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บทคัดย่อ 
วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้เพื่อเพิ่มมูลค่าของหนังปลาสลาด (Notopterus notopterus) ซึ่งเป็นเศษเหลือ

ทิ้งจากการแปรรูปผลิตภัณฑ์จากเนื้อปลาบด โดยน ามาผลิตเป็นคอลลาเจนที่ละลายด้วยกรด การศึกษาองค์ประกอบ
ทางเคมีของหนังปลาสลาด พบว่ามีปริมาณความช้ืนร้อยละ 62.42±1.40 โปรตีน 34.19±1.22 ไขมัน 0.81±0.24 
และเถ้า 1.01±0.42 โดยน้ าหนักสด การศึกษาการสกัดคอลลาเจนที่ละลายด้วยกรดจากหนังปลาสลาด โดยใช้ 0.5 
M acetic acid นาน 72 ช่ัวโมง ได้ปริมาณผลผลิตร้อยละ 38.25±2.30 โดยน้ าหนักแห้ง ประกอบด้วยไฮดรอกซี-   
โปรลีนร้อยละ 63.37 (w/w) โดยน้ าหนักคอลลาเจนแห้ง มีค่า transition temperature (Tmax) เท่ากับ 33.15± 
0.03 C สามารถดูดกลืนแสงยูวีสูงสุดที่ความยาวคลื่น 233 nm มีค่าการละลายสูงสุดที่ pH 1 ใน 0.5 M acetic 
acid มีค่าการละลายลดลงในช่วง pH 6-8 และความเข้มข้นของ NaCl สูงกว่าร้อยละ 2 (w/v) และจาก FTIR 
spectra พบว่าคอลลาเจนที่ละลายด้วยกรดมีโครงสร้างเกลียวสามสายประกอบด้วยกรดอะมิโนไกลซีน  โปรลีน 
และไฮดรอกซีโปรลีนร้อยละ 33.7, 11.3 และ 7.5 ตามล าดับ 
 

ค าส าคัญ : ปลาสลาด; หนังปลา; การสกัด; คอลลาเจนที่ละลายด้วยกรด 
 

Abstract 
The objective of this research was to increase value of skin of grey featherback (Notopterus 

notopterus) that was the waste from the food processing by extraction of acid soluble collagen. 
Chemical composition of skin of grey featherback was 62.42±1.40 % moisture, 34.19±1.22 % 
protein, 0.81±0.24 % fat and 1.01±0.42 % ash by wet weight. acid-soluble collagen (ASC) was 
extracted in 0.5 M acetic acid for 72 hours and yield was 38.25±2.30 % by dry weight. It was 



วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี                                                            ปีที ่23 ฉบับที ่2 เมษายน - มิถุนายน 2558 

 258 

composed of 63.37 % (w/w) hydroxyproline by ASC dry weight. ASC exhibited transition 
temperature (Tmax) at 33.15±0.03 C and maximum UV absorbance at 233 nm. ASC had the 
highest solubility in 0.5 M acetic acid at pH 1. The solubility was decreased in the interval of pH 
6-8 and at the concentration of NaCl more than 2 % (w/v). FTIR analysis showed the existence of 
helical arrangements of collagen. ASC was composed of 33.7 % glycine, 11.3 % proline and 7.5 % 
hydroxyproline. 
 

Keywords: grey featherback; fish skin; extraction; acid-soluble collagen  
 

1. บทน า 
คอลลาเจนเป็นโปรตีนที่อยู่ภายนอกเซลล์ มี

ขนาดใหญ่ และพบปริมาณมากประมาณร้อยละ 30  
ในเนื้อเยื่อเกี่ยวพันของสัตว์ทุกชนิด ซึ่งประกอบด้วย 
polypeptide 3 สาย ท่ีเรียกว่า α-chain ในแต่ละสาย
ประกอบด้วยล าดับการเรียงซ้ า ๆ กันของ tripeptide 
base (Gly-X-Y) คอลลาเจนมีไกลซีนเป็นกรดอะมิโน
หลัก นอกจากน้ียังประกอบไปด้วยโปรลนีและไฮดรอก-
ซีโปรลีน ซึ่งเป็นกรดอิมิโนที่มักพบในคอลลาเจน พันธะ
ที่พบมากและมีความส าคัญต่อความคงตั วของ    
คอลลาเจนคือ พันธะไฮโดรเจน [1] 

