบรอินไหม

ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี (Column chromatography) พบว่าไฟโบรอินไหมที่เตรียมด้วยตัวทํา

ละลายลิเธียมไธโอไซยาเนต (Lithium thiocyanate, LiSCN) ในสภาวะแตกต่างกันมีปริมาณและ

องค์ประกอบของกรดอะมิโนไม่แตกต่างกัน ซึ่งสอดคล้องกับ Tsukada, M. และคณะ (1990) พบว่า

ไฟโบรอินไหมที่ เตรียมด้วยตัวทําละลายลิเธียมโบรไมด์ในสภาวะแตกต่างกันมี ปริมาณและ

องค์ประกอบของกรดอะมิโนไม่แตกต่างกัน ส่วน Furuhata, K. และคณะ (1994) ทําการเตรียม

สารละลายไฟโบรอินไหมด้วยสารละลายเอ็น,เอ็น-ไดเมทิลอะเซตาไมด์ (N,N-dimethyacetamide, 

DMA) และตัวทําละลายลิเธียมคลอไรด์ (Lithium chloride, LiCl) โดยนําตะกอนไฟโบรอินไหม

น้ําหนัก 5 มิลลิกรัม ละลายด้วยกรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric, HCl) ความเข้มข้น 6 นอร์มอล 

ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล้วทิ้งให้สารละลาย

ดังกล่าวแห้ง และนําตะกอนนั้นมาละลายซ้ําด้วยกรดไฮโดรคลอริก ความเข้มข้น 0.1 นอร์มอล 

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แล้วเจือจางด้วยสารละลายลิเธียมซิเตรตบัฟเฟอร์ (Lithium citrate buffer) พี

เอช 3.5 เพื่อวิเคราะห์ปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี โดยใช้

คอลัมน์ที่มี Lithium-type cation-exchange resin เป็นเฟสคงที่ (Stationary phase) และ

สารละลายลิเธียมซิเตรตบัฟเฟอร์เป็นเฟสเคลื่อนที่ (Mobile phase) พบว่าปริมาณและองค์ประกอบ

กรดอะมิโนของตะกอนไฟโบรอินไหมทั้งสองส่วนแตกต่างกนัเล็กน้อย โดยตะกอนไฟโบรอินจากรังไหม

ส่วนที่สามารถละลายด้วยตัวทําละลายดังกล่าวมีปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนที่มี

ความชอบน้ํามากกว่าตะกอนไฟโบรอินจากรังไหมส่วนที่ไม่สามารถละลายด้วยตัวทําละลายชนิด

เดียวกัน 

เมื่อเปรียบเทยีบอัตราส่วนกรดอะมโินที่สาํคัญ 4 ชนิด คือ ไกลซีน อะลานีน ซีรีนและไทโรซีน 

พบว่าไฟโบรอินไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์ มีอัตราส่วน 10:6:2:1 ส่วนไฟโบรอินไหมพันธ์ุนางน้อยศรีสะ

เกษ 1 มีอัตราส่วน 7:6:2:1 เมื่อเทียบกับไฟโบรอินไหม Bombyx mori จากไหมในเขตอบอุ่น 

Suzuki, Y. (1997) ได้ทําการศึกษาปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนในไฟโบรอินไหมจาก

ประเทศญี่ปุ่นพบว่าอัตราส่วน ไกลซีน อะลานีน ซีรีนและไทโรซีน เป็น 9:6:2:1 ซึ่งใกล้เคียงกับไฟโบ

รอินจากไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์ เนื่องจากไหมพันธ์ุเหลืองเป็นไหมพันธ์ุลูกผสมจากพันธ์ไทยและพันธ์ุ

ญี่ปุ่น ทําให้มีความคล้ายคลึงกันในองค์ประกอบของกรดอะมิโนที่มาจากไหมพันธ์ุญี่ปุ่น นอกจากนี้ไฟ

โบรอินไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์มีไกลซีนสูงกว่าไฟโบรอินไหมพันธ์ุนางน้อยศรีสะเกษ 1 โดยไกลซีนนั้น
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เป็นกรดอะมิโนที่เล็กที่สุดเมื่ออยู่ในโครงสร้างของไฟโบรอินไหม จะเกิดการเรียงตัวของกรดอะมิโนที่

ชิดกันมากข้ึน โครงสร้างของไฟโบรอินไหมจึงมีความแข็งแรงสูง 

 

ค. ค่าศักย์เซต้าของสารละลายไฟโบรอินไหม 

การวิเคราะห์ค่าประจุทางไฟฟ้าของสารละลายไฟโบรอินไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์และพันธ์ุ

นางน้อยศรีสะเกษ 1 ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 ในนํ้าปราศจากประจุ อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ที่พี

เอช 3-6 โดยปรับพีเอชด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ และสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ (n=3) โดยค่าศักย์เซต้าเป็นความแตกต่างของประจุ

ไฟฟ้าระหว่างช้ันความหนาแน่นของไอออนที่อยู่รอบๆอนุภาคและประจุในของเหลวที่อยู่ล้อมรอบ ค่า

ศักย์เซต้าของสารละลายไฟโบรอินไหมแสดงในรูปที่ 4.8 โดยค่าศักย์เซต้าของสารละลายไฟโบรอิน

ไหมลดลงเมื่อพีเอชเพิ่มข้ึน จุดที่ค่าศักย์เซต้ามีค่าเท่ากับศูนย์หรือจุดไอโซอิเล็กทริก ( Isoelectric 

Point, IEP) ของสารละลายไฟโบรอินไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์มีค่าพีเอชประมาณ 4.04±0.02 ส่วน

สารละลายไฟโบรอินไหมพันธ์ุนางน้อยศรีสะเกษ 1 มีค่าพีเอชประมาณ 4.06±0.01 ความแตกต่าง

ของประจุไฟฟ้าหรือศักย์เซต้าของสารละลายไฟโบรอินไหมข้ึนอยู่กับความสมดุลของประจุบวกและ

ประจุลบที่อยู่ในโมเลกุล การวิเคราะห์ค่าประจุทางไฟฟ้าของสารละลายไฟโบรอินไหมโดยการปรับพี

เอชให้ต่ําลงด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ซึ่งจะแตกตัวให้โปรตอนที่แสดงประจุบวก ค่าศักย์เซต้า

เมื่อพีเอชต่ําลงจึงมีค่าบวก และเมื่อปรับค่าพีเอชให้สูงข้ึนด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ซึ่งจะ

แตกตัวได้ประจุลบจากหมู่ไฮดรอกซิลส่งผลให้ค่าศักย์เซต้าที่พีเอชสูงจึงมีค่าเป็นลบ สารละลายไฟโบ

รอินมีปริมาณกรดอะมิโนที่มีประจุลบ คือ กรดแอสพาติคและกรดกลูตามิค สูงกว่ากรดที่มีประจุบวก 

ทําให้จุดไอโซอิเล็กทริกเป็นกรดด้วย 
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รูปท่ี 4.8 ค่าศักย์เซต้าของสารละลายไฟโบรอินไหม ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส ที่พเีอชต่างๆ 

 

จากการศึกษาของ Ayub, Z.H. และคณะ (1993) ได้ทําการศึกษาจุดไอโซอิเล็กทริกของ

สารละลายไฟโบรอินไหม ซึ่งเป็นไหมจากประเทศญี่ปุ่น โดยการนําสารละลายไฟโบรอินไหม ความ

เข้มข้นร้อยละ 3 โดยน้ําหนัก พีเอช 7.6-7.9 มาปรับค่าพีเอชด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกหรือ

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ให้มีค่าพีเอช 1.5-13 แล้วทิ้งให้สารละลายที่ได้กลายเป็นเจลที่

อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพัทธ์ร้อยละ 56-64 พบว่าสารละลายไฟโบรอินไหมที่พีเอช

ในช่วงดังกล่าวตกตะกอน โดยสารละลายไฟโบรอินไหมตกตะกอนที่พีเอช 3.8-3.9 แสดงให้เห็นว่า

สารละลายไฟโบรอินไหมมจีุดไอโซอิเลก็ทริกทีพ่ีเอชนี้ ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Malay, O. และ

คณะ (2007) ได้ทําการศึกษาจุดไอโซอิเล็กทริกของสารละลายไฟโบรอินไหมจากประเทศตุรกี โดยนํา

สารละลายไฟโบรอินไหมที่มีความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยน้ําหนัก ในสารละลายโพแทสเซียมคลอไรด์ 

(Potassium chloride, KCl) ความเข้มข้น 10-3 โมลาร์ นําไปวิเคราะห์ค่าประจุทางไฟฟ้า ที่อุณหภูมิ 

20 องศาเซลเซียส พบว่าสารละลายไฟโบรอินไหมที่พีเอช 3.8-4.2 มีค่าประจุทางไฟฟ้าเทา่กับศูนย์ ซึ่ง

เป็นจุดไอโซอิเล็กทริกของสารละลายดังกล่าว 

 

-8

-6

-4

-2

0

2

4

6

3 3.5 4 4.5 5 5.5 6

พันธ์ุเหลืองไพโรจน์ 

พันธ์ุนางน้อยศรีสะเกษ 1 
ค่า

ศัก
ย์เ

ซต
้า (

มิล
ลิโ

วล
ต์)

 

พีเอช 



 

 

109 

ง. การวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันด้วยเทคนิคฟูเรียร์ทรานส์ฟอร์มอินฟราเรดสเปคโตรสโคปี ( Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy, FTIR) ด้วยโหมด Attenuated Total Reflection (ATR) 

การวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันด้วยเทคนิคฟูเรียร์ทรานส์ฟอร์มอินฟราเรดสเปคโตรสโคปี (Fourier 

Transform Infrared Spectroscopy, FTIR) ด้วยโหมด Attenuated Total Reflection (ATR) 

เพื่อวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันของของไฟโบรอินไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์และพันธ์ุนางน้อยศรีสะเกษ 1 ที่

ผ่านกระบวนการทําแห้งแบบเยือกแข็ง แสดงดังรูปที่ 4.9 สเปกตรัมการดูดกลืนของไฟโบรอินไหมทั้ง

สองสายพันธ์ุ โดยมีตําแหน่งเอไมด์ I ของไฟโบรอินไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์และพันธ์ุนางน้อยศรีสะเกษ 

1 ปรากฏพีคที่เลขคลื่น 1644 และ 1641 ต่อเซนติเมตร ตามลําดับ โดยเอไมด์ I มาจากการ

สั่นสะเทือนจากการยืดตัวของ C=O และการหดตัวของ N-H ซึ่งเกี่ยวข้องกับโครงสร้างทุติยภูมิของไฟ

โบรอินไหม คือ random coil ตําแหน่งเอไมด์ II ของไฟโบรอินไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์และพันธ์ุนาง

น้อยศรีสะเกษ 1 ปรากฏพีคที่เลขคลื่น 1515 และ 1514 ต่อเซนติเมตร ตามลําดับ โดยเอไมด์ II 

เกี่ยวข้องกับการงอของ N-H และการยืดตัวของ C-N ที่มีโครงสร้างแบบเบต้าชีท และตําแหน่งเอไมด์ 

III ของไฟโบรอินไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์และพันธ์ุนางน้อยศรีสะเกษ 1 ปรากฏพีคที่เลขคลื่น 1234 

และ 1230 ต่อเซนติเมตร ตามลําดับ โดยเอไมด์ III เกี่ยวข้องกับการยืดตัวของ N-H และ C-N ซึ่ง

แสดงถึงโครงสร้าง random coil จากผลการวิเคราะห์แสดงให้เห็นว่าไม่พบความแตกต่างของหมู่

ฟังก์ชันจากไฟโบรอินไหมทั้งสองชนิด โดยตําแหน่งพีคการดูดกลืนของไฟโบรอินไหมพันธ์ุเหลือง

ไพโรจน์และพันธ์ุนางน้อยศรีสะเกษ 1 แสดงดังตารางที่ 4.13 
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รูปท่ี 4.9 สเปกตรมัการดูดกลืนของไฟโบรอินไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์และพันธ์ุนางน้อยศรสีะเกษ 1 ที่
ผ่านกระบวนการทําแหง้แบบเยือกแข็ง แล้วนําไปวิเคราะห์ดว้ยเทคนิคฟูเรียร์ทรานส์ฟอรม์อินฟราเรด

สเปคโตรสโคป ี
 
ตารางท่ี 4.13 ตําแหน่งพีคการดูดกลืนของไฟโบรอินไหมพนัธ์ุเหลืองไพโรจน์และพันธ์ุนางน้อยศรีสะ
เกษ 1 
 

การ

ดูดกลืน 

เลขคลื่น (ต่อเซนติเมตร) 

หมู่ฟังก์ชัน 
Bombyx mori 

(Silva, R. และ

คณะ 2016) 

พันธุ์

เหลือง

ไพโรจน์ 

พันธุ์นางน้อย

ศรีสะเกษ 1 

เอไมด์ I 1640 1644 1641 การยืดตัวของ C=O และการหดตัวของ N-H 

เอไมด์ II 1517 1515 1514 การงอของ N-H และการยืดตัวของ C-N 

เอไมด์ III 1236 1234 1230 การงอของ N-H และการยืดตัวของ C-N 
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 Silva, R. และคณะ (2016) ได้ศึกษาหมู่ฟังก์ชันด้วยเทคนิค ATR-FTIR ของไฟโบรอินไหม

