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ปริมาณผลผลิตและรูปแบบโปรตีนคอลลาเจนจากเกล็ดปลากระบอกด�ำ 
(Liza subviridis) ที่สกัดด้วยเปปซินความเข้มข้นแตกต่างกัน

Yield and protein pattern of collagen extracted from Greenback  
mullet (Liza subviridis) scale by different pepsin concentrations
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บทคัดย่อ: การศึกษานี้ได้เก็บตัวอย่างเกล็ดปลากระบอกด�ำ (Liza subviridis) จากตลาดสดท่าใหม่ จังหวัดจันทบุรี เพื่อ
เป็นวตัถดุบิส�ำหรบัผลติคอลลาเจน โดยน�ำเกลด็ปลามาล้างน�้ำกลัน่ ตากแห้ง ก�ำจดัแคลเซยีม เมด็ส ีและโปรตนีทีไ่ม่ใช่คอ
ลลาเจนออก จากนั้นจึงสกัดคอลลาเจนโดยแช่เกล็ดปลาในกรดอะซิติก 0.5 โมลาร์ (พีเอช 2.5) ร่วมกับเอนไซม์เปปซินที่มี
ความเข้มข้นแตกต่างกัน คือ 0, 1.25, 2.5 และ 5% ของน�้ำหนักเกล็ดปลา  เป็นเวลา 72 ชั่วโมง พบว่าการใช้เปปซิน 5% 
ของน�้ำหนักเกล็ดปลา ให้ปริมาณผลผลิตของคอลลาเจนสูงที่สุดเท่ากับ 0.89% ซึ่งสูงกว่าการใช้เปปซิน 1.25 และ 2.5% 
และให้ปรมิาณผลผลติของคอลลาเจนสงูกว่าการสกดัแบบไม่ใช้เปปซนิถงึ 11 เท่า จากการวเิคราะห์รปูแบบโปรตนีของคอ
ลลาเจนด้วยเทคนิค SDS-PAGE พบว่าคอลลาเจนที่สกัดได้เป็น type I ซึ่งประกอบด้วยสาย β, a1 และ a2 ที่มีน�้ำหนัก
โมเลกุลเท่ากับ 233 122 และ 110 kDa ตามล�ำดับ
ค�ำส�ำคัญ: คอลลาเจน, เปปซิน, SDS-PAGE, เกล็ดปลากระบอกด�ำ

ABSTRACT: In this study, Greenback mullet (Liza subviridis) scale from the Tha Mai fresh market in Chanthaburi 
province was used as source of collagen. Scales were washed with distilled water, dried and removed calcium,  
pigments and non-collagenous proteins.  Thereafter, treated scales were immersed in 0.5 M acetic acid (pH 2.5) and 
digested with different pepsin concentrations at 0, 1.25, 2.5 and 5% (w/w) for 72 hours.  The results showed that 5% 
pepsin gave the highest collagen yield at 0.89% than 1.25 and 2.5% pepsin.  In addition, 5% pepsin could increase the 
collagen 11-folds of 0% pepsin. The subunit compositions of this collagen were examined by SDS-PAGE. Greenback 
mullet scale collagen was shown type I that composed of β, a1 and a2 subunits with molecular weight of 233, 122 
and 110 kDa, respectively.
Keywords: collagen, pepsin, SDS-PAGE, scales of Greenback Mullet
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บทน�ำ

คอลลาเจน type I เป็นโปรตีนในเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน

ที่พบได้ทั้งในผิวหนัง เอ็นและกระดูกของสิ่งมีชีวิต มี

ประโยชน์ในเชิงอุตสาหกรรมโดยน�ำมาใช้เป็นส่วน

ประกอบในอาหารเสริมสุขภาพและเครื่องส�ำอาง 

(Ikoma et al., 2003) สัตว์น�้ำถือเป็นแหล่งวัตถุดิบ

ส�ำหรับผลิตคอลลาเจนที่น ่าสนใจเพราะมีความ

ปลอดภัย เมื่อเปรียบเทียบกับการใช้วัตถุดิบจากส่วน

กระดูกและเอ็นจากวัวและหมูที่อาจเสี่ยงต่อโรคปาก

และเท้าเปื่อยได้ (Zhang et al., 2011) ทั้งนี้เกล็ดปลา

เป็นของเหลือทิ้ง และหากก�ำจัดไม่ถูกวิธีจะส่งผลกระ

ทบต่อสิ่งแวดล้อมได้ อย่างไรก็ตามมีงานวิจัยที่ศึกษา

แล้วพบว่าเกล็ดปลามีสารประกอบที่มีประโยชน์ โดย

เฉพาะคอลลาเจนที่สกัดได้จากเกล็ดปลา เช่น เกล็ด

ปลาไน (Cyprinus carpio) และปลานิล (Oreo-

chromis niloticas) มคีอลลาเจนเท่ากนัคอื 1.35% ของ

น�้ำหนักแห้ง (Ikoma et al., 2003; Duan et al., 2009) 