แต่เดิมแหล่งที่นิยมใช้ในการสกัดคอลลาเจน
ได้มาจากสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม ได้แก่ หมู วัว เป็นต้น 
แต่เนื่องด้วยข้อจ ากัดทางศาสนา การแพร่ระบาดของ
โรคไข้สมองอักเสบที่เกิดจากวัว และโรคปากและเท้า
เปื่อย [2] ส่งผลให้มีการศึกษาเพื่อหาแหล่งใหม่ในการ
สกัดคอลลาเจน ซึ่งพบว่าหนังปลาเป็นแหล่งทางเลือก
หนึ่งที่น่าสนใจ และเป็นการใช้ประโยชน์จากเศษเหลือ
ทิ้งของอุตสาหกรรมสัตว์น้ าอีกด้วย Kittiphattanaba-
won และคณะ [3] พบว่าหนังปลา bigeye snapper 
(Priacanthus tayenus) มีปริมาณคอลลาเจนร้อยละ 
10.94 ในขณะที่ Zeng และคณะ [4] พบว่าหนังปลา 
Nile tilapia (Oreochromis niloticus) มีปริมาณ
คอลลาเจนร้อยละ 39 นอกจากนี้ Duan และคณะ [5] 
พบว่า หนังปลา carp (Cyprinus carpio) มีปริมาณ
คอลลาเจนร้อยละ 41.3 

ปลาสลาด (Notopterus notopterus) เป็น
ปลาน้ าจืดชนิดหนึ่งอยู่ ในวงศ์ เดียวกับปลากราย 
(Notopteridae) จัดเป็นปลาที่มีขนาดเล็กที่สุดในสกุล
นี้เป็นปลาที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจชนิดหนึ่ง นิยม
น าเนื้อไปท าทอดมันแทนเนื้อปลากราย เนื่องจากปลา
กรายมีราคาแพงและหายากกว่า [6] แหล่งที่อยู่อาศัย
และการแพร่กระจายในประเทศพบว่า ปลาสลาดอาศัย
อยู่ตามแหล่งน้ าจืดทั่วทุกภาคของไทย [7] จึงมีแนวคิด
ที่จะน าหนังปลาสลาดซึ่งเป็นปลาที่มีหนังเหนียวและ
เป็นเศษเหลือทิ้งที่มีมูลค่าต่ า นอกจากนี้ยังหาง่ายใน
จังหวัดปทุมธานี ซึ่งเป็นแหล่งทางเลือกใหม่ในการสกัด
คอลลาเจนเพื่อใช้ทดแทนคอลลาเจนจากสัตว์เลี้ยงลูก
ด้วยนม ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ในการศึกษา
การน าหนังปลาสลาดมาใช้ในการสกัดคอลลาเจนด้วย
กรด และศึกษาสมบัติของคอลลาเจนที่สกัดได้ 
 

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
2.1 วัตถุดิบ  

 หนังปลาสลาดซื้อจากตลาดไท จังหวัด
ปทุมธานี  น ามาท าความสะอาด โดยการขูดเศษเนื้อ
และเกล็ด ตัดให้มีขนาด 0.5 x 0.5 cm เก็บที่อุณหภูมิ 
-18 C จนกว่าจะน ามาใช้    

2.2 ศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของหนังปลา
สลาด  
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น าหนังปลาสลาดมาวิเคราะห์องค์ประกอบ 
ทางเคมี ได้แก่ ความช้ืน โปรตีน ไขมัน และเถ้า [8] 

2.3 ศึกษาการสกัดคอลลาเจนที่ละลายด้วย
กรด  

สกัดคอลลาเจนที่ละลายด้วยกรดจากหนัง
ปลาสลาดด้วยวิธีดัดแปลงจากวิธีการของ Zeng และ
คณะ [4] การสกัดทั้งหมดท าภายใต้อุณหภูมิ  4 C 
โดยแช่หนังในสารละลาย 0.1 M NaOH อัตราส่วน 
1:80 (w/v) เป็นเวลา 6 ช่ัวโมง พร้อมกวนเบา ๆ 
ตลอดเวลา เปลี่ยนสารละลายทุก ๆ 3 ช่ัวโมง เพื่อน า
ส่วนที่ไม่ใช่โปรตีนคอลลาเจนและเม็ดสีออก หลังจาก
นั้นล้างด้วยน้ ากลั่นจนกว่า pH ของน้ าล้างเป็นกลาง 
แล้วน ามาแช่ในสารละลาย 0.5 M acetic acid 
อัตราส่วนตัวอย่างต่อสารละลาย 1 : 50 (w/v) พร้อม
กับการกวนอย่างเบา ๆ เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง หลังจาก
นั้นน าส่วนผสมไปหมุนเหวี่ยงที่ 21,200 xg เป็นเวลา 
30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 C เก็บสารละลายส่วนใสมา      
ตกตะกอนโดยการเติม NaCl ให้ได้ความเข้มข้นของ 
NaCl สุดท้ายที่ 2.6 M แล้วน าไปหมุนเหวี่ยงที่ 21,200 
xg เป็นเวลา 40 นาที เก็บตะกอนเจลสีขาวขุ่นมา
ละลายกลับด้วยสารละลาย 0.5 M acetic acid 
ปริมาตร 10 เท่าของน้ าหนักตะกอน หลังจากนั้นน าไป 
dialysed ด้วย 0.1 M acetic acid ปริมาตร 10 เท่า 
ของสารใน dialysis tube เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง โดย
เปลี่ยนสาร ละลายทุก ๆ 4 ช่ัวโมง ต่อมาน าสารละลาย
ที่ได้ไป dialysed ด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 10 เท่า โดย
เปลี่ยนน้ าจนกว่าจะได้ pH เป็นกลาง น าสารที่ได้จาก
การ dialysed ไปท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง และ
ตัวอย่างคอลลาเจนที่ได้จากการท าแห้งเรียกว่า ASC 
(acid-soluble collagen) ค านวณปริมาณคอลลาเจน
ที่ละลายด้วยกรด และรายงานในรูปของน้ าหนักฐาน
แห้งต่อน้ าหนักฐานแห้งของหนังปลาสลาด 