จากประเทศเยอรมนี ที่สกัดจากสารละลายลิเธียมโบรไมด์ ความเข้มข้น 9.6 โมลาร์ และทําแห้งแบบ

เยือกแข็ง โดยพบพีคของเอไมด์ I, II และ III ที่เลขคลื่น 1640, 1517, และ 1236 ต่อเซนติเมตร 

ตามลําดับ ซึ่งมีโครงสร้างแบบ random coil, เบต้าชีท และ random coil ตามลําดับ ซึ่งสอดคล้อง

กับงานวิจัยนี้ สําหรับตําแหน่งของเอไมด์ I พีคที่เลขคลื่น 1650 ต่อเซนติเมตร นั้นเป็นโครงสร้าง 

random coil และที่ 1630 ต่อเซนติเมตร เป็นโครงสร้างเบต้าชีท ส่วนตําแหน่งของเอไมด์ II พีคที่

เลขคลื่น 1540 ต่อเซนติเมตร เป็นโครงสร้าง random coil และที่ 1520 ต่อเซนติเมตร เป็น

โครงสร้างเบต้าชีท และตําแหน่งของเอไมด์ III พีคที่เลขคลื่น 1230 ต่อเซนติเมตร เป็นโครงสร้าง 

random coil และที่ 1270 ต่อเซนติเมตร เป็นโครงสร้างเบต้าชีท 

 

จ. การวิเคราะห์น้ําหนักโมเลกุลของไฟโบรอินไหมด้วยเทคนิค Sodium Dodecyl Sulfate 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) และ Gel permeation chromatography 
(GPC) 

รูปแบบโปรตีนของไฟโบรอินไหมที่วิเคราะห์ด้วยเทคนิค SDS-PAGE โดยใช้เจลพอลิอะคริลา

ไมด์ ความเข้มข้นร้อยละ 15 แสดงดังรูปที่ 4.10 (ก) โดยนําไฟโบรอินจากเส้นและรังไหมพันธ์ุเหลือง

ไพโรจน์และจากรังไหมพันธ์ุนางน้อยศรีสะเกษ 1 ไปวิเคราะห์เพื่อเปรียบเทียบน้ําหนักโมเลกุล พบว่า 

แถบโปรตีนที่ปรากฏมีลักษณะเป็นแถบ Smear ตั้งแต่น้ําหนักโมเลกุล 43 กิโลดาลตันข้ึนไป โดยแถบ 

Smear ตั้งแต่ 130 กิโลดาลตันข้ึนไปจะมีลักษณะเข้มกว่าแถบส่วนอื่น โดยคาดว่าเป็นแถบของ 

Heavy chain ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 350 กิโลดาลตัน แถบดังกล่าวนี้ปรากฏในตัวอย่างทั้ง

สามชนิด และมีแถบโปรตีนปรากฏที่น้ําหนักโมเลกุล 26 กิโลดาลตัน โดยเป็นแถบของ Light chain 

ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 26 กิโลดาลตัน แถบนี้ปรากฏในไฟโบรอินจากเส้นและรังไหมพันธ์ุ

เหลืองไพโรจน์ โดยไม่ปรากฏในไฟโบรอินจากรังไหมพันธ์ุนางน้อยศรีสะเกษ 1 การกระจายตัวของ

น้ําหนักโมเลกุลโดยปรากกฏเป็นแถบ Smear ตั้งแต่น้ําหนักโมเลกุล 43 กิโลดาลตันข้ึนไป ถึง 200 

กิโลดาลตัน ซึ่งเกิดจากผู้วิจัยได้เลือกความเข้มข้นของเจลพอลิอะคริลาไมด์ที่แตกต่างจากงานวิจัยของ 

Teramoto, H. และคณะ (2014) ดังแสดงในรูปที่ 4.10 (ข) ที่ส่งผลให้การแยกไฟโบรอินไหมด้วยวิธีนี้

จึงไม่สามารถทําได้ ส่วนการวิเคราะห์น้ําหนักโมเลกุลของไฟโบรอินไหมด้วยเทคนิค GPC ดังแสดงใน

รูปที่ 14.11 พบว่ามีการกระจายตัวของน้ําหนักโมเลกุลเป็นช่วงกว้าง โดยไม่ได้มีการกระจุกตัวของ
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น้ําหนักโมเลกุลที่ชัดเจนเช่นเดียวกับพอลิเมอร์สังเคราะห์ที่เกิดพีคอย่างชัดเจน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                    Marker      1        2       3 

                                 (ก)                                     (ข) (Teramoto, H. และคณะ 2014) 

รูปท่ี 4.10 รูปแบบโปรตีนของไฟโบรอินไหมที่วิเคราะห์ด้วยเทคนิค SDS-PAGE โดยใช้เจลพอลอิะคริ

ลาไมด์ ความเข้มข้นร้อยละ 15 (ก) 1:เส้นไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์, 2:รังไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์, 3:รงั

ไหมพันธ์ุนางน้อยศรสีะเกษ 1 (ข) โปรตีนจากไหมพันธ์ุ Bombyx mori ที่ดัดแปลงพันธุกรรม (H01) 

และไหมตามธรรมชาติ (WT) ที่ให้และไม่ให้ p-chloro-L-phenylalanine (ClPhe) ในระยะตัวหนอน  

 
การศึกษาของ Wadbua, P. และคณะ (2010) พบว่าการเตรียมสารละลายไฟโบรอินจากรัง

ไหมไทยพันธ์ุนางน้อยศรีสะเกษ ด้วยตัวทําละลายและสภาวะต่างๆ ในอัตราส่วน 1:30 (น้ําหนักต่อ

ปริมาตร) คือ สารละลายผสมระหว่างแคลเซียมคลอไรด์-เอทานอล (อัตราส่วนแคลเซียมคลอไรด์:เอ

ทานอล:น้ํา เท่ากับ 1:2:8) ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส, สารละลายลิเธียมไธโอไซยาเนต ความ

เข้มข้น 9 โมลาร์ ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส, สารละลายลิเทียมโบรไมด์ ความเข้มข้น 9 โมลาร์ ที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส, สารละลายลิเธียมคลอไรด์ ความเข้มข้นร้อยละ 60 และ 75 ที่อุณหภูมิ 

40 องศาเซลเซียส และ สารละลายลิเธียมคลอไรด์ ความเข้มข้นร้อยละ 85 ที่อุณหภูมิ 40 และ 60 

องศาเซลเซียส มีเพียงการเตรียมไฟโบรอินไหมด้วยสารละลายผสมระหว่างแคลเซียมคลอไรด์ -เอ

ทานอล เท่านั้นที่สามารถรักษาไฟโบรอินทั้งสองสายได้ โดยปรากฏแถบโปรตีนที่น้ําหนักโมเลกุล

kDa 
180
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ประมาณ 350 และ 25 กิโลดาลตัน ส่วนการเตีรยมสารละลายไฟโบรอินไหมด้วยตัวทําละลายอื่นนั้น

ปรากฏเพียงแถบชัดเจนที่น้ําหนักโมเลกุล 25 กิโลดาลตัน โดยการวิเคราะห์น้ําหนักโมเลกุลของไฟโบ

รอินไหมด้วยวิธีเดียวกัน 

 Teramoto, H. และคณะ (2014) ได้ศึกษาชนิดของโปรตีนจากไหมพันธ์ุ Bombyx mori ที่

ดัดแปลงพันธุกรรม (H01) และไหมตามธรรมชาติ (WT) ที่ให้และไม่ให้ p-chloro-L-phenylalanine 

(ClPhe) ในระยะตัวหนอน เมื่อหนอนไหมพ่นเส้นใยออกมาแล้วนําเส้นใยที่ไม่ได้กําจัดกาวไหมหรือเซ

ริซินมาสกัดสารละลายไฟโบรอิน โดยละลายด้วยสารละลายลิเธียมโบรไมด์ ความเข้มข้น 8 โมลาร์ ที่

อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส แล้วนําไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค SDS-PAGE โดยปรากฏแถบโปรตีนของ 

Heavy chain (FibH), Light chain (FibL) และเซริซิน น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 350, 25 และ 250 

กิโลดาลตัน ตามลําดับ 

 

 

รูปท่ี 4.11 การกระจายตัวของน้ําหนกัโมเลกุลไฟโบรอินจากไหมพันธ์ุเหลอืงไพโรจน์และพันธ์ุนางน้อย
ศรีสะเกษ 1 

 
 การวิเคราะห์น้ําหนักโมเลกุลของไฟโบรอินไหมด้วยเทคนิค Gel permeation chromato 

graphy (GPC) ดังแสดงในรูป 4.11 โดยวิเคราะห์ที่ห้องปฏิบัติการพอลิเมอร์และวัสดุคอมโพสิท 

ภาควิชาวิศวกรรมอุตสาหการ คณะวิศวกรรมศาสตร์ มหาวิทยาลัยเทรนโต ประเทศอิตาลี  พบว่าไฟ
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โบรอินไหมจากพันธ์ุเหลืองไพโรจน์มีน้ําหนักโมเลกุลโดยเฉลี่ยตามน้ําหนัก (Mw) 372,021 ดาลตัน, 

น้ําหนักโมเลกุลโดยเฉลี่ยตามจํานวน (Mn) 199,372 ดาลตัน และดัชนีการกระจายน้ําหนักของพอลิ

เมอร์ (Polydispersity index, PDI) 1.87 ส่วนไฟโบรอินไหมจากพันธ์ุนางน้อยศรีสะเกษ 1 มีน้ําหนัก

โมเลกุลโดยเฉลี่ยตามน้ําหนัก (Mw) 355,738 ดาลตัน, น้ําหนักโมเลกุลโดยเฉลี่ยตามจํานวน (Mn) 

183,354 ดาลตัน และดัชนีการกระจายน้ําหนักของพอลิเมอร์ (Polydispersity index, PDI) 1.94 

ค่า PDI หาอัตราส่วนระหว่าง Mw และ Mn โดยหาจาก    
      

     
 และ    

     

  
  เมื่อ N คือ 

จํานวนโมเลกุลในสารตัวอย่าง และ M คือ น้ําหนักโมเลกุลของแต่ละสายโซ่ (Crowley, T.J. และ

คณะ 1997)จากผลการวิเคราะห์พบว่าไหมทั้งสองสายพันธ์ุ มีค่า PDI ประมาณ 2 แสดงว่า Mw มีค่า

มากกว่า Mn 2 เท่า หาก PDI มีค่าใกล้เคียง 1 ทุกสายของพอลิเมอร์ในไฟโบรอินมีค่าใกล้เคียงกัน 

ทั้งนี้ค่า Mw และ Mn ของไฟโบรอินจากไหมพันธ์ุเหลืองโพโรจน์สูงกว่าค่า Mw และ Mn ของไฟโบ

รอินพันธ์นางน้อยศรีษะเกษ 1 บ่งบอกถึงน้ําหนักโมเลกุลของไฟโบรอินไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์สูงกว่า

ไฟโบรอินจากไหมพันธ์ุนางน้อยศรีสะเกษ 1 

จากการศึกษาของ Cho, H.J. และคณะ (2012) ได้ทําการศึกษามวลโมเลกุลของไฟโบรอิน 

โดยนําไฟโบรอินไหมมาละลายด้วยสารละลายยูเรยี ความเข้มข้น 4 โมลาร์ ได้ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 

โดยน้ําหนักต่อปริมาตร แล้วนําไปวิเคราะห์นําหนักโมเลกุลไฟโบรอินไหมด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกรา 

ฟี โดยใช้คอลัมน์ที่มี Superdex 200 10/300 GL เป็นเฟสคงที่ และสารละลายยูเรียที่มีความเข้มข้น 

4 โมลาร์ เป็นเฟสเคลื่อนที่ อัตราการเคลื่อนที่ของเฟส 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที และวัดปริมาณของไฟโบ

รอินไหมที่เคลื่อนที่ผ่านคอลัมน์ที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร พบว่าไฟโบรอินไหมที่เตรียมด้วยตัว

ทําละลายลิเธียมโบรไมด์ มีน้ําหนักโมเลกุล 450 กิโลดาลตัน 

 

ฉ. การวิเคราะห์ด้วยเทคนิคเชิงความร้อน ด้วยวิธี Differential scanning calorimetry (DSC) และ 
Thermogravimetric analysis (TGA) 

 การวิเคราะห์ด้วยเทคนิคเชิงความร้อน ด้วยวิธี Differential scanning calorimetry (DSC) 

ของไฟโบรอินไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์และพันธ์ุนางน้อยศรีสะเกษ 1 ดังแสดงในรูปที่ 4.12 เมื่อ

พิจารณาเทอร์โมแกรม DSC ของไฟโบรอินไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์และพันธ์ุนางน้อยศรีสะเกษ 1 

ในช่วงอุณหภูมิ 30-150 องศาเซลเซียส จะพบ Endothermic peak หรือการเปลี่ยนแปลงแบบดูด

พลังงาน ซึ่งเกิดจากการสลายพันธะของโมเลกุลน้ําชนิด Non-freezing bound water ในไฟโบรอิน
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ไหม โดยค่าอุณหภูมิของปรากฏการณ์ Endothermic ของไฟโบรอินไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์และพันธ์ุ

นางน้อยศรีสะเกษ 1 เท่ากับ 96.47 และ 99.47 องศาเซลเซียส ตามลําดับ ช่วงอุณหภูมิ 150-200 