ปลากระบอกด�ำ (Liza subviridis) เป็นปลาทะเล

ที่ท�ำรายได้ตลอดปีให้แก่ชาวประมงบริเวณชายฝั่ง

ทะเลอ่าวไทยเพราะประชาชนนยิมบรโิภค จากสถติกิาร

จับสัตว์น�้ำในปี พ.ศ. 2543 พบว่ามีปริมาณการจับ

ปลากระบอก 8,374 ตัน คิดเป็นมูลค่า 393.44 ล้าน

บาท (กรมประมง, 2543) และ พรทิภา (2552) ยังพบ

ว่าชาวประมงในชุมชนบางสระเก้า อ. แหลมสิงห์ 

จ.จันทบุรี สามารถจับปลากระบอกด�ำได้เฉลี่ยต่อปี

ประมาณ 1,145.28 กโิลกรมั คดิเป็นมลูค่า 78,838.32 

บาทต่อปีต่อครัวเรือน ดังนั้นเกล็ดปลากระบอกด�ำที่

เป็นของเหลอืทิง้จงึมปีรมิาณมากพยีงพอส�ำหรบัน�ำมา

ใช้เป็นวตัถดุบิในการผลติคอลลาเจนได้ ซึง่วธิกีารสกดั

คอลลาเจนจากเกล็ดปลาชนิดต่างๆ นั้นสามารถท�ำได้

หลายวิธี เช่น สกัดด้วยกรดร่วมกับความร้อนและตาม

ด้วยการสกัดด้วยกรดร่วมกับเอนไซม์เปปซิน ซึ่ง

ลักษณะของคอลลาเจน type I อาจจะเสียสภาพได้

เพราะมีความร้อนสูง  และอีกหนึ่งวิธีคือการสกัดด้วย

กรดร่วมกับเปปซินเพียงอย่างเดียวซึ่งมีข้อดีคือโครง

สร้างคอลลาเจนไม่เสียสภาพ (นันทพร, 2550; ฉลอง

ขวัญ, 2551)