2.4 การวิเคราะห์ปริมาณไฮดรอกซีโปรลีน 
โดยย่อยตัวอย่างคอลลาเจนที่ละลายด้วย

กรดโดยใช้ 6 N HCl ที่อุณหภูมิ 110 C นาน 18 
ช่ัวโมง วิเคราะห์ปริมาณไฮดรอกซีโปรลีนด้วยเครื่อง 
high-performance liquid chromatography 
spectrofluorometer ที่ความยาวคลื่น 265 nm ตาม
วิธีของ Hutson และคณะ [9] และรายงานปริมาณ 
ไฮดรอกซีโปรลีนเป็นร้อยละโดยน้ าหนักคอลลาเจนแหง้ 

2.5 วิเคราะห์ความคงตัวต่อความร้อนของ
คอลลาเจน  

วิเคราะห์ค่า transition temperature 
(Tmax) ด้วยเครื่อง differential scanning 
calorimeter (DSC) โดยดัดแปลงจากวิธีการของ [10] 
น า ASC มาละลายในสารละลาย 0.05 M acetic acid 
ในอัตราส่วนตัวอย่างต่อสารละลาย 1 : 40 (w/v) ตั้ง
สารละลายทิ้งไว้เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ที่ 4 C วิเคราะห์
โดยเครื่อง DSC วัดการถ่ายเทความร้อนของ     
คอลลา เจน  การวัดอุณหภูมิท า โดย ใ ช้  indium 
thermogram ช่ังน้ าหนักตัวอย่างที่แน่นอน 30-40 
mg ใส่ลงใน aluminium pan แล้วปิดผนึก จากนั้น
น ามา scan ในช่วงอุณหภูมิ 20-50 C อัตราการให้
ความร้อน 5 K/min ใช้จานเปล่าที่ปิดผนึกเป็นตัวอย่าง
อ้างอิง ประเมินค่า Tmax จากจุด peak ของกราฟ DSC 
transition curve 

2.6 วิเคราะห์สมบัติการดูดกลืนแสงยูวี  
เตรียมตัวอย่างโดยดัดแปลงจากวิธีการของ 

Ahmad และ Benjakul (2010) [10] และ Zeng และ
คณะ (2009) [4] กล่าวคือ ช่ัง ASC 0.01 กรัม ละลาย
ใน 0.5 M acetic acid 10 ml ใส่สารละลายลงใน 
quartz cell วิเคราะห์สมบัติการดูดกลืนแสงยูวีด้วย
เครื่อง UV/visible spectrophotometer ที่ความยาว
คลื่น 190-400 nm 
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2.7 ความสามารถในการละลายของ   
คอลลาเจน (Solubility) [10]        

2.7.1 ผลของ pH ต่อความสามารถในการ
ละลายของคอลลาเจน 

เตรียมสารละลาย ASC ที่ความเข้มข้น
เท่ากับ 3 mg/ml ด้วย 0.5 M acetic acid ปรับ pH 
ด้วย 6 M NaOH หรือ 6 M HCl เพื่อให้ pH สุดท้าย
อยู่ระหว่าง 1-10 และปรับปริมาตรของสารละลาย
ตัวอย่างเป็น 10 ml ด้วยน้ ากลั่น แล้วหมุนเหวี่ยงที่ 
20,000 xg เป็นเวลา 30 นาที ที่ 4 C วัดปริมาณ
โปรตีนในสารละลายส่วนใสด้านบนโดยวิธีของ Lowry 
และคณะ โดยใช้ bovine serum albumin เป็น
โปรตีนมาตรฐาน [12] 