องศาเซลเซียส จะพบ Exothermic peak หรือการเปลี่ยนแปลงแบบคายพลังงานของ Glass 

transition หรือการเปลีย่นสถานะคลา้ยแก้ว โดยพบค่าอุณหภูมิของปรากฏการณ์นี้ของไฟโบรอินไหม

พันธ์ุเหลืองไพโรจน์และพันธ์ุนางน้อยศรีสะเกษ 1 เท่ากับ 179.14 และ 179.17 องศาเซลเซียส 

ตามลําดับ ช่วงอุณหภูมิ 200-250 องศาเซลเซียส จะพบ Exothermic peak ของอุณหภูมิในการตก

ผลึกหรือ Crystallization temperature จากของแข็งคล้ายแก้วเป็นของยืดหยุ่นคล้ายยาง โดยพบ

ค่าอุณหภูมิของปรากฏการณ์นี้ของไฟโบรอินไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์และพันธ์ุนางน้อยศรีสะเกษ 1 

เท่ากับ 223.41 และ 222.44 องศาเซลเซียส ตามลําดับ และช่วงอุณหภูมิ 250-300 องศาเซลเซียส

จะพบ Endothermic peak ของอุณหภูมิในการสลายตัวหรือ Degradation temperature โดยพบ

ค่าอุณหภูมิของปรากฏการณ์นี้ของไฟโบรอินไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์และพันธ์ุนางน้อยศรีสะเกษ 1 

เท่ากับ 285.42 และ 282.66 องศาเซลเซียส ตามลําดับ  

การวิเคราะห์ด้วยเทคนิคเชิงความร้อน ด้วยวิธี Thermogravimetric analysis (TGA) ดัง

แสดงในรูปที่ 4.13 เมื่อพิจารณาเทอร์โมแกรมของ TGA พบว่าในช่วงอุณหภูมิต่ํากว่า 100 องศา

เซลเซียส จะเกิดการสูญเสยีนํ้าหนักจากการสลายตัวของโมเลกุลน้ํา ซึ่งเป็นตัวทําละลายไฟโบรอินไหม 

และช่วงอุณหภูมิ 200-300 องศาเซลเซียส จะเกิดจากการสลายตัวของโมเลกุลไฟโบรอินไหม ซึ่ง

อุณหภูมิในการสลายตัวหรือ Degradation temperature ของไฟโบรอินไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์และ

พันธ์ุนางน้อยศรีสะเกษ 1 เท่ากับ 289.67 และ 282.83 องศาเซลเซียส ตามลําดับ โดยเกิดจากการ

สลายตัวของเบต้าชีทในไฟโบรอินไหมและมีค่าใกล้เคียงกับอุณหภูมิในการสลายตัวจากเทอโมแกรม 

DSC และจากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคเชิงความร้อนทั้งสองวิธี พบว่าไฟโบรอินไหมทั้งสองสายพันธ์ุมี

ความแตกต่างกันเพียงเล็กน้อย โดยไฟโบรอินไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์มีอุณหภูมิในการสลายตัวสูงกว่า

ไฟโบรอินไหมพันธ์ุนางน้อยศรีสะเกษ 1 
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รูปท่ี 4.12 เทอร์โมแกรม DSC ของไฟโบรอินไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์และพันธ์ุนางน้อยศรสีะเกษ 1 
โดยการวิเคราะห์ด้วยวิธี Differential scanning calorimetry (DSC) ในช่วงอุณหภูมิ 30-340 องศา
เซลเซียส อัตราการให้ความร้อน 10 องศาเซลเซียสต่อนาที และอัตราการไหลของแกส๊ไนโตรเจน 100 

มิลลิลิตรต่อนาท ี

 

รูปท่ี 4.13 เทอร์โมแกรม TGA ของไฟโบรอินไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์และพันธ์ุนางน้อยศรสีะเกษ 1 
โดยการวิเคราะห์ด้วยวิธี Thermogravimetric analysis (TGA) ในช่วงอุณหภูมิ 30-700 องศา

เซลเซียส อัตราการให้ความร้อน 10 องศาเซลเซียสต่อนาที และอัตราการไหลของแกส๊ไนโตรเจน 100 
มิลลิลิตรต่อนาท ี
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 Mhuka, V. และคณะ (2013) ได้ศึกษาสมบัติทางความร้อนของไฟโบรอินไหม สายพันธ์ุ 

Bombyx Mori จากประเทศแอฟริกาใต้ ด้วยเทคนิค TGA และ DSC โดยเทอร์โมแกรม DSC ในช่วง

แรกจะพบ Endothermic peak จากการสลายพันธะของโมเลกุลน้ําที่อุณหภูมิต่ํากว่า 100 องศา

เซลเซียส และพบ Endothermic peak ของอุณหภูมิในการสลายตัวหรือ Degradation 

temperature โดยพบค่าอุณหภูมิของปรากฏการณ์นี้ที่ 320 องศาเซลเซียส ซึ่งเกิดจากการสลายตัว

ของโครงสร้างแบบเบต้าชีทในไฟโบรอินไหม ส่วนเทอร์โมแกรม TGA ที่อุณหภูมิต่ํากว่า 100 องศา

เซลเซียส จะเกิดการสูญเสียนํ้า และอุณหภูมิในการสลายตัวหรือ Degradation temperature ของ

ไฟโบรอินไหม ที่อุณหภูมิ 350 องศาเซลเซียส ส่วน Lu, Q. และคณะ (2010) ทําการศึกษาสมบัติทาง

ความร้อนของฟิล์มไฟโบรอินไหมจากประเทศญี่ปุ่น ด้วยเทคนิค DSC โดยเทอร์โมแกรม DSC ในช่วง

แรกจะพบ Endothermic peak จากการสลายพันธะของโมเลกุลน้ําที่อุณหภูมิต่ํากว่า 100 องศา

เซลเซียส ช่วงอุณหภูมิ 200-220 องศาเซลเซียส จะพบ Exothermic peak ของอุณหภูมิในการตก

ผลึกหรือ Crystallization temperature จากของแข็งคล้ายแก้วเป็นของยืดหยุ่นคล้ายยาง โดยพบ

ค่าอุณหภูมิของปรากฏการณ์นี้คือ 213 องศาเซลเซียส และช่วงอุณหภูมิ 250-300 องศาเซลเซียสจะ

พบ Endothermic peak ของอุณหภูมิในการสลายตัวหรือ Degradation temperature โดยพบค่า

อุณหภูมิของปรากฏการณ์นี้คือ 257 องศาเซลเซียส ซึ่งเกิดจากการสลายตัวของโครงสร้างแบบเบต้า

ชีทในไฟโบรอินไหม ส่วนเทอร์โมแกรม TGA ที่อุณหภูมิต่ํากว่า 100 องศาเซลเซียส จะเกิดการสูญเสีย

น้ํา 

 จากการวิเคราะห์ลักษณะสมบัติของไฟโบรอินไหมทั้งสองสายพันธ์ุ พบว่าไฟโบรอินไหมพันธ์ุ

เหลืองไพโรจน์แตกต่างจากพันธ์ุนางน้อยศรีสะเกษ 1 คือ ไฟโบรอินไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์มีปริมาณ

ไกลซีนและน้ําหนักโมเลกุลสูงกว่าไฟโบรอินไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์ โดยมีลักษณะสมบัติด้าน

โครงสร้างทางเคมีและจดุไอโซอเิลก็ทรกิที่ไมแ่ตกต่างกัน และไฟโบรอินไหมพันธ์ุเหลอืงไพโรจน์มีความ

คล้ายคลึงกับไฟโบรอินไหมจากญี่ปุ่นในองค์ประกอบและปริมาณของกรดอะมิโน และคุณสมบัติเชิง

ความร้อน เนื่องจากไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์เป็นไหมลูกผสมจากไหมพันธ์ุญี่ปุ่น 
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4.3 การศึกษาสมบัติของสารละลายคอลลาเจน (C) ผสมกับไฟโบรอินไหม (SF) 

ก. ค่าศักย์เซต้า (Zeta Potential) 

การวิเคราะห์ค่าประจุทางไฟฟ้าของสารละลายคอลลาเจนความเข้มข้นรอ้ยละ 0.5 ในกรดอะ

ซิติก ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ผสมกับสารละลายไฟโบรอินไหม ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 ในอัตราส่วน 

99/1, 95/5, 90/10, และ 80/20 ที่พีเอช 3-9 (n=3) โดยค่าศักย์เซต้าดังแสดงในรูปที่ 4.14 

 
รูปท่ี 4.14 ค่าศักย์เซต้าของสารละลายคอลลาเจนและไฟโบรอินไหม ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ที่พีเอชต่างๆ 
 

การศึกษาค่าประจุทางไฟฟ้าของสารละลายคอลลาเจนผสมสารละลายไฟโบรอินไหม ซึ่ง

แสดงถึงค่าประจุทางไฟฟ้าบริเวณระนาบเฉือนของอนุภาคที่แขวนลอยอยู่ในสารละลายผสม โดยวัด

ออกมาในรูปค่าความต่างศักย์ระหว่างศักย์ไฟฟ้าบริเวณพื้นผิวอนุภาคกับศักย์ไฟฟ้าของสาระลายผสม 

โดยค่าศักย์เซต้าของสารละลายคอลลาเจนที่พีเอชต่ํากว่า 7 มีค่าเป็นบวก ค่าศักย์เซต้าของสารละลาย

คอลลาเจนผสมไฟโบรอินไหมนั้นจะมค่ีาลดลงเมื่อพีเอชเพิ่มข้ึน โดยจะมีประจุบวกหรือลบสุทธิสูงหรือ

ต่ํากว่าจุดที่ค่าศักย์เซต้ามีค่าเท่ากับศูนย์ โดยจุดที่ค่าศักย์เซต้ามีค่าเท่ากับศูนย์หรือจุดไอโซอิเล็กทริก 

(Isoelectric Point, IEP) ของสารละลายคอลลาเจน มีค่าพีเอชประมาณ 7.15±0.03 โดยจุดไอโซอิ

เล็กทริกลดลงเรื่อยๆ เมื่อผสมสารละลายไฟโบรอินไหมเข้าไป คือ C/SF99/1, C/SF95/5, 
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C/SF90/10, C/SF80/20, และ SF มีค่าพีเอชประมาณ 7.13±0.04, 6.17±0.05, 6.11±0.03, 

6.09±0.01, และ 4.04±0.02 ตามลําดับ เนื่องจากไฟโบรอินไหมมีปริมาณกรดอะมิโนที่มีประจุลบ 

เช่น แอสพาเตท กลูตาเมท มากกว่ากรดอะมิโนที่มีประจุบวก เมื่อผสมสารละลายไฟโบรอินเข้าไปใน

สารละลายคอลลาเจนจึงทําให้มีปริมาณกรดอะมิโนที่มีประจุลบเพิ่มสูงข้ึน จุดไอโซอิเล็กทริคจึงลดลง 

 

ข. ความหนืดของสารละลายคอลลาเจน (C) ผสมไฟโบรอินไหม (SF) 

 ความหนืดของสารละลายคอลลาเจน (C) และไฟโบรอินไหม (SF) ได้จากการวัดค่าความหนืด

แบบต้านการหมุน (Rotational Brookfield Viscometer) โดยวัดสารละลายความเข้มข้นร้อยละ 

0.5 โดยน้ําหนัก ในอัตราส่วน 99/1, 95/5, 90/10, และ 80/20 พีเอช 3.39±0.12 ที่อุณหภูมิ 25 

องศาเซลเซียส ความหนืดของสารละลายคอลลาเจนและไฟโบรอินไหม (n=3) ดังแสดงในตารางที่ 

4.14 

ตารางท่ี 4.14 ความหนืดของสารละลายคอลลาเจน (C) และไฟโบรอินไหม (SF) ความเข้มข้นร้อยละ 
0.5 โดยน้ําหนัก พีเอช 3.39±0.12 ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
 

ชนิดของสารละลาย 
ความหนืด (เซนติพอยส,์ cP)*  

ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

คอลลาเจนที่สกัดด้วยกรด (ASC) 14.17±.076a 

คอลลาเจนที่ทรทีด้วยเปปซิน (C) 12.00±0.08b 

คอลลาเจน BM 70.23±0.50c 

คอลลาเจนจากเอ็นร้อยหวายโค (Sigma) 15.53±1.51a 

C/SF99/1 11.38±0.10bd 

C/SF95/5 10.30±0.02bd 

C/SF90/10 9.83±0.08be 

C/SF80/20 8.16±0.11e 

SF 1.00±0.04f 

(a-e แสดงความแตกต่างอย่างมนีัยสําคัญทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมั่น p<0.05) 
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* พอยส์ (Poise, P) เป็นหน่วยวัดความหนืด (Viscosity) ของของเหลวในระบบเมตริก คือ 

1 P = 1 dyne.sec.cm-2 หรือ 1 P = 1 g.cm-1.sec-1 โดยเป็นแรงที่ทําให้ของเหลวทีม่ีพื้นทีห่น้าตัด 1 

ตารางเซนติเมตร หนา 1 เซนติเมตร เคลื่อนที่ด้วยความเร็ว 1 เซนติเมตรต่อวินาที นิยมใช้หน่วย 

centipoise ความหนืดของน้ําบรสิุทธ์ิที่อุณหภูมิหอ้งมีค่าประมาณ 1 centipoise 

 