การศกึษาครัง้นีจ้งึได้น�ำเกลด็ปลากระบอกด�ำจาก

ตลาดสดท่าใหม่ อ.ท่าใหม่ จ.จันทบุรี มาสกัดคอลลา

เจนโดยสกดัด้วยกรดร่วมกบัเปปซนิเพยีงครัง้เดยีว และ

แปรผันความเข้มข้นของเปปซิน 4 ระดับ คือ 0, 1.25, 

2.5 และ 5% ของน�้ำหนักเกล็ดปลาภายหลังการก�ำจัด

โปรตีนที่ไม่ใช่คอลลาเจนและเม็ดสี จากนั้นได้ศึกษา

หน่วยย่อยของคอลลาเจนที่สกัดได้ด้วยเทคนิค SDS-

PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide 

Gel Electrophoresis) ทั้งนี้เพื่อเป็นแนวทางการเพิ่ม

มลูค่าให้กบัเกลด็ปลากระบอกด�ำทีเ่ป็นของเหลอืทิง้ใน

ท้องตลาดได้

วิธีการศึกษา

การเตรียมตัวอย่างเกล็ดปลากระบอกด�ำ

เก็บตัวอย่างเกล็ดปลากระบอกด�ำจากตลาดสด

ท่าใหม่ จ.จนัทบรุ ีจากนัน้น�ำเกลด็ปลามาล้างท�ำความ

สะอาดด้วยน�้ำประปาเพื่อก�ำจัดเมือกและกลิ่นคาว 

และล้างด้วยน�้ำกลั่นอีกครั้ง น�ำไปตากแห้งและเก็บ

รกัษาทีอ่ณุหภมู ิ25 ±2 องศาเซลเซยีส เพือ่เป็นตวัอย่าง

ในการทดลองต่อไป 

การก�ำจดัแคลเซยีมออกจากเกลด็ปลากระบอกด�ำ

ดัดแปลงวิธีการจาก Fahmi et al. (2004) โดยแช่

เกล็ดปลาแห้งในสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 

1.2 นอร์มอล ในอตัราส่วนเกลด็ปลากระบอกด�ำต่อสาร

ละลายกรดไฮโดรคลอริกเท่ากับ 1:6 บ่มที่อุณหภูมิ 25 

องศาเซลเซียส นาน 6 ชั่วโมง และกวนเป็นประจ�ำทุก

ชั่วโมง จากนั้นล้างเกล็ดปลาจนมี ค่าพีเอชเท่ากับ 7 

แล้วจึงน�ำไปผ่านขั้นตอนการก�ำจัดโปรตีนที่ไม่ใช่คอล

ลาเจนและเม็ดสีต่อไป

การก�ำจดัโปรตนีทีไ่ม่ใช่คอลลาเจนและเมด็สอีอก

จากเกล็ดปลาปลากระบอกด�ำ

ใช้วิธีที่ดัดแปลงจากฉลองขวัญ (2551) โดยแช่

เกลด็ปลาในสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 0.1 

นอร์มอล ด้วยอตัราส่วนเกลด็ปลาต่อสารละลายโซเดยี

มไฮดรอกไซด์เท่ากับ 1:5 ซึ่งมีการกวนตลอดและ
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เปลี่ยนสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เป็นประจ�ำทุก 

2 ชัว่โมง จนกระทัง่ครบ 6 ชัว่โมง จากนัน้ล้างเกลด็ปลา

ด้วยน�้ำกลั่นจนมีค่าพีเอชเท่ากับ 7 จึงน�ำไปสกัดคอล

ลาเจน

การสกดัคอลลาเจนจากเกลด็ปลากระบอกด�ำด้วย

เอนไซม์เปปซินที่ความเข้มข้นแตกต่างกัน

วิธีการสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลากระบอกด�ำ

ดัดแปลงวิธีของนันทพร (2550) โดยสกัดคอลลาเจน

ด้วยกรดอะซิติกร่วมกับเอนไซม์เปปซินเพียงรอบเดียว

ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

เริ่มจากแช่เกล็ดปลาในสารละลายกรดอะซิติก

เข้มข้น 0.5 โมลาร์ (พเีอช 2.5) ด้วยอตัราส่วนเกลด็ปลา

ต่อกรดอะซิติกเท่ากับ 1:5 และเติมเอนไซม์เปปซิน 

(activity 600-1,200 units/mg protein, Fluka Bio-

chemika, Germany) ด้วยความเข้มข้นที่แตกต่างกัน 

4 ระดับ คือ 0, 1.25, 2.5 และ 5% (w/w) แต่ละความ

เข้มข้นท�ำ 3 ซ�ำ้ บ่มนาน 72 ชัว่โมง และกวนตลอดเวลา 

จากนั้นกรองด้วยผ้าขาวบางเพื่อแยกเกล็ดปลาออก 

และน�ำสารละลายไปปั่นเหวี่ยงที่ 20,000 g นาน 30 

นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส น�ำสารละลายส่วน

บนไปตกตะกอนคอลลาเจนโดยเตมิสารละลายโซเดยีม

คลอไรด์ให้มคีวามเข้มข้นสดุท้ายเท่ากบั 0.9 โมลาร์ ป่ัน

เหวีย่งอกีครัง้ และแยกตะกอนไปละลายในกรดอะซติกิ 

(0.5 โมลาร์) ด้วยอัตราส่วนตะกอนต่อกรดอะซิติก

เท่ากับ 1:4 แล้วจึงน�ำสารละลายคอลลาเจนไปท�ำให้

บริสุทธิ์ โดยบรรจุลงในถุงไดอะไลซิส (CelluSep 

T4,MW cut off 12,000-14,000, Membrane Filtration 

Products, lnc., USA) แล้วแช่ในน�้ำกลั่นปราศจาก

ไอออน และเปลี่ยนน�้ำเป็นประจ�ำทุก 6 ชั่วโมง จนครบ

เวลา 24 ชั่วโมง และน�ำคอลลาเจนไปท�ำแห้งด้วยวิธี

การท�ำแห้งแบบเหยอืกแขง็ (freeze dry) จากนัน้ชัง่น�ำ้

หนักและค�ำนวณหาปริมาณผลผลิตของคอลลาเจนที่

สกัดได้ดังนี้

ปริมาณผลผลิตของคอลลาเจน (%)     =

น�้ำหนักคอลลาเจนหลังจาการท�ำแห้ง (กรัม) x 100    

น�้ำหนักเกล็ดปลาที่ผ่านการก�ำจัดโปรตีนที่ไม่ใช่คอลลาเจน

และเม็ดสี (กรัม)