2.7.2 ผลของระดับความเข้มข้น NaCl ต่อ
การละลายของคอลลาเจน  

เตรียมสารละลาย ASC ใน 0.5 M 
acetic acid ที่ pH 3 จนความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 6 
mg/ml ผสม NaCl ใน 0.5 M acetic acid 5 ml ที่
ความเข้มข้นต่าง ๆ (ร้อยละ 0, 2, 4, 6, 8, 10 และ 12 
(w/v)) เพื่อให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายของ NaCl เป็น
ร้อยละ 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 (w/v) แล้วหมุนเหวี่ยงที่ 
20,000 xg เป็นเวลา 30 นาที ที่ 4 C วัดปริมาณของ
โปรตีนในสารละลายใสส่วนบนโดยวิธีของ Lowry และ
คณะ โดยใช้ bovine serum albumin เป็นโปรตีน
มาตรฐาน [12]   

รายงานค่าความสามารถในการละลาย
ของคอลลาเจน เป็นร้อยละความสามารถในการละลาย
สัมพัทธ์ของคอลลาเจน (% relative collagen 
solubility) เมื่อก าหนดให้สภาวะที่คอลลาเจนมีค่าการ
ดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 750 nm มีค่า
ความสามารถในการละลายของคอลลาเจนเท่ากับ  
ร้อยละ 100  

2.8 วิเคราะห์องค์ประกอบของกรดอะมิโน  
น า ASC ไป hydrolysed ใน 6 N HCl ที ่

110 C นาน 24 ช่ัวโมง วิเคราะห์องค์ประกอบของ
กรดอะมิโนโดยใช้เครื่อง Hitachi Amino Acid 
Analyzer รุ่น L-8500A ใช้ระบบ lithium buffer 
และค านวณองค์ประกอบของกรดอะมิโนเป็นส่วนใน 
1,000 ส่วนของปริมาณทั้งหมด [13]        

2.9 วิเคราะห์โครงสร้างเกลียวสามสายของ
คอลลาเจน  

ช่ัง ASC 0.2 mg ผสมกับ potassium 
bromide (KBr) 10 mg บรรจุในจานกลมภายใต้
สภาวะแห้ง และท าการวิเคราะห์โครงสร้างเกลียวสาม
สายของคอลลาเจนด้วยเครื่อง Fourier Transform 
Infrared (FTIR) Spectrometer ที่ wave number 
4000 ถึง 400 cm-1 โดยใช้อัตราการบันทึกข้อมูล      
2 cm-1 ต่อจุด [11] 
 

3. ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
3.1 องค์ประกอบทางเคมีของหนังปลาสลาด 

การศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของหนัง
ปลาสลาด พบว่ามีปริมาณความช้ืน โปรตีน ไขมัน และ
เถ้าร้อยละ 62.42±1.40, 34.19±1.22, 0.81±0.24, 
1.01±0.42 โดยน้ าหนักสด ตามล าดับ ดังแสดงใน
ตารางที่ 1 
 
ตารางที่ 1 องค์ประกอบทางเคมีของหนังปลาสลาด 
 

องค์ประกอบทางเคม ี ร้อยละโดยน้ าหนักสด* 
ความช้ืน 62.42±1.40 
โปรตีน 34.19±1.22 
ไขมัน 0.81±0.24 
เถ้า 1.01±0.42 

*แสดงเป็น ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบีย่งเบนมาตรฐาน (n = 3) 
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องค์ประกอบทางเคมีของหนังปลาแต่ละ
ชนิดมีความแตกต่างกัน  เช่น  หนังปลา  bigeye 
snapper (Priacanthus hamrur) มีปริมาณความช้ืน 
โปรตีน ไขมัน และเถ้าร้อยละ 52.8, 25.2, 1.02 และ 
2.02 โดยน้ าหนักสด ตามล าดับ [14] หนังปลา Nile 
perch (Lates niloticus) มีปริมาณความช้ืน โปรตีน 
ไขมัน และเถ้าร้อยละ 72.7, 20.3, 4.96 และ 3.7 โดย
น้ าหนักสด ตามล าดับ [15]        