สารละลายคอลลาเจนมีความหนืดในช่วง 12-70 เซนติพอยส์ โดยคอลาเจน BM มีความหนืด

สูงสุด คือ 70.23±0.50 เซนติพอยส์ โดยคอลลาเจนจากเอ็นร้อยหวายโค, คอลลาเจนที่สกัดด้วยกรด, 

และทรีทด้วยเปปซิน (C) มีความหนืด 15.53±1.51, 14.17±.076, และ 12.00±0.08 เซนติพอยส์ 

ตามลําดับ คอลลาเจนที่ทรีทด้วยเปปซินมีความหนืดลดลงเนื่องจากส่วนเทโลเปปไทด์ ซึ่งมีน้ําหนัก

โมเลกุลประมาณ 5,437 ดาลตัน ถูกทรีทออกด้วยเปปซินทําให้น้ําหนักโมเลกุลลดลง ความหนืดจึง

ลดลงด้วย เมื่อผสมสารละลายไฟโบรอินไหมเข้าไปจะทําให้ความหนืดลดลงอีก เนื่องจากสารละลาย

ไฟโบรอินไหมมีความหนืดต่ํากว่า โดยมีความหนืดเพียง 1.00±0.04 เซนติพอยส์ 

 

ค. การเกิดเจลของสารละลายคอลลาเจน (C) ผสมไฟโบรอินไหม (SF) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

สารละลายคอลลาเจน (C) และไฟโบรอินไหม (SF) ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 โดยน้ําหนัก ใน

อัตราส่วน 99/1, 95/5, 90/10, และ 80/20 พีเอช 3.39±0.12 ผสมกับ PBS ความเข้มข้น 10 เท่า 

โดยใช้อัตราส่วนสารละลายคอลลาเจนต่อ PBS เป็น 8:1 ปรับค่าพีเอชเป็น 7.4 ที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงได้ จากนั้นคํานวณเวลาในการเกิดเจลซึ่งได้ค่าดังแสดงในตารางที่ 

4.15 (n=3) 
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ตารางท่ี 4.15 การเกิดเจลของสารละลายคอลลาเจน (C) ผสมไฟโบรอินไหม (SF) ความเข้มข้นร้อย
ละ 0.5 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 

ชนิดของเจล เวลาในการเกิดเจล (นาที) 

คอลลาเจน BM 13.67±1.26a 

C 13.90±1.02a 

C/SF99/1 14.17±1.44a 

C/SF95/5 15.50±0.87a 

C/SF90/10 16.50±0.50a 

C/SF80/20 21.67±3.82b 

(a,b แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติทีร่ะดบัความเช่ือมั่น p<0.05) 

 

 การเกิดเจลเป็นคุณสมบัติหนึ่งของโปรตีน โดยโมเลกุลของโปรตีนมีโครงสร้างที่รวมตัวกับน้ํา

ได้ดี เมื่อรวมตัวกันจะเกิดเป็นเจล มีโครงสรา้งแบบสามมิติที่กักเก็บน้ําไว้ภายในโครงสร้างซึ่งมีลักษณะ

เป็นของกึ่งแข็ง สารละลายคอลลาเจนผสมไฟโบรอินไหม เมื่อเกิดเจล สีจะขุ่นข้ึนทําให้สามารถวัดการ

เกิดเจลได้จากการวัดความขุ่น โดยคํานวณจากครึ่งหนึ่งของเวลาที่ค่าการดูดกลืนแสงที่เพิ่มข้ึนอย่าง

รวดเร็ว เวลาที่ใช้ในการเกิดเจลไม่มีความแตกต่างกัน โดยมีเพียง C/SF80/20 เท่านั้นที่มีเวลาในการ

เกิดเจลที่แตกต่างจากอัตราส่วนอื่น โดยเวลาในการเกิดเจลประมาณ 21.67±3.82 นาที การเกิดเจล 

ของสารละลายคอลลาเจนเกิดจากโมเลกุลของเส้นใยของคอลลาเจนเช่ือมต่อกันด้วยพันธะไฮโดรเจน 

เมื่อผสมไฟโบรอินไหมเข้าไป คอลลาเจนและไฟโบรอินไหมไม่ได้เช่ือมต่อกันด้วยพันธะ แต่ไฟโบรอิน

ไหมที่ผสมเข้าไปจะไปขวางการเกิดพันธะไฮโดรเจนในคอลลาเจน ทําให้เกิดเจลช้าลง 

 

4.4 การศึกษาสมบัติทางกายภาพและเคมีของฟิล์มคอลลาเจน (C) ผสมไฟโบรอินไหม (SF) 

ก. ค่ามุมสัมผสัของน้ําบนฟิลม์คอลลาเจนและไฟโบรอินไหมไทย (Contact Angle) 

ค่ามุมสัมผัสของน้ําบนฟิล์มคอลลาเจน (C) และไฟโบรอินไหม (SF) ดังแสดงในตารางที่ 4.16 

ผลการศึกษาค่ามุมสัมผัสของน้ําบนฟิล์มคอลลาเจน (C) และไฟโบรอินไหม (SF) ดังแสดงในตารางที่ 

โดยค่ามุมสัมผัสของน้ําบนฟิล์มคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดและทรีทด้วยเปปซิน (C), คอลลาเจน BM 
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และคอลลาเจนจากเอ็นร้อยหวายโค มีค่า 104.28±2.19, 93.34±1.96, 96.07±3.96, และ 

101.52±1.57 องศา ตามลําดับ เมื่อผสมไฟโบรอินไหมกับคอลลาเจน ค่ามุมสัมผัสของน้ําบนฟิล์มจะ

ค่อยๆลดลงตามอัตราส่วนของไฟโบรอินไหม โดย C/SF99/1, C/SF95/5, C/SF90/10, และ 

C/SF80/20 มีค่ามุมสัมผัสของน้ํา 92.33±4.20, 89.08±0.64, 88.26±3.78, และ 84.04±3.11 องศา 

ตามลําดับ โดยค่ามุมสัมผัสของน้ําบนฟิล์มไฟโบรอินไหม มีค่า 67.99±1.90 องศา  

ค่ามุมสัมผัสของของเหลวบนผิววัสดุจะบ่งบอกถึงความชอบน้ําและความไม่ชอบน้ําของผิว

วัสดุ โดยมุมสัมผัสของของเหลวมีค่าน้อยบ่งบอกถึงผิววัสดุมีความชอบน้ํา และถ้ามุมสัมผัสของ

ของเหลวมีค่าสูงบ่งบอกถึงผิววัสดุมคีวามไม่ชอบน้ํา ซึ่งค่ามุมสัมผัสของของเหลวมีค่าเท่ากับศูนย์องศา

บ่งบอกถึงผิววัสดุมีความชอบน้ํามาก Yuan, Y. และคณะ (2013)รายงานว่าค่ามุมสัมผัสของของเหลว

มีค่าระหว่าง 0 ถึง 90 องศา บ่งบอกถึงผิววัสดุมีความชอบน้ํา ถ้าค่ามุมสัมผัสของของเหลวมีค่า

มากกว่า 90 ถึง 150 องศา บ่งบอกถึงผิววัสดุมีความไม่ชอบน้ํา และถ้าค่ามุมสัมผัสของของเหลวมีค่า

มากว่า 150 องศา บ่งบอกถึงผิววัสดุมีความไม่ชอบน้ํามาก เมื่อพิจารณาจากค่ามุมสัมผัสของน้ําของ

ฟิล์มชนิดต่างๆจะพบว่าคอลลาเจนมีความไม่ชอบน้ําสูงกว่าไฟโบรอินไหม จากการศึกษาของ Friess, 

W. (1998) พบว่าโครงสร้างของคอลลาเจนมีลกัษณะเปน็ Triple helices โดยมีพันธะไฮโดรเจนเช่ือม 

คอลลาเจนจึงไม่สามารถละลายน้ํา ส่วนโครงสร้างไฟโบรอินไหมแบ่งได้เป็น 3 แบบ คือ แบบเบตาชีท 

(β-sheet) เกลียวแอลฟา (α-helical) จะอยู่ในส่วนที่เป็นผลึก (Crystalline) และโครงสร้างเกลียวสุ่ม 

(Random coil) จะอยู่ในส่วนที่เป็นอสัณฐาน โดยโครงสร้างเกลียวสุ่มซึ่งพบในไฟโบรอินไหมสามารถ

ละลายน้ําและมีความชอบน้ํา การเตรียมสารละลายไฟโบรอินไหมเป็นการทําลายโครงสร้างแบบเบตา

ชีทให้เป็นเกลียวสุ่มที่สามารถละลายน้ําได้ด้วยสารละลายลิ เธียมโบรไมด์ ไฟโบร อินไหมจึงมี

ความชอบน้ํามากขึ้น ส่งผลให้ค่ามุมสัมผัสของน้ํามีค่าต่ํา เมื่อนําคอลลาเจนผสมไฟโบรอินทําให้ค่ามุม

สัมผัสของน้ําบนฟิล์มลดลง มีความชอบน้ํามากข้ึนเนื่องมาจากโครงสร้างของไฟโบรอินไหม เมื่อ

เปรียบเทียบคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดและทรีทด้วยเปปซินพบว่าคอลลาเจนที่ทรีทด้วยเปปซินมี

ความชอบน้ํามากกว่า เนื่องจากการตัดด้วยเปปซินทําให้กรดอะมิโนที่มีความไม่ชอบน้ําถูกกําจัด

ออกไป คอลลาเจนจึงมีความชอบน้ํามากขึ้น 
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ตารางท่ี 4.16 ค่ามุมสัมผสัของน้ําบนฟลิ์มคอลลาเจน (C) และไฟโบรอินไหม (SF) ที่เวลา 15 วินาที 

ชนิดของฟิล์ม ค่ามุมสัมผสัของน้ า (องศา) 

คอลลาเจนที่สกัดด้วยกรด (ASC) 104.28±2.19a 

คอลลาเจนที่ทรทีด้วยเปปซิน (C) 93.34±1.96bc 

คอลลาเจน BM 96.07±3.96bd 

คอลลาเจนจากเอ็นร้อยหวายโค (Sigma) 101.52±1.57ad 

C/SF99/1 92.33±4.20bc 

C/SF95/5 89.08±0.64bce 

C/SF90/10 88.26±3.78ce 

C/SF80/20 84.04±3.11e 

SF 67.99±1.90f 

(a-f แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่น p<0.05) 

 

 Kim, E. Y.และคณะ (2015) ได้ทําการศึกษาค่ามุมสัมผัสของน้ําบนฟิลม์คอลลาเจนผสมไฟโบ

รอินไหม ไฟโบรอินไหมและถาดเพาะเลี้ยงเซลล์ที่ผลิตจากพอลิสไตรีน พบว่า ถาดเพาะเลี้ยงเซลล์มี

ความชอบน้ํามากกว่าไฟโบรอินไหมและคอลลาเจนผสมไฟโบรอินไหม โดยที่เวลา 0 นาที ค่ามุมสัมผัส

ของน้ําบนฟิล์มคอลลาเจนผสมไฟโบรอินไหม (C/SF50/50), ไฟโบรอินไหมและถาดเพาะเลี้ยงเซลล์มี

ค่าประมาณ 80, 78 และ 74 องศาตามลําดับ และที่เวลา 1 นาที มีค่ามุมสัมผัสของน้ําประมาณ 77, 

74 และ 60 องศาตามลําดับ และเมื่อเวลาผ่านไปค่ามุมสัมผัสของน้ําจะลดลงเรื่อยๆ บ่งบอกถึงฟิล์ม

ของคอลลาเจน/ไฟโบรอินไหมมีการดูดซับน้ํา 

 

ข. การวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันด้วยเทคนิคฟูเรียร์ทรานส์ฟอร์มอินฟราเรดสเปคโตรสโคปี ( Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy, FTIR) ด้วยโหมด Attenuated Total Reflection (ATR) 

เมื่อนําคอลลาเจนมาผสมกับไฟโบรอินไหม แล้วนําไปผ่านกระบวนการทําให้แห้งแบบเยือก

แข็งและวิเคราะห์ด้วย FTIR โดยสเปกตรัมการดูดกลืนของคอลลาเจนและไฟโบรอินไหมด้วย

อัตราส่วนต่างๆ แสดงดังรูปที่ 4.15 จากผลการวิเคราะห์ FTIR พบว่าเมื่อผสมคอลลาเจนและไฟโบร 
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อินไหมที่อัตราส่วน 99/1, 95/5, 90/10 และ 80/20 นั้น พีคการดูดกลืนของหมู่ฟังก์ชันต่างๆไม่มกีาร

เปลี่ยนแปลง ทั้งนี้เนื่องจากไม่ได้มีการทําให้โครงสร้างของคอลลาเจนและไฟโบรอินไหมเปลี่ยนแปลง 

ยกตัวอย่างเช่น การเช่ือมขวาง การชักนําให้เกิดโครงสร้างแบบเบตาชีทในไฟโบรอินไหม จาก

การศึกษาของ (Sionkowska, A. และคณะ 2016) ได้ทําการวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันด้วยเทคนิค FTIR 

ของโครงเลี้ยงเซลลไ์ฟโบรอินไหมจากประเทศโปแลนด์และไฟโบรอินไหมผสมคอลลาเจน ชนิดที่ 1 ซึ่ง

เป็นคอลลาเจนจากเอ็นหางหนู นํามาผสมกันด้วยอัตราส่วน 50:50, 75:25 และ 90:10 โดยไม่ได้ทํา

ให้โครงเลี้ยงเซลลเ์ปลี่ยนแปลงโครงสร้าง พบว่าพีคการดูดกลืนของหมู่ฟังก์ชันจึงไม่มีการเปลี่ยนแปลง 

 
รูปท่ี 4.15 สเปกตรัมการดูดกลืนของคอลลาเจนและไฟโบรอินไหมทีผ่่านกระบวนการทําแหง้แบบ

เยือกแข็ง แล้วนําไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิคฟูเรียร์ทรานสฟ์อรม์อินฟราเรดสเปคโตรสโคปี 
 

4.5 การทดสอบความเขา้กันได้ทางชีวภาพกับเซลล์เนื้อเยือ่ผิวหนังของหนู (L929) 

 การทดสอบการยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลล์เนื้อเยื่อผิวหนังของหนู (L929) บน

ฟิล์มคอลลาเจน/ไฟโบรอินไหม มีการติดเช้ือไมโคพลาสมาที่รุนแรงในระหว่างที่ทําการเพาะเลี้ยงใน

ห้องปฏิบัติการ ส่งผลให้เซลล์มี Lag time นานผิดปกติ ผลการทดลองนี้จึงไม่อาจเช่ือถือได้ ทั้งนี้ได้

แสดงผลการยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลล์เนื้อเยื่อผิวหนังของหนูในภาคผนวก ฉ. 