3.2 การสกัดคอลลาเจนที่ละลายด้วยกรด
จากหนังปลาสลาด  

การสกัดคอลลาเจนด้วย 0.5 M acetic 
acid นาน 72 ช่ัวโมง ที่ 4 C ได้ปริมาณผลผลิต    
ร้อยละ 38.25±2.30 โดยน้ าหนักแห้ง เมื่อเปรียบเทียบ
ปริมาณผลผลิตที่สกัดได้กับหนังปลาชนิดอื่น พบว่า 
ปริมาณผลผลิตที่ได้ใกล้เคียงกับหนังปลา Nile tilapia 
(Oreochromis niloticus) ซึ่งได้ปริมาณผลผลิต   
ร้อยละ 39.4 [4] แต่น้อยกว่าหนังปลา Japanese 
sea-bass (Lateolabrax japonicas) (ร้อยละ 51.4) 
หนังปลา chub mackerel (Scomber japonicas)    
(ร้อยละ 49.8) และหนังปลา bullhead shark 
(Heterodontus japonicas) (ร้อยละ 50.1) [16] 
อาจเนื่องมาจากชนิด พันธุ์ พฤติกรรม ภูมิอากาศ และ
ถิ่นอาศัยของปลาที่แตกต่างกัน  

3.3 ปริมาณไฮดรอกซีโปรลีน   
ผลการวิจัยพบว่าคอลลาเจนที่ละลายด้วย

กรดจากหนังปลาสลาดประกอบด้วยไฮดรอกซีโปรลีน 
เท่ากับ ร้อยละ 63.37 โดยน้ าหนักคอลลาเจนแห้ง 
ค่าที่ได้นี้แสดงให้เห็นถึงความบริสุทธ์ของคอลลาเจนที่
สกัดได้ และไฮดรอกซีโปรลีนเป็นกรดอิมิโนท่ีพบเฉพาะ
ในคอลลาเจน นอกจากนี้ ไฮดรอกซีโปรลีนมีบทบาท
ส าคัญต่อความความคงตัวของโครงสร้างเกลียวสาม
สาย เนื่องจากไฮดรอกซีโปรลีนมีต าแหน่งไฮดรอกซิลที่
สามารถเกิดพันธะไฮ โดร เจนได้  และวงแหวน 

pyrrolidine ที่ป้องกันการหมุนของพันธะหรือ
โครงสร้างของคอลลาเจน [17] 

3.4 ความคงตัวต่อความร้อนของคอลลาเจน  
อุณหภูมิในการเสียสภาพของคอลลาเจน 

ซึ่งรายงานเป็นค่า Tmax พบว่าคอลลาเจนที่ละลายด้วย
กรดจากหนังปลาสลาดมีค่า Tmax  เท่ากับ 33.15± 
0.03 C (รูปที่ 1) 
 

 
 

รูปที่ 1 DSC thermogram ของคอลลาเจนที่ละลาย
ด้วยกรดจากหนังปลาสลาด 

 
โดยค่า Tmax ของคอลลาเจนที่ละลายด้วย

กรดจากหนังปลาสลาดมีค่าใกล้เคียงกับหนังปลา Nile 
tilapia (Tmax เท่ากับ 32 C) แต่มีค่าน้อยกว่าหนัง  
ลูกวัว (Tmax เท่ากับ 44 C) [4] อาจเนื่องมาจากองค์ 
ประกอบของกรดอะมิโน ล าดับกรดอะมิโน และการ
จัดเรียงโครงสร้างเกลียวสามสายของคอลลาเจนของ
ปลาแตกต่างจากสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม จากงานวิจัยก่อน
หน้านี้ พบว่าโปรลีนและไฮดรอกซีโปรลีนมีผลโดยตรง
ต่อความคงตัวของคอลลาเจนต่อความร้อน Giraud-
Guille และคณะ [18] ได้สกัดคอลลาเจนจากหนังลูก
วัวและหนังปลา flat fish (Soleidae) พบว่าค่า
อุณหภูมิในการเสียสภาพของหนังลูกวัว (44.6 C) สูง
กว่าหนังปลา flat fish (37.5 C) ซึ่งสัมพันธ์โดยตรง
กับปริมาณของโปรลีนและไฮดรอกซีโปรลีน โดยหนัง
ลูกวัวมีปริมาณโปรลีนและไฮดรอกซีโปรลีน เท่ากับ 
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121 และ 94 ส่วนใน 1,000 ส่วน ตามล าดับ สูงกว่า
หนังปลา flat fish มีปริมาณโปรลีนและไฮดรอกซี-    
โปรลีนเท่ากับ 104 และ 59 ส่วนใน 1,000 ส่วน 
ตามล าดับ [18] จากผลการศึกษาข้างต้นแสดงให้เห็น
ว่าคอลลาเจนที่ละลายด้วยกรดจากหนังสัตว์ที่มีโปรลีน
และไฮดรอกซีโปรลีนในปริมาณมาก พบว่ามีอุณหภูมิ
ในการเสียสภาพสูงขึ้นหรือความคงตัวต่อความร้อน
เพิ่มขึ้น 

3.5 สมบัติการดูดกลืนแสงยูวี 
คอลลาเจนที่ละลายด้วยกรดจากหนังปลา

สลาดถูกสแกนในช่วงความยาวคลื่น 190-400 nm 
โดยคอลลาเจนสามารถดดูกลืนแสงยูวีสูงสดุที่ความยาว
คลื่น 233 nm ดังแสดงในรูปที่ 2 เนื่องจากคอลลาเจน
มี ปริ ม าณของกรดอะมิ โนชนิ ด  ฟี นิ ลอะลานี น         
ทริปโตเฟน และไทโรซีนในปริมาณที่น้อยมาก ซึ่ง
สอดคล้องกับผลการวิจัยของ Zeng และคณะ [4] จาก
สมบัติการดูดกลืนยูวีนี้สามารถใช้แยกคอลลาเจนออก
จากโปรตีนชนิดอื่นได้ โดยโปรตีนชนิดอื่นส่วนใหญ่
ดูดกลืนแสงยูวีสูงสุดที่ความยาวคลื่น 280 nm  
 

 
 

รูปที่ 2 UV spectrum ของคอลลาเจนที่ละลายด้วย
กรดจากหนังปลาสลาด 

 
3.6 ความส ามารถ ในการละลายขอ ง   

คอลลาเจน 
3.6.1 ผลของ pH ต่อความสามารถในการ

ละลายของคอลลาเจน 

ความสามารถในการละลายของ  
คอลลาเจนที่ละลายด้วยกรดจากหนังปลาสลาดที่
สภาวะ pH แตกต่างกัน แสดงในรูปที่ 3 คอลลาเจนที่
ละลายด้วยกรดจากหนังปลาสลาดสามารถละลายได้
มากในช่วง pH 1-5 มีค่าการละลายสูงสุดที่ pH 1 และ
ค่าการละลายลดลงอย่างชัดเจนในช่วง pH 6-8 ที่ pH 
สูงกว่า 8 คอลลาเจนมีค่าการละลายเพิ่มขึ้นเล็กน้อย 
ซึ่งสอดคล้องกับการวิจัยของ Foegeding และคณะ 
[19] พบว่าคอลลาเจนที่ละลายด้วยกรดจากหนังปลา 
Nile tilapia มีค่าการละลายน้อยทีสุ่ดในช่วง pH 6-9 
 

 
 

รูปที่ 3 ความสามารถในการละลายของคอลลาเจนที่
ละลายด้วยกรดจากหนังปลาสลาดที่  pH 
แตกต่างกัน 

 
จากกา รศึ ก ษาของ  Vojdani [20] 

พบว่าเมื่อ pH น้อยกว่าและมากกว่าค่า pI 
(isoelectric point) ส่งผลให้โปรตีนมีผลรวมของประจุ
สุทธิเป็นบวกและลบ ตามล าดับ จึงเกิดแรงผลักกัน
ระหว่างประจุ (electrostatic repulsion) ของโปรตีน 
ท าให้เกิดการละลายและคงตัวในสารละลายนั้นได้ 
ในทางกลับกันถ้า pH เข้าใกล้หรือเท่ากับ pI ส่งผลให้
โปรตีนมีผลรวมของประจุสุทธิเป็นศูนย์ จึงไม่เกิดแรง
ผลักกันระหว่างประจุของโปรตีน ท าให้ เกิดการ
รวมกลุ่มกันด้วยแรง hydrophobic-hydrophobic 
interaction และตกตะตอนในที่สุด [18] ดังนั้น pI 
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ของคอลลาเจนจากหนังปลาสลาดอยู่ในช่วง 6-8 ซึ่ง
สอดคล้องกับ pI ของคอลลาเจนจากหนังปลา Nile 
tilapia ที่อยู่ในช่วง pH 6-9 [19] 

3.6.2 ผลของระดับความเข้มข้นของ NaCl 
ต่อความสามารถในการละลายของคอลลาเจน 

ความสามารถในการละลายของ  
คอลลาเจนที่ละลายด้วยกรดจากหนังปลาสลาดที่ pH 
3 ในสภาวะความเข้มข้นของ NaCl แตกต่างกัน แสดง
ในรูปที่ 4 คอลลาเจนที่ละลายด้วยกรดจากหนังปลา
สลาดมีค่าการละลายสูงสุดที่ความเข้มข้นของ NaCl 
ร้อยละ 1 (w/v) และค่าการละลายลดลงอย่างชัดเจน
เมื่อความเข้มข้นของ NaCl มีค่าสูงกว่าร้อยละ 2 ซึ่ง
สอดคล้องกับการวิจัยของ Zeng และคณะ [4] พบว่า
คอลลาเจนที่ละลายดว้ยกรดจากหนังปลา Nile tilapia 
มีค่าการละลายลดลงอย่างชัดเจนเมื่อความเข้มข้นของ 
NaCl มีค่าสูงกว่าร้อยละ 2 
 