 

 

บทที่ 5 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

 งานวิจัยน้ีได้ทําการศึกษาการสกัดคอลลาเจนจากเอ็นร้อยหวายสุกรที่สกัดด้วยกรดและทรีท

ด้วยเปปซิน โดยต้องการกําจัดส่วนที่ทําให้เกิดการแพ้หรือเทโลเปปไทด์เพื่อการนําไปใช้ พบว่ามีร้อย

ละผลได้ที่น่าพอใจ โดยคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดมีร้อยละผลได้สูง คือ ร้อยละ 76.43±0.69 ซึ่งเป็น

ปริมาณที่ใกล้เคียงกับปริมาณคอลลาเจนที่อยู่ในเอ็น และนําคอลลาเจนจากการสกัดด้วยกรดมาทรีท

ด้วยเอนไซม์เปปซิน ด้วยอัตราส่วนของเปปซินต่อคอลลาเจน 1:10, 1:30 และ 1:50 (น้ําหนัก) ที่

อุณหภูมิ 4 และ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง พบว่า เมื่อเพิ่มเวลา อุณหภูมิและ

ปริมาณเปปซิน จะทําให้ร้อยละผลได้ลดลง โดยร้อยละผลได้อยู่ในช่วง 68-74 

การวิเคราะห์น้ําหนักโมเลกลุด้วย SDS-PAGE พบสาย α1 และ α2 ซึ่งเป็นองค์ประกอบหลัก

ของคอลลาเจน ชนิดที่ 1 การเปรียบเทียบน้ําหนักโมเลกุลของคอลลาเจนพบว่าคอลลาเจนที่สกัดด้วย

กรด พบว่ามีน้ําหนักโมเลกุลสูงกว่าคอลลาเจนที่ทรีทด้วยเปปซิน เนื่องจากเอนไซม์เปปซินจะทําให้

พันธะเปปไทดบ์างส่วนถูกตัดออก โดยเฉพาะอย่างยิ่งที่ปลายของ Triple helices ซึ่งเป็นบริเวณเทโล

เปปไทด์ เมื่อพิจารณาจากแถบโปรตีนของคอลลาเจนที่ทรีทด้วยเปปซินททุกๆสภาวะพบว่าน้ําหนัก

โมเลกุลของคอลลาเจนมีค่าใกลเ้คียงกัน การคํานวณน้ําหนักโมเลกุลของคอลลาเจนโดยการคิดรวมกัน

ของน้ําหนักโมเลกุลของสาย α1 2 สาย และ α2 1 สาย จะพบว่าคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดมีน้ําหนัก

โมเลกุลประมาณ 370 กิโลดาลตัน และคอลลาเจนที่ทรีทด้วยเปปซินในอัตราส่วนเปปซินต่อคอลลา

เจน 1:50 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง มีน้ําหนักโมเลกุลลดลงเหลือ ประมาณ 

365 กิโลดาลตัน ส่วนคอลลาเจน BM นั้นมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 362 กิโลดาลดัน น้ําหนักโมเลกุล

ที่ลดลงของคอลลาเจนที่ตัดด้วยเปปซินนนี้สอดคล้องกับน้ําหนักโมเลกุลของเทโลเปปไทด์ ผู้วิจัยจึง

เลือกสภาวะนี้ในการสกัดคอลลาเจน 

การวิเคราะห์ปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนในคอลลาเจน และเปรียบเทียบ

อัตราส่วนระหว่างไกลซีน:โพรลีน:อะลานีน พบว่าคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดและทรีทด้วยเปปซินมี

อัตราส่วน 2.97:1.07:1 และ 3.08:1.11:1 ตามลําดับ โดยมีอัตราส่วนที่ใกล้เคียงกัน การสกัดคอลลา

เจนด้วยกรดและเปปซินทําให้อัตราส่วนกรดอะมิโนสามชนิดนี้เปลี่ยนแปลงน้อย โดยเปรียบเทียบกับ
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งานวิจัยของ Nagai, T. และคณะ (2012) ซึ่งเป็นคอลลาเจนที่สกัดด้วยเปปซินจากเอ็นกวาง Yezo 

sika พบว่ามีอัตราส่วนระหว่างไกลซีน:โพรลีน:อะลานีน เป็น 2.90:1.09:1 ซึ่งใกล้เคียงกับคอลลาเจน

ที่สกัดได้ จากการศึกษาโครงสร้างทางเคมีของคอลลาเจนทั้งสองชนิดด้วยเทคนิค FTIR พบว่า

อัตราส่วนการดูดกลืนระหว่างตําแหน่งเอไมด์ III กับพีคของวงแหวน pyrrolidine (ในโพรลีนและไฮ

ดรอกซีโพรลีน) ของคอลลาเจน หากมีค่าเข้าใกล้ 1 แสดงว่าคอลลาเจนยังมีโครงสร้างเป็น Triple 

Helix โดยมีค่าอัตราส่วนนี้ในคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรด เท่ากับ 1.07 แสดงว่าโครงสร้างยังเป็น 

Triple helices และอัตราส่วนน้ีมีค่าเท่ากับ 0.51 ในคอลลาเจนที่ทรีทด้วยเปปซิน แสดงว่าโครงสร้าง 

Triple helices ถูกทําลายไปบางส่วน ค่าประจุทางไฟฟ้าหรือค่าศักย์เซต้าของคอลลาเจนทั้งสองชนิด

แตกต่างกัน เนื่องจากคอลลาเจนที่ทรีทด้วยเปปซินแล้ว เทโลเปปไทด์ซึ่งมีกรดอะมิโนที่มีประจุลบอยู่

จะถูกทรีทออกด้วยเปปซิน ทําให้จุดไอโซอิเล็กทริกสูงข้ึนและมีค่าใกล้เคียงกับคอลลาเจนเชิงพาณิชย์ 

การวัดความบริสุทธ์ิของคอลลาเจนที่สกัดด้วยได้จากการวิเคราะห์ด้วย SDS-PAGE พบสาย α1 และ 

α2 โดยไม่ปรากฏแถบของโปรตีนชนิดอื่น แสดงถึงคอลลาเจนที่สกัดได้เป็นคอลลาเจน ชนิดที่ 1 ซึ่ง

เป็นคอลลาเจนที่พบมากในเอ็น การวิเคราะห์คุณสมบัติทางความร้อน พบว่าคอลลาเจนที่สกัดด้วย

กรดและทรีทด้วยเปปซินมีอุณหภูมิในการเสียสภาพใกล้เคียงกัน การสกัดคอลลาเจนออกมาใช้งานใน

สารละลายกรดอะซิติกแล้วก่อนนําไปควรทําให้ปราศจากเช้ือก่อนนําไปใช้งาน หากโครงเลี้ยงเซลล์

ควรอบด้วยก๊าซเอทิลีนออกไซด์ก่อน ซึ่งวิธีการนี้เป็นการทําให้ปราศจากเช้ือโดยไม่ทําคอลาเจนเสีย

สภาพ 

การเตรียมสารละลายไฟโบรอินไหมจากเส้นไหมพันธ์ุไทยลูกผสมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์ด้วย

สารละลายลิเธียมโบรไมด์ พบว่าสารละลายไฟโบรอินไหมที่เตรียมได้มคีวามเข้มข้นร้อยละ7.37±0.19 

โดยน้ําหนัก พีเอช 6.16±0.05 มีจุดไอโซอิเล็คทริกประมาณ 4.04±0.02 1 การวิเคราะห์ปริมาณและ

องค์ประกอบของกรดอะมิโนพบว่ามีกรดอะมิโนจํานวน 18 ชนิดและที่สําคัญ 4 ชนิด คือ ไกลซีน อะ

ลานีน ซีรีนและไทโรซีน โดยอัตราส่วนกรดอะมิโนที่สําคัญ 4 ชนิดนี้ มีค่าเป็น 10:6:2:1 ซึ่งมีค่า

ใกล้เคียงไฟโบรอินไหม Bombyx mori จากญี่ปุ่น ทั้งนี้เนื่องจากเป็นไหมลูกผสมไทยกับญี่ปุ่น โดยมี

ปริมาณของกรดอะมิโนที่มีความไม่ชอบน้ําร้อยละ 84.83 (โดยโมล) และมีความชอบน้ําร้อยละ 15.18 

(โดยโมล) ตามลําดับ โครงสร้างทางเคมี ของไฟโบรอินไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์และนางน้อยศรีสะเกษ 

1 ด้วยเทคนิค FTIR พบว่าโครงสร้างทางเคมีไม่มีความแตกต่างกัน การวิเคราะห์น้ําหนักโมเลกุลไฟโบ

รอินไหมด้วยเทคนิค SDS-PAGE พบแถบโปรตีนของ Light chain และแถบ Smear ซึ่งคาดว่าเป็น



 

 

127 

แถบของ Heavy chain และการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค GPC พบว่ามีน้ําหนักโมเลกุลโดยเฉลี่ยตาม

น้ําหนัก (Mw) 372,021 ดาลตัน, น้ําหนักโมเลกุลโดยเฉลี่ยตามจํานวน (Mn) 199,372 ดาลตัน และ

ดัชนีการกระจายน้ําหนักของพอลิเมอร์ (Polydispersity index, PDI) 1.87 การวิเคราะห์สมบัติทาง

ความร้อนด้วยเทคนิค DSC และ TGA พบว่า อุณหภูมิในการตกผลึกและอุณหภูมิในการสลายตัวของ

ไฟโบรอินไหมทั้งสองชนิดมีความแตกต่างกันเพียงเล็กน้อย โดยไฟโบรอินไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์มี

อุณหภูมิในการสลายตัวสูงกว่าไฟโบรอินไหมพันธ์ุนางน้อยศรีสะเกษ 1 

เมื่อนําคอลลาเจนผสมกับสารละลายไฟโบรอินไหมพันธ์ุเหลืองไพโรจน์ พบว่าสารละลาย

คอลลาเจน มีจุดไอโซอิเล็กทริคประมาณ 7.15±0.03 และจุดไอโซอิเล็กทริกจะลดลงเรื่อยๆ เมื่อผสม

สารละลายไฟโบรอินไหมเข้าไป ค่าความหนืดของสารละลายคอลลาเจนที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 

เท่ากับ 14.17±.076 เซนติพอยส์ เมื่อผสมสารละลายไฟโบรอินไหมเข้าไปจะทําให้ความหนืดลดลง

ตามสัดส่วนของสารละลายไฟโบรอินไหม โดยสารละลายไฟโบรอินไหมมีความหนืดเพียง 1.00±0.04 

เซนติพอยส์ และเวลาในการกิดเจลของสารละลายคอลลาเจนและไฟโบรอินไหมไม่มีความแตกต่าง 

โดยมีเพียง C/SF80/20 เท่านั้นที่มีเวลาในการเกิดเจลที่แตกต่างจากอัตราส่วนอื่น โดยใช้เวลาในการ

เกิดเจลประมาณ 21.67±3.82 นาที 

 การศึกษาค่ามุมสัมผัสของน้ําบนฟิล์มคอลลาเจนและไฟโบรอินไหม พบว่า คอลลาเจนมี

ความชอบน้ําน้อยกว่าไฟโบรอินไหมและเมื่อผสมไฟโบรอินเข้าไปจะทําให้ฟิล์มมีความชอบน้ํามากข้ึน

ตามสัดส่วนของไฟโบรอิน และเมื่อนําคอลลาเจนมาผสมกับไฟโบรอินไหมมาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 

FTIR พบว่าหมู่ฟังก์ชันไม่มีการเปลี่ยนแปลง ทั้งนี้เนื่องจากไม่ได้มีการทําให้โครงสร้างของคอลลาเจน

และไฟโบรอินไหมเปลี่ยนแปลง 

 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

 1. ข้ันตอนในการเตรียมเอ็นร้อยหวายสุกรก่อนการสกัดด้วยกรด เพื่อให้ร้อยละผลได้สูงข้ึน