 
 

รูปที่ 4 ความสามารถในการละลายของคอลลาเจนที่
ละลายด้วยกรดจากหนังปลาสลาดที่ความ 
เข้มข้นของ NaCl แตกต่างกัน 

 
ผลการวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่าในช่วงที่

ความเข้มข้นของ NaCl น้อยกว่าร้อยละ 2 (w/v)        
ที่ pH 3 คอลลาเจนสามารถละลายได้ดี เนื่องมาจาก
ในช่วงนี้เกลือท าหน้าที่เหนี่ยวน าให้น้ ามาล้อมรอบ
โมเลกุลคอลลาเจนมากขึ้น ส่งผลให้คอลลาเจนจับกับ
โมเลกุลของน้ าได้ดีขึ้น ในขณะที่ความเข้มข้นของ 

NaCl สูงกว่าร้อยละ 2 (w/v) ที่ pH 3 คอลลาเจนมี
ความสามารถในการละลายลดลง และอาจตกตะกอน 
เป็นผลมาจาก ionic strength มีค่าสูงขึ้น จึงเกิดการ
แย่งจับน้ าระหว่างไอออนของเกลือและโมเลกุล  
คอลลาเจน ร่วมกับเกิด hydrophobic interaction 
ระหว่างโมเลกุลคอลลาเจนอีกด้วย [21] 

3.7 องค์ประกอบของกรดอะมิโน 
คอลลาเจนที่ละลายด้วยกรดจากหนังปลา

สลาดประกอบด้วยกรดอะมิโน แสดงเป็นส่วนใน 
1,000 ส่วนของปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมด ในตารางที่ 
2 จากผลการวิจัยพบว่าองค์ประกอบของกรดอะมิโนที่
ได้ มีไกลซีนในปริมาณมากถึงร้อยละ 33.7 (337 ส่วน
ในกรดอะมิโน 1,000 ส่วน) โดยปกติพบไกลซีนใน   
ทุก ๆ สามหน่วยย่อยของล าดับอะมิโน (Gly-X-Y) ใน
โม เลกุ ลคอลลา เจน  [1] กรดอิ มิ โ นที่ มั กพบใน     
คอลลาเจน คือ โปรลีนและไฮดรอกซีโปรลีน โดยมี
ปริมาณรวมกันที่ร้อยละ 18.8 (188 ส่วนใน 1,000 
ส่วน) เมื่อเปรียบเทียบองค์ประกอบของกรดอะมิโนกับ
หนังปลาชนิดอื่น พบว่ามีโปรลีนและไฮดรอกซีโปรลีน
ใกล้เคียงกับหนังปลา carp (Cyprinus carpio) (190 
ส่วนใน 1,000 ส่วน) [5] แต่มากกว่าหนังปลา 
ocellate puffer (Takifu gurubripes) (170 ส่วนใน 
1,000 ส่วน) [22] โดยปริมาณของโปรลีนและไฮดรอก-
ซีโปรลีนสัมพันธ์กับชนิด พฤติกรรม และถิ่นอาศัยของ
ปลา [19] นอกจากน้ีปริมาณของโปรลีนและไฮดรอกซี-
โปรลีนยังสัมพันธ์โดยตรงกับความคงตัวต่อความร้อน
ของคอลลาเจนอีกดังที่ได้กล่าวไปในข้อ 3.4 