ควรกําจัดโปรตีนที่ไม่ใช่คอลลาเจนออกก่อน เนื่องจากการเลาะเอาพังผืดที่ติดบนเอ็นรอ้ยหวายอาจทํา

ได้ไม่ดีพอ และการตัดเอ็นร้อยหวายสุกรมีดคัตเตอร์ ยังทําให้เป็นช้ินเล็กไม่พอเนื่องจากเอ็นร้อยหวาย

เหนียวและแข็งมาก ทั้งนี้ควรแช่ในน้ําก่อนนําไปตัด เพื่อให้เอ็นพองตัวและสามารถตัดได้ง่ายข้ึน 

นอกจากนี้การบดในไนโตรเจนเหลวยังทําได้ลําบากเนื่องจากเอ็นกระเด็นออกจากครกบด ทําให้ร้อย

ละผลได้ลดลง ควรใช้เครื่องบดเนื้อช่วยในการบดด้วย ทั้งนี้หากต้องการสกัดคอลลาเจนในปริมาณสูง 
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ควรแช่เอ็นในกรดก่อนเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อให้เอ็นพองตัวอย่างเต็มที่ในกรดก่อนหลังจากนั้นนําไป

บดด้วยเครื่องบดอาหาร เพื่อให้การสกัดคอลลาเจนได้ร้อยละผลได้ที่สูงข้ึน 

 2. การวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Lowry โดยใช้สารละลาย Bovine Serum Albumin (BSA) 

เป็นสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA ที่มีโครงสร้างเป็นทรงกลม (Globular protein) มีความ

แตกต่างจากโครงสร้างของคอลลาเจนที่มโีครงสรา้งเป็น Triple helices การวัดปริมาณโปรตีนจึงอาจ

เกิดความคลาดเคลื่อน ทั้งนี้เพื่อความแม่นยําในการวัดควรเปรียบเทียบกับการวัดด้วยวิธีอื่นและเทียบ

กับ วีธี Collagen Assay 

 3. การทดสอบการยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลล์เนื้อเยื่อผิวหนังของหนู (L292) ยัง

ทําไม่สําเร็จ เนื่องจากมีการติดเช้ือไมโคพลาสมา จึงต้องทําการทดสอบอีกครั้ง 

4. เพื่อให้เกิดความเช่ือมั่นในการนําคอลลาเจนไปใช้ได้ผลจริง ต้องทําการทดสอบการแพ้ใน

ระดับห้องปฏิบัติการและในสัตว์ทดลอง ด้วยการวัดปริมาณสารสื่อการอักเสบที่หลั่งจากเซลล์หรือ

สัตว์ทดลอง 
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ภาคผนวก ก. 

การวิเคราะห์น้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนด้วยเทคนิค Sodium Dodecyl Sulfate 

Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) 

ผู้วิจัยทดสอบที่หน่วยปฏิบตัิการวิจัยสารทรงฤทธ์ิชีวภาพเพื่อนวัตกรรมทางคลนิิค (Bioactive 

Resources for Innovative Clinical Applications Research Unit) คณะเภสัชศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย และห้องปฏิบัติการหน่วยชีวเคมี ภาควิชาสรีรวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

การเตรียมอุปกรณ์ที่ใช้ในการทํา SDS-PAGE ดังแสดงในรูปที่ ก.1 ซึ่งประกอบด้วย 

1. Cell with electrode assembly 

2. Casting Stand 

3. Casting Frame 

4. Short Plate 

5. Space Plate (0.75 mm, 1.0 mm) 

6. Combs 10 wells (0.75 mm, 1.0 mm) 

7. Razor Blade or Gel Releaser 

8. Sample Loading Guide 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ก.1 อุปกรณ์ Mini P-4 Vertical Electrophoresis System 
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การเตรียมอุปกรณ์ในการเตรียมแผ่นเจลพอลิอะคริลาไมด์ เริ่มจากการทําความสะอาดแผ่น

กระจก (Short Plate และ Space Plate) แท่นวาง (Casting Stand) และกรอบวาง (Casting 

Frame) ด้วยแอลกอฮอล์ความเข้มข้น 70% ให้สะอาดและแห้งก่อนทําการประกอบแผ่นกระจก 

จากนั้นนําแผ่นกระจก 2 แผ่น มาประกบกัน โดยวางกระจกแผ่นสั้นไว้บน Spacer Plate ที่มีความ

หนา 0.75 มิลลิเมตร โดยตั้งแผ่นกระจกที่มีลูกศรช้ีข้ึนไว้ด้านบน แล้วนําแผ่นกระจกทั้ง 2 แผ่น วางลง

ใน Casting Flame โดยวางแผ่นสั้น (Short Plate) ไว้ด้านหน้า Casting Flame ให้ปลายแผ่น

กระจกทั้งสองเสมอกันเพื่อป้องกันการรั่ว จากนั้นค่อยๆกดล็อคด้วย Prassure Cams ด้วยความ

ระมัดระวัง เพราะกระจกอาจแตกจากการประกอบไม่เข้ารูป และนํา Gel Cassette Assembly ที่

ประกอบใน Casting Flame วางบน Casting Stand ที่มี Gray Casting Stand Gasket รองอยู่

ด้านล่าง โดยกดส่วน Spring Loaded Lever ให้ Gel Cassette Assembly แนบสนิทและตั้งฉากกบั 

Casting Stand จากนั้นตรวจสอบการรั่วของแผน่กระจก โดยใช้น้ําปราศจากประจุทดสอบการรั่วของ

แผ่นกระจก ทิ้งไว้เป็นเวลาประมาณ 5-10 นาที หารเกิดการรั่วข้ึน ระดับน้ําในแผ่นกระจกจะลดลง 

หากกระจกไม่รั่วแล้วให้ใช้ไม้บรรทัดวัดระดับความสูงของส่วน Separating Gel โดยให้มีความสูงห่าง

จากปลายกระจกแผ่นเล็ก 2 เซนติเมตร และทําเครื่องหมายไว้ 

การเตรียมเจลพอลอิะคริลาไมด์ สําหรับ Separating Gel ความเข้มข้นร้อยละ 8 (น้ําหนักต่อ

ปริมาตร) สําหรับกระจก Spacer Plate ที่มีความหนา 1 มิลลิเมตร โดยเตรียมปริมาตรเจลรวม 10 

มิลลิลิตร ซึ่งจะได้แผ่นเจล 2 แผ่น โดยเตรียมจากน้ําปราศจากประจุ ปริมาตร 4.6 มิลลิลิตร ผสมกับ

สารละลายอะคริลาไมด์ ความเข้มข้นร้อยละ 30 (น้ําหนักต่อปริมาตร) (อะคริลาไมด์ ความเข้มข้นร้อย

ละ 29.2 (น้ําหนักต่อปริมาตร) และ N,N'-Methylenebisacrylamide ความเข้มข้นร้อยละ 0.8 

(น้ําหนักต่อปริมาตร)) ปริมาตร 2.7 มิลลิลิตร แล้วเติมสารละลาย Tris-HCl ความเข้มข้น 1.5 โมลาร์ 

พีเอช 8.8 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลาย Soduim Dodecyl sulfate (SDS) ความ

เข้มข้นร้อยละ 10 (น้ําหนักต่อปริมาตร) ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ตามด้วยสารละลาย Amonium 

Persulphate (APS) ความเข้มข้นร้อยละ 10 (น้ําหนักต่อปริมาตร) ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร (ควร

เตรียมใหม่เสมอ) และสารละลาย N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine (TMEDA or 

TEMED) ปริมาตร 0.006 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันโดยไม่ทําให้เกิดฟอง จากนั้นปิเปตสารละลายใส่ลง

ในช่องว่างระหว่างแผ่นกระจก ระวังอย่าให้มีฟองอากาศ จนกระทั่งเจลมีความสูงเท่ากับระยะทํา

เครื่องหมายไว้สําหรับส่วน separating gel เติมน้ําปราศจากประจุ เบาๆบนผิวหน้าเจล เพื่อให้
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ผิวหน้าเจลเรียบ ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 25 นาที เทน้ํากลั่นที่ปิดผิวหน้าของเจลทิ้ง สังเกตที่ผิวหน้าเจลจะ

เรียบสม่ําเสมอ 

การเตรียมเจลพอลิอะคริลาไมด์ สําหรับ Separating Gel ความเข้มข้นร้อยละ 15 (น้ําหนัก

ต่อปริมาตร) สําหรับกระจก Spacer Plate ที่มีความหนา 0.75 มิลลิเมตร โดยเตรียมปริมาตรเจลรวม 

10 มิลลิลิตร ซึ่งจะได้แผ่นเจล 3 แผ่น โดยเตรียมจากน้ําปราศจากประจุ ปริมาตร 2.3 มิลลิลิตร ผสม

กับสารละลายอะคริลาไมด์ ความเข้มข้นร้อยละ 30 (น้ําหนักต่อปริมาตร) (อะคริลาไมด์ ความเข้มข้น

ร้อยละ 29.2 (น้ําหนักต่อปริมาตร) และ N,N'-Methylenebisacrylamide ความเข้มข้นร้อยละ 0.8 

(น้ําหนักต่อปริมาตร)) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วเติมสารละลาย Tris-HCl ความเข้มข้น 1.5 โมลาร์ พี

เอช 8.8 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลาย Soduim Dodecyl sulfate (SDS) ความ

เข้มข้นร้อยละ 10 (น้ําหนักต่อปริมาตร) ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ตามด้วยสารละลาย Amonium 

Persulphate (APS) ความเข้มข้นร้อยละ 10 (น้ําหนักต่อปริมาตร) ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร (ควร

เตรียมใหม่เสมอ) และสารละลาย N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine (TMEDA or 

TEMED) ปริมาตร 0.006 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันโดยไม่ทําให้เกิดฟอง จากนั้นปิเปตสารละลายใส่ลง

ในช่องว่างระหว่างแผ่นกระจก ระวังอย่าให้มีฟองอากาศ จนกระทั่งเจลมีความสูงเท่ากับระยะทํา

เครื่องหมายไว้สําหรับส่วน separating gel เติมน้ําปราศจากประจุ เบาๆบนผิวหน้าเจล เพื่อให้

ผิวหน้าเจลเรียบ ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 25นาที เทน้ํากลั่นที่ปิดผิวหน้าของเจลทิ้ง สังเกตที่ผิวหน้าเจลจะ

เรียบสม่ําเสมอ 

การเตรียมเจลพอลิอะคริลาไมด์ สําหรับ stacking gel ความเข้มข้นร้อยละ 5 (น้ําหนักต่อ

ปริมาตร) สําหรับกระจก Spacer Plate ที่มีความหนา 0.75 มิลลิเมตร โดยเตรียมปริมาตรเจลรวม 4 

มิลลิลิตร สําหรับเจล 3 แผ่น โดยเตรียมจากน้ําปราศจากประจุ ปริมาตร 2.2 มิลลิลิตร ผสมกับ

สารละลายอะคริลาไมด์ ความเข้มข้นร้อยละ 30 (น้ําหนักต่อปริมาตร) (อะคริลาไมด์ ความเข้มข้นร้อย

ละ 29.2 (น้ําหนักต่อปริมาตร) และ N,N'-Methylenebisacrylamide ความเข้มข้นร้อยละ 0.8 

(น้ําหนักต่อปริมาตร)) ปริมาตร 0.67 มิลลิลิตร แล้วเติมสารละลาย Tris-HCl ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ 

พีเอช 6.8 ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลาย Soduim Dodecyl sulfate (SDS) ความ

เข้มข้นร้อยละ 10 (น้ําหนักต่อปริมาตร) ปริมาตร 0.04 มิลลิลิตร ตามด้วยสารละลาย Amonium 

Persulphate (APS) ความเข้มข้นร้อยละ 10 (น้ําหนักต่อปริมาตร) ปริมาตร 0.04 มิลลิลิตร (ควร

เตรียมใหม่เสมอ) และสารละลาย N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine (TMEDA or 
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TEMED) ปริมาตร 0.006 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันโดยไม่ทําให้เกิดฟอง จากนั้นปิเปตสารละลายเจ

ลพอลิอะคริลาไมด์ ส่วน stacking gel ในช่องว่างระหว่างแผ่นกระจก จนกระทั่งท่วมฟันของ comb 

โดยวาง comb ให้ตรง อย่าให้มีฟองอากาศ ตั้งทิ้งไว้ให้เจลแข็งตัว เป็นเวลา 25 นาที เมื่อเจลแข็งตัว

แล้ว ดึง comb ออกช้าๆ และล้าง sample well ด้วยน้ําปราศจากประจุหรือ running buffer โดย

สามารถวางแผ่นกระจกพักไว้ที่ stand ก่อนได้ ในกรณีทําเจลหลายแผ่น 

 การประกอบแผ่นเจลเข้ากับเครื่อง Electrophoresis โดยนํา Gel Cassette Assemblies 

ออกจาก Casting Stand แล้วนําไปต่อเข้ากับ Electrode Assembly ซึ่งจะหันด้าน Short Plate 

ของ Gel Cassette Sandwich เข้าด้านในตรงส่วนของ U-shaped Gaskets จากนั้นนํา gel 

cassette sandwiches และ electrode assembly เลื่อนใส่เข้าไปใน clamping frame และกด 

electrode assembly ลงใน clamping frame พร้อมทั้งกดล็อคด้วย cam levers เพื่อประกอบ