3.8 โครงสร้างเกลียวสามสายของคอลลาเจน  
จาก FTIR spectrum (รูปที่ 5) แสดงแถบ

การดูดซับใน spectrum ของตัวอย่างคอลลาเจนที่
ละลายด้วยกรดจากหนังปลาสลาด พบลักษณะของ
แถบการดูดซับหลัก คือ amide I ปรากฏที่ wave 
number เท่ากับ 1649.03 cm-1 มาจากการสั่น 
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สะเทือนจากการยืดตัวของ C=O รวมกับการหดตัวของ 
N-H ซึ่งเกี่ยวข้องกับโครงสร้างทุติยภูมิของคอลลาเจน 
ในส่วนของ amide II ปรากฏที่ wave number 
เท่ ากั บ  1534.29 cm-1 แสดง ให้ เ ห็ นว่ า โม เลกุ ล  
คอลลาเจนยังมีพันธะไฮโดรเจนอยู่ ส่วน amide III 
ปรากฏที่ wave number เท่ากับ 1235.70 cm-1 มา
จากการรวมยอดระหว่างการสั่นสะเทือนของการ
เปลี่ยนโครงสร้างของ N-H และการยืดตัวของ C-N 
เกี่ยวข้องกับโครงสร้างเกลียวสามสายของคอลลาเจน 
นอกจากนี้โครงสร้างเกลียวสามสายสามารถยืนยันได้
จากแถบการดูดซับที่ wave number เท่ากับ 1450 
cm-1 [23] โดย wave number ของแถบการดูดซับ 
amide I, amide II และ amide III สอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Muyonga และคณะ [15] ที่พบว่า
คอลลาเจนที่ละลายด้วยกรดจากหนังปลา Nile perch 

แสดงแถบการดูดซับหลักใน spectrum ดังนี้ amide I 
(1,600-1,700 cm-1), amide II (1,500-1,600 cm-1) 
และ amide III (1,200-1,300 cm-1) [15] 

นอกจากนี้ แถบการดูดซับ amide A และ 
amide B ปรากฏที่ wave number เท่ากับ 3332.80 
และ 2932.56 cm-1 ตามล าดับ amide A เกี่ยวข้อง
กับการเกิดพันธะไฮโดรเจนที่ต าแหน่ง N-H หากว่า
ต าแหน่งนี้ไม่เกิดพันธะไฮโดรเจน (free N-H) จะ
ปรากฏแถบการดูดซับในช่วง 3,400-3,440 cm-1 แต่
ถ้าต าแหน่ง N-H เกิดพันธะไฮโดรเจนจะปรากฏแถบ
การดูดซับที่ wave number ต่ าลง ที่ค่าประมาณ 
3,300 cm-1 และ amide B แสดงถึงการไม่สมมาตร
ของ CH2 [15] จากการศึกษา FTIR ในครั้งนี้พบว่า
คอลลาเจนที่ละลายด้วยกรดจากหนังปลาสลาดยังคงมี
โมเลกุลที่จัดเรียงโครงสร้างแบบเกลียวสามสาย 

 

 
 

รูปที่ 5  Fourier transform infrared spectrum ของคอลลาเจนที่ละลายด้วยกรดจากหนังปลาสลาด 
 

4. สรุป 

การสกัดคอลลา เจนจากหนั งปลาสลาด 
(Notopterus notopterus) ด้วย 0.5 M acetic acid 
นาน 72 ช่ัวโมง พบว่าได้ปริมาณผลผลิตร้อยละ 38.25 
±2.30 โดยน้ าหนักแห้ง มีค่า Tmax เท่ากับ 33.15± 
0.03 C ดูดกลืนแสงยูวีสูงสุดที่ 233 nm มีค่าการ

ละลายสูงสุดที่ pH 1 มีค่าการละลายลดลงในช่วง pH 
6-8 และความเข้มข้นของ NaCl สูงกว่าร้อยละ 2 
(w/v) ที่ pH 3 และคอลลาเจนยังมีโครงสร้างเกลียว
สามสายที่ประกอบด้วยกรดอะมิโนไกลซีน โปรลีน
และไฮดรอกซีโปรลีนรอ้ยละ 33.7, 11.3 และ 7.5 ตาม 
ล าดับ จากผลการทดลองแสดงว่าหนังปลาสลาด
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สามารถน ามาใช้เป็น แหล่งทางเลือกใหม่ในการสกัด
คอลลาเจนที่ละลายด้วยกรดได้ มีองค์ประกอบของ
กรดอะมิโน สมบัติการดูดกลืนแสงยูวี และการละลาย
ใกล้เคียงกับคอลลาเจนที่สกัดได้จากหนังปลาชนิดอื่น 
 
ตารางที่ 2 องค์ ป ร ะกอบของกรดอะมิ โ นของ  

คอลลาเจนที่ละลายด้วยกรดจากหนัง 
ปลาสลาด (n=3) 

 

กรดอะมโิน ปริมาณกรดอะมิโน (ส่วนใน 1,000 ส่วน) 
Asp 46±0 
Thr 26±0 
Ser 37±0 
Glu 85±0 
Gly 337±1 
Ala 116±0 
Val 18±0 
Cys 0±0 
Met 12±0 
Ile 10±0 
Leu 22±0 
Tyr 4±0 
Phe 15±0 
Lys 27±0 

Hylys 0±0 
His 5±0 
Arg 52±0 

Hypro 75±1 
Pro 113±0 

Imino acid 188±1 
Total 1,000 
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