เป็นส่วน inner chamber แล้วนําส่วน Inner Chamber เข้าไปข้างในส่วน Mini Tank และเท 

running buffer ลงใน upper buffer chamber ปริมาตร 125 มิลลิลิตร จนกระทั่งถึงระดับกึ่งกลาง

แผ่นกระจก โดยสังเกตว่ามีส่วนของ running buffer รั่วหรือไม่ แล้วเท running buffer ปริมาตร 

200 มิลลิลิตร ลงใน lower buffer chamber ของ MiniTank และไล่ฟองอากาศออกให้หมด 

การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์สําหรับการผสมสารละลายตัวอย่าง (Loading buffer) โดย

เตรียมสารละลาย Tris-HCl ความเข้มข้น 0.25 โมลาร์ โดยละลาย Tris-base น้ําหนัก 3 กรัม ด้วยน้ํา

ปราศจากประจุ 100 มิลลิลิตร ปรับพีเอชของสารละลายดังกล่าวด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 

(HCl) ความเข้มข้น 6 โมลาร์ ให้มีค่าเท่ากับ 6.8 ผสม Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 4 กรัม กับ

ซูโครส 10 กรัม ด้วยสารละลาย Tris-HCl ความเข้มข้น 0.25 โมลาร์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร แล้วเติม

สารละลาย bromophenol blue จนได้สารละลายสีน้ํา เงินเ ข้ม ผสมสารละลาย 2-

mercaptoethanol ลงในสารละลายที่เตรียมได้ด้วยอัตราส่วน 1 : 9 ก่อนการทดลองทันที จากนั้น

เตรียมสารละลายบัฟเฟอร์สําหรับตัวอย่าง (sample buffer) โดยเตรียมสารละลายตัวอย่างจาก

สารละลายคอลลาเจนที่เตรยีมได้ให้มคีวามเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เพื่อความเหมาะสมต่อการ

วิเคราะห์สารตัวอย่าง แล้วผสมสารละลายนี้ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์สําหรับการผสมสารละลาย

ตัวอย่าง (Loading buffer) ด้วยอัตราส่วนเท่ากับ 1:10 ให้เป็นเนื้อเดียวกัน นําสารละลายผสมที่

เตรียมได้มาให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เพื่อทําให้โปรตีนเสียสภาพ 
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จากนั้นนําสารละลายดังกล่าวมาปั่นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เพื่อ

เก็บเฉพาะสารละลายตัวอย่างมาวิเคราะห์ 

 

 
รูปท่ี ก.2 อุปกรณ์อิเล็กโตรโฟรซิสิที่เช่ือต่อกับแหล่งกําเนิดไฟฟ้า 

 

การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์สําหรับการเคลื่อนที่ของโปรตีน (Running buffer) โดยผสม 

Tris-base น้ําหนัก 1.515 กรัม กับไกลซีน น้ําหนัก 7.2 กรัม และ sodium dodecyl sulfate (SDS) 

น้ําหนัก 0.5 กรัม ด้วยน้ําปราศจากประจุปริมาตร 500 มิลลิลิตร การทําเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (gel 

electrophoresis) โดยประกอบอุปกรณ์สําหรับอิเล็กโตรโฟรีซิสกับแผ่นเจลและนํา Sample 

Loading Guide วางระหว่างเจลทั้งสองในส่วนของ Electrode Assembly เพื่อใส่ตัวอย่าง จากนั้นปิ

เปตสารโปรตีนมาตรฐานปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร และสารตัวอย่างปริมาตร 15 ไมโครลิตร ใส่ลงใน

ช่องตัวอย่างแต่ละช่อง โดยมีสารละลายบัฟเฟอร์สําหรับการเคลื่อนที่ของโปรตีนท่วมอยู่ ปิดฝา Lid 

บน Mini Tank ต่อสายข้ัวไฟฟ้าให้สีตรงส่วนของ Banana Plugs และ Jacks ให้ถูกต้องเช่ือมต่อ

อุปกรณ์สําหรับอิเล็กโตรโฟรีซิสกับแหล่งกําเนิดไฟฟ้า โดยตั้งค่าความต่างศักย์ 120 โวลต์ ดังแสดงใน

รูปที่ ก.2 เริ่มต้นการทํา SDS-PAGE โดยสังเกตสี tracking dye เริ่มเคลื่อนที่เป็นแถบ (band) สีน้ํา

เงิน bromophenol blue จากข้ัวลบลงสู่ข้ัวบวก แล้วรอให้สารมาตรฐาน และสารตัวอย่างเคลื่อนที่

ลงมาจนกว่าแถบสีน้ําเงินจะเคลื่อนที่จนเกือบถึงขอบด้านล่างของแผ่นเจล ซึ่งใช้เวลาประมาณ 80 

นาที จึงหยุดการทําเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส จากนั้นนําเจลออกจาก Gel Cassette Sandwich และวัด
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ระยะทางการเคลื่อนที่ของ tracking dye ด้วยการใช้ไม้บรรทัดวัด เพื่อไปคํานวณหา relative 

mobility โดยนําแผ่น gel ออกจากแผ่นกระจกด้วย plastic gel releaser ช่วยในการแยกแผ่น

กระจกสองแผ่นออกจากกัน และตัดส่วน stacking gel ทิ้งไปและนําเจลไปย้อมสี 

การย้อมสีโปรตีนด้วยวิธี silver staining เริ่มจากนํา fixing solution I ซึ่งประกอบด้วยเมทา

นอล ปริมาตร 25 มิลลิลิตร, กรดอะซิติก ปริมาตร 5 มิลลิลิตร, และน้ําปราศจากประจุ ปริมาตร 20 

มิลลิลิตร โดยแช่แผ่นเจลในสารละลายเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นนํา fixing solution II ซึ่ง

ประกอบด้วยเมทานอล ปริมาตร 23.75 มิลลิลิตร, กรดอะซิติก ปริมาตร 4.75 มิลลิลิตร, สารละลาย 

fixing reagent ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร, และน้ําปราศจากประจุ ปริมาตร 19 มิลลิลิตร โดยแช่แผ่น

เจลในสารละลายเป็นเวลา 15 นาที แล้วนํา enhancing solution ซึ่งประกอบด้วยเมทานอล 

ปริมาตร 23.75 มิลลิลิตร, สารละลาย enhancing reagent ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร, และน้ํา

ปราศจากประจุ ปริมาตร 23.75 มิลลิลิตร โดยแช่แผ่นเจลในสารละลายเป็นเวลา 10 นาที และล้าง

แผ่นเจลด้วยนํ้าปราศจากประจุ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นนํา silver staining 

solution ซึ่งประกอบด้วยสารละลาย staining solution A ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร, สารละลาย 

staining solution B ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร, และน้ําปราศจากประจุ ปริมาตร 45 มิลลิลิตร โดยแช่

แผ่นเจลในสารละลายเป็นเวลา 15 นาที และล้างแผ่นเจลด้วยน้ําปราศจากประจุ  ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร เป็นเวลา 5 นาที จํานวน 3 ครั้ง จากนั้นนํา developing solution ซึ่งประกอบด้วย

สารละลาย developing stock solution ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร กับน้ําปราศจากประจุ ปริมาตร 

47.5 มิลลิลิตร โดยแช่แผ่นเจลในสารละลายจนกว่าจะปรากฏแถบโปรตีนบนแผน่เจลอย่างชัดเจนแล้ว

เติมสารละลาย stopping solution ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงไป เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นนําแผ่นเจ

ลล้างด้วยนํ้าปราศจากประจุ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เป็นเวลา 2 นาที จํานวน 3 รอบ 
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ภาคผนวก ข 

กราฟมาตรฐานของการวัดน้ าหนักโมเลกุลจากการวิเคราะห์ด้วย SDS-PAGE 

แถบโปรตีนที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย SDS-PAGE มาทําการวัดระยะและนําไปสร้างกราฟ

ระหว่างค่า log MW และ Rf โดย Rf คือระยะการเคลื่อนที่ของแถบโปรตีน/ระยะการเคลื่อนที่ของ 

loading dye front โดยระยะทางที่วัดเริ่มตั้งแต่ปลายด้านบนสุดของเจล หลังการปรากฏของแถบ

โปรตีนแล้วทําการวัดระยะและนําไปสร้างกราฟระหว่างค่า log MW และ Rf เพื่อสร้างกราฟ

มาตรฐานซึ่งเป็นความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงระหว่าง log MW และ Rf โดย m เป็นความชันมีค่าเป็นลบ 

และ b เป็นจุดตัดบนแกน y เมื่อทราบระยะการเคลื่อนที่ของโปรตีนที่ต้องการหาแล้วสามารถหา

น้ําหนกัโมเลกุลของโปรตีนได้จากน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานที่ทราบน้ําหนักโมเลกุลแล้ว 

(Hames, B. D. 1998) แถบโปรตีนมาตรฐานที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย SDS-PAGE ในรูปที่ 4.1 ถูก

นํามาสร้างกราฟมาตรฐานดังแสดงในรูปที่ ข.1 

 
รูปท่ี ข.1 กราฟมาตรฐานของการวัดนํ้าหนกัโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานจากการวิเคราะห์ด้วย SDS-

PAGE 
 
 โปรตีนมาตรฐานที่ใช้ในการวัดน้ําหนักโมเลกุลจากน้ําหนักโมเลกุลเล็กสุดถึงใหญ่สุด 

เรียงลําดับตามลูกศรช้ีดังนี้ 25kD:Triosephosphate isomerase, 37kD:Carbonic anhydrase, 

50kD:Ovalbumin, 75kD:Bovine serum album, 100kD:Phosphorylase b, 150kD:β-

Galactosidase, และ 250kD:Myosin 

y = -1.2248x + 2.4827 
R² = 0.9967 
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 ตัวอย่างการหานํ้าหนักโมเลกุลของคอลลาเจน 

หาค่า Rf จาก Rf = ระยะการเคลื่อนที่ของแถบโปรตีน/ระยะการเคลื่อนที่ของ loading dye front 

ระยะการเคลื่อนที่ของ α1: 190 มิลลิเมตร, α2: 225 มิลลิเมตร, β: 57.5 มิลลิเมตร 

ระยะการเคลื่อนที่ของ loading dye front เท่ากับ 615 มิลลิเมตร 

ดังนั้น α1, Rf= 190 /615 = 0.31 

 α2, Rf= 225 /615 = 0.37 

 β,   Rf= 57.5 /615 = 0.09 

สมการเส้นตรงจากกราฟมาตรฐานคือ y = –1.2248x + 2.4827 

x = Rf ของ α1, α2, β = 0.31, 0.37, 0.09 

y = log MW 

แทนค่าหา  MW α1 = 10y= 10–1.2248(0.31) + 2.4827 = 127.15 kD 

α2 = 10–1.2248(0.37) + 2.4827 = 108.29 kD 

β  = 10–1.2248(0.09) + 2.4827 = 233.45 kD 
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ภาคผนวก ค 

การวัดความหนืดในตัวของสารละลายคอลลาเจน 

การวัดความหนืดโดยการเตรียมสารละลายเจือจางที่ความเข้มข้นต่างๆ อย่างน้อย 4 ค่า โดย

ใช้ความเข้มข้นที่ไม่สูง ทําการวัดที่อุณหภูมิคงที่ การวัดความหนืดของตัวทําละลายบริสทุธ์ิโดยจบัเวลา

เมื่อของเหลวไหลผ่านขีดวัดปริมาตรที่มากับคาปิลลารี วิธีการทําการวัดโดยเตรียมสารละลายคอลลา

เจนความเข้มข้นร้อยละ 0.05-0.3 โดยน้ําหนัก ในกรดอะซิติก ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ต่อมาปิเปต

สารละลายที่เตรียมได้ลงในเครื่องวิเคราะห์ความหนืดชนิด Ubbelohde (No.II 50120) โดยเครื่อง

กําหนดปริมาตรที่ใช้วัดไว้ประมาณ 15-20 มิลลิลิตร จากนั้นดูดแล้วปล่อยสารละลายนี้ เพื่อจับเวลาที่

สารละลายตัวอย่างเคลื่อนที่ผา่นหลอดคาปิลลาร ีที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และบันทึกค่าดังกล่าว 

โดยทําซ้ํา 3 ครั้ง แล้วหาค่าเฉลี่ย และสร้างกราฟระหว่าง    

 
 กับ c และ       

 
 กับ c เพื่อพิจารณา

ค่าความหนืดในตัวของสารละลายจากจุดตัดแกน y ที่ได้จากการสร้างสมการเส้นตรงของ Huggins 

(ค.1) และ Kraemer (ค.2) ตามลําดับ ดังแสดงในรูป ค.1 (Kahn, L. D. และคณะ 1996) 

                  
   
 

 [ ]    [ ]
                             (ค.1) 

                  
      

 
 [ ]    [ ]

                              (ค.2) 

เมื่อ   คือ ความเข้มข้นของสารละลายตัวอย่าง 

  คือ เวลาที่สารละลายตัวอย่างเคลื่อนที่ผ่านหลอดคาปิลลารี 

   คือ เวลาที่ตัวทําละลายเคลื่อนที่ผ่านหลอดคาปิลลารี 

  คือ ความหนืดในตัว (intrinsic viscosity) ของสารละลายตัวอย่าง 

   และ    คือ ค่าคงที่ของ Huggins และ Kraemer ตามลําดับ 

    คือ Specific viscosity หน่วยมิลลิลิตรต่อกรัม 

     คือ Relative viscosity หน่วยมิลลิลิตรต่อกรัม 
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รูปท่ี ค.1 ความหนืดในตัวของสารละลายคอลลาเจน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

*ηsp/c (mL/g) เส้นบน และ ln (ηrel)/c (mL/g) เส้นล่าง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kraemer 
y = -109738x + 1076.3 

R² = 0.9945 

Huggins 
y = 599408x + 1044.3 

R² = 0.9953 
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ภาคผนวก ง 

กราฟค่าการดูดกลืนแสงของคอลลาเจนก่อนและหลังเจล 

ท่ีความเข้มข้นร้อยละ 0.4 ช่วงความยาวคลื่น 220-650 นาโนเมตร 

 การสแกนค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายคอลลาเจนก่อนและหลังเจล ที่ความเข้มข้นร้อย

ละ 0.4 ช่วงความยาวคลื่น 220-650 นาโนเมตร โดยใช้ Quartz Cuvette และวัดด้วยเครื่อง 

NanoDrop 2000 UV-Vis Spectrophotometer ซึ่งจะได้กราฟค่าการดูดกลืนแสง ดังแสดงในรูปที่ 

ง.1 เมื่อคอลลาเจนเกิดการเจล การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นตํ่ากว่า 340 นาโนเมตร มีค่าไม่เสถียร

จึงเลือกนําค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นสูงกว่า 340 นาโนเมตร มาสร้างกราฟความสัมพันธ์

ระหว่างเวลาและค่าการดูดกลืนแสง และจากการศึกษาของ Suzuki, Y. และคณะ (1999) ซึ่งได้

ทําการศึกษาการเกิดเจลของคอลลาเจน โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 530 หรือ 520 นา

โนเมตร ผู้วิจัยจึงได้ลองเลือกค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 340, 360 และ 550 นาโนเมตร มา

สร้างกราฟความัมพันธ์ระหว่างเวลาและค่าการดูดกลืนแสง ดังแสดงในรูปที่ ง.2(Suzuki, Y. และคณะ 

1999)(Suzuki, Someki et al. 1999)(Suzuki, Someki et al. 1999)(Suzuki, Someki et al. 

1999)(Suzuki, Someki et al. 1999)(Suzuki, Someki et al. 1999)(Suzuki, Someki et al. 

1999)(Suzuki, Someki et al. 1999)(Suzuki, Someki et al. 1999)(Suzuki, Y. และคณะ 

1999)(Suzuki, Y. และคณะ 1999)(Suzuki, Y. และคณะ 1999) 

 
รูปท่ี ง.1 กราฟค่าการดูดกลืนแสงของคอลลาเจนที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.4 ก่อนและหลงัเจล 
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รูปท่ี ง.2 กราฟค่าการดูดกลืนแสงของคอลลาเจนที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.4 ที่ความยาวคลื่น 340, 

360 และ 550 นาโนเมตร ณ เวลาต่างๆ 
 
 เมื่อพิจารณากราฟค่ากรดูดกลืนแสงของคอลลาเจนที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.4 ที่ความยาว

คลื่น 340, 360 และ 550 นาโนเมตร พบว่า ที่ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร หลังการเกิดเจล การ

ดูดกลืนแสงมีค่าไม่เสถียร และที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร ก่อนและหลังการเกิดเจล ค่าการ

ดูดกลืนแสงแทบจะไม่มีความแตกต่าง จึงไม่สามารถแยกออกได้ว่าช่วงเวลาใดเกิดเจล และที่ความยาว

คลื่น 360 นาโนเมตร ก่อนและหลังการเจลค่า ค่าการดูดกลืนแสงมีความเสถียรและแตกต่างกันอย่าง

ชัดเจน ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกวัดการเกิดเจลของคอลลาเจนที่ความยาวคลื่น 360 นาโนเมตร 
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ภาคผนวก จ 

กราฟมาตรฐานการวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Lowry 

การวัดปริมาณโปรตีน เริ่มจาก การเตรียมสารละลาย fresh reagent และสารละลายโฟลิน 
โดยสารละลาย fresh reagent ประกอบด้วยสารละลาย 3 ส่วน คือ 

- สาร A เตรียมจากสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเข้มข้นร้อยละ 2 โดย
น้ําหนักต่อปริมาตร ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ 

- สาร B เป็นสารละลายโซเดียมทาร์เทรต (C4H8Na2O8) ความเข้มข้นร้อยละ 4 โดยน้ําหนัก
ต่อปริมาตร 

- สาร C เป็นสารละลายคอปเปอร์ซัลเฟตหรือจุนสี (CuSO4•5H2O) ความเข้มข้นร้อยละ 2 
โดยน้ําหนักต่อปริมาตร 

จากนั้นนําสาร A, B และ C ผสมกันตามลําดับในอัตรส่วน 200:1:1 การเก็บรักษาสารละลาย 
fresh reagent ควรเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4-8 องศาเซลเซียส 

สารละลายโฟลิน (โฟลิน-ซีออคาลโท (Folin-Ciocalteau) หรือเกลือฟอสโฟโมลิบเดตฟอส
โฟทังสเทต (Phosphomolybdate Phosphotungstate) ที่อยู่ในรูปสารละลายกรด) ความเข้มข้น 1 
นอร์มอล โดยเตรียมจากสารละลายโฟลินความเข้มข้น 2 นอร์มอล 1 ส่วน ผสมกับน้ําปราศจากประจุ 
1 ส่วน 

การวัดปริมาณโปรตีน โดยนําสารละลายโปรตีนมาตรฐานคือสารละลาย  Bovine Serum 

Albumin (BSA) ที่ความเข้มข้น 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร และสารละลาย

คอลลาเจนในกรดอะซิติกที่สกัดด้วยวิธีต่างๆ ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยน้ําหนัก หรือ 1 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร นําตัวอย่างปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย fresh reagent ปริมาตร 400 

ไมโครลิตร ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเติมสารละลายโฟลิน ความ

เข้มข้น 1 นอร์มอล ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

สารละลายที่ได้มีสีแตกต่างกัน โดยสีน้ําเงินมีปริมาณโปรตีนน้อย ส่วนสีน้ําตาลเข้มมีปริมาณโปรตีน

มาก จากนั้นปิเปตสารละลายลงในถาดเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 96 หลุม (96-well polystyrene 

tissue culture plate) นําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง Fluorescence microplate reader 

เพื่อสแกนหาความยาวคลื่นที่มีการดูดกลืนแสงมากที่สุด คือ ที่ ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร ดัง

แสดงในรูปที่ จ.1 จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร และนํามาสร้างกราฟ
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y = 0.2047x 
R² = 0.992 
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ความเข้มข้นของสารละลาย BSA (มิลลิกรัมต่อมิลลลิิตร) 

มาตรฐานสําหรับหาปริมาณโปรตีนที่ความเข้มข้นต่างๆจากความสัมพันธ์เส้นตรงระหว่างค่าการ

ดูดกลืนแสงและความเข้มข้นที่เปลี่ยนไปของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน ดังแสดงในรูปที่ จ.2 (n=3) 

 

 
 

รูปท่ี จ.1 กราฟสแกนหาความยาวคลื่นทีม่ีการดูดกลืนแสงมากที่สุดจากการวัดปรมิาณโปรตีนด้วยวิธี 
Lowry โดยวัดสารละลายโปรตีนมาตรฐานคือสารละลาย Bovine Serum Albumin (BSA) ที่ความ

เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี จ.2 กราฟมาตรฐานของการวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Lowry 
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ภาคผนวก ฉ 

การทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพกับเซลลเ์นื้อเยื่อผิวหนังของหนู (L929) 

 การทดสอบการยึดเกาะและการเจรญิเติบโตของเซลลเ์นื้อเยื่อผิวหนังของหนู (L929) บนถาด

เพาะเลี้ยงเซลล์พอลิสไตรีน (TCP), ฟิล์มคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรด (ASC) และทรีทด้วยเปปซิน 

(pepsin-treated ASC, C), คอลลาเจน BM, และคอลลาเจนจากเอ็นร้อยหวายโคที่สกัดด้วยกรด 

(BASC, Sigma) แสดงดังรูปที่ ฉ.1 ส่วน C/SF99/1, C/SF95/5, C/SF90/10 และ C/SF80/20 แสดง

ดังรูปที่ ฉ.2 เพื่อทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพกับเซลล์ โดยวัดจํานวนเซลล์ด้วยวิธี DNA และ

ร้อยละการยึดเกาะ, เวลาการแบ่งตัวทวีคูณ (PDT) และอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ (µ) ของเซลล์

เนื้อเยื่อผิวหนังของหนู ดังแสดงในตารางที่ ฉ.1 
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รูปท่ี ฉ.1 การเจรญิเตบิโตของเซลลเ์นื้อเยือ่ผิวหนงัของหนู (L929) ที่เลี้ยงบนฟิล์มชนิดต่างๆ เป็นเวลา 
10 วัน (ก) TCP, (ข) คอลลาเจนทีส่กัดด้วยกรด (ASC) และทรีทด้วยเปปซิน (Pepsin-treated ASC), 

(ค) คอลลาเจนจากเอ็นร้อยหวายโคทีส่กัดด้วยกรด (BASC, Sigma), (ง) คอลลาเจน BM 
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รูปท่ี ฉ.2 การเจรญิเตบิโตของเซลลเ์นื้อเยือ่ผิวหนงัของหนู (L929) ที่เลี้ยงบนฟิล์มชนิดต่างๆ เป็นเวลา 
10 วัน (ก) C/SF99/1, (ข) C/SF95/5, (ค) C/SF90/10 และ (ง) C/SF80/20 
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ตารางท่ี ฉ.1 ร้อยละการยึดเกาะ, อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ (µ) และเวลาการแบ่งตัวทวีคูณ 
(PDT) ของเซลล์เนื้อเยื่อผิวหนังของหนู (L929) ที่เลี้ยงบนฟิล์มชนิดต่างๆ 
 

ชนิดของวัสดุ Lag time 

(ช่ัวโมง) 

ร้อยละการยึด

เกาะ 

อัตราการเจริญเติบโต

จําเพาะ (ต่อช่ัวโมง) 

เวลาการแบ่งตัว

ทวีคูณ (ช่ัวโมง) 

Log phase 

TCP 72 101.76±0.31a 0.0190±0.0004c 36.59±0.82e 72-168 ชม. 

ASC 96 107.98±0.39a 0.0209±0.0001c 33.20±0.05ef 96-168 ชม. 

Pepsin-
treated ASC, C 

96 96.20±1.02a 0.0237±0.0001cd 29.27±0.17fg 96-168 ชม. 

BASC 96 96.55±4.55a 0.0204±0.0006c 33.97±0.93ef 96-168 ชม. 

Collagen BM 120 62.82±14.54b 0.0277±0.006d 25.85±6.00g 120-168 ชม. 

C/SF99/1 96 102.44±2.79a 0.0222±0.0005c 31.25±0.65efg 96-168 ชม. 

C/SF95/5 96 100.57±3.46a 0.0209±0.0019c 33.28±3.02ef 96-168 ชม. 

C/SF90/10 96 98.18±1.90a 0.0206±0.0011c 33.66±1.73ef 96-168 ชม. 

C/SF80/20 96 96.77±1.31a 0.0207±0.0019 c 33.61±2.91ef 96-168 ชม. 

 

(a-e แสดงความแตกต่างอย่างมนีัยสําคัญทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมั่น p<0.05) 
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ภาคผนวก ช 

กราฟมาตรฐานของการวัดจ านวนเซลลเ์นื้อเยื่อผิวหนังของหนู (L929) ด้วยวิธี DNA 

 

 
 
รูปท่ี ช.1 กราฟมาตรฐานของการวัดจํานวนเซลลเ์นื้อเยือ่ผิวหนังของของหน ู(L929) ด้วยวิธี DNA 
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ภาคผนวก ซ 

มาตรฐานการทดสอบลักษณะสมบัตขิองคอลลาเขนิด I ใน ASTM F2212 
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ประวัติผู้เขยีนวิทยานิพนธ ์

 

นายเทพฤทธ์ิ วงศ์ภาคํา เกิดเมื่อวันที่ 31 พฤษภาคม พ.ศ. 2528 ภูมิลําเนาจังหวัด
สกลนคร สําเร็จการศึกษาระดับช้ันมัธยมศึกษาตอนปลาย จากโรงเรียนเตรียมอุดมศึกษา ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาวิศวกรรมศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาวิศวกรรม
ยานยนต์ วิทยาลัยวิศวกรรมศาสตร์ มหาวิทยาลัยรังสิต ในปีการศึกษา 2553 และเข้าศึกษาต่อใน
ระดับวิศวกรรมศาสตรมหาบัณฑิต หลักสูตรวิศวกรรมชีวเวช (สหสาขาวิชา) คณะวิศวกรรมศาสตร์ 
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ผลงานในการประชุมวิชาการ 

Wongpakham, T. and Kanokpanont, S. Physicochemical Characteristic of 
Collagen Extracted from Porcine Achilles Tendons, Poster Presentation, The 41st 
Congress on Science and Technology of Thailand (STT41), Suranaree University of 
Technology, Nakhon Ratchasima, Thailand, 6-8 November 2015 
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