การทดลองได้วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด 

(Completely randomized design, CRD) โดยสกัด

คอลลาเจนด้วยเปปซินความเข้มข้นแตกต่างกัน จาก

นัน้น�ำผลผลติคอลลาเจนทีไ่ด้วเิคราะห์ความแปรปรวน

และความแตกต่างโดยวิธี Analysis of Variance 

(ANOVA) และ Duncan’s Multiple Range Test ที่

ระดับความเชื่อมั่น 95% ตามล�ำดับ

การศึกษารูปแบบหน่วยย่อยโปรตีนคอลลาเจน

ด้วยเทคนิค SDS-PAGE

ใช้เทคนิค SDS-PAGE ตามวิธีของ Laemmli 

(1970) โดยเตรยีมตวัอย่างคอลลาเจนทีส่กดัได้ผสมกบั 

Sample buffer (ประกอบด้วย 0. 6 โมลาร์ tris-HCl ค่า

พเีอชเท่ากบั 6.8 , 2% SDS ,  10% Glycerol , 0.025% 

Bromophenol blue,  0.1 มลิลโิมลาร์ DTT) อตัราส่วน

คอลลาเจนต่อ Sample buffer เท่ากบั 1:1 น�ำไปต้มใน

น�้ำเดือดที่อุณหภูมิ  95 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  5  

นาที  จากนั้นน�ำไปแยกรูปแบบโปรตีนโดยใช้โพลีอะค

ลิลาไมด์เจลที่มี 4% Stacking  gel และ 7.5% Sepa-

rating gel ใช้ความต่างศักย์ไฟฟ้าที่  220  โวลต์ และ

กระแสไฟฟ้า  20  มิลลิแอมแปร์ (552BR Mini-prote-

an Tetra System, Bio-RAD) นาน 60 นาท ีจากนัน้น�ำ

เจลแช่ในสารละลายตรึง (ประกอบด้วย 4% Acetic 

acid และ 16% Ethanol) เป็นเวลา 2 ชั่วโมง แล้วแช่

ในน�้ำกลั่น 2 ครั้งๆ ละ 5 นาที แล้วย้อมสีเจลด้วย Pro-

tein staining solution (PageBlue, Frementas Life 

sciences, USA) 

ผลการศึกษาและวิจารณ์

ปรมิาณผลผลติของคอลลาเจนจากเกลด็ปลากระ

บอกด�ำที่สกัดด้วยเอนไซม์เปปซินที่ความเข้มข้น

แตกต่างกัน

จากการสกดัคอลลาเจนจากเกลด็ปลากระบอกด�ำ

ด้วยกรดอะซิติกร่วมกับเปปซิน โดยท�ำการสกัดเพียง

รอบเดียว  ควบคุมอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และ

แปรผนัระดบัความเข้มข้นของเปปซนิ 0, 1.25, 2.5 และ 
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5% ตามล�ำดับ พบว่าการสกัดด้วยกรดอะซิติกร่วมกับ

เปปซนิ 5% สามารถให้ปรมิาณผลผลติของคอลลาเจน

มากที่สุดเท่ากับ 0.89% รองลงมาคือ การใช้เอน

ไซม์เปปซนิ 2.5, 1.25 และ 0% ตามล�ำดบั ทีใ่ห้ผลผลติ

ของคอลลาเจน 0.7, 0.61 และ 0.08% ตามล�ำดับ 

(Figure 1) แสดงว่าการสกัดคอลลาเจนจากเกล็ด

ปลากระบอกด�ำโดยใช้กรดอะซิติกเพียงอย่างเดียว 

(เปปซนิ 0%) มผีลผลติคอลลาเจนแตกต่างจากการใช้

กรดอะซิติกร่วมกับเปปซินอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ 

(P<0.05) และการเพิ่มเปปซินเป็น 1.25, 2.5 และ 5% 

กลบัให้ผลผลติคอลจาเจนไม่แตกต่างกนั (P>0.05) แต่

สามารถท�ำให้ปรมิาณผลผลติของสารสกดัคอลลาเจน

เพิ่มขึ้นเป็น 8, 9 และ 11 เท่าของปริมาณผลผลิตคอล

ลาเจนที่สกัดโดยใช้กรดอะซิติกเพียงอย่างเดียว ตาม

ล�ำดับ ซึ่งคอลลาเจนประกอบด้วยไกลซีน (glycine)  

อะลานนี (alanine) โพรลนี (proline) ไฮดรอกซโีพรลนี 

(hydroxyproline) และกรดอะมิโนชนิดอื่น และเอน

ไซม์เปปซนิมคีวามจ�ำเพาะในการย่อยพนัธะเปปไทด์ที่

ต่อกันด้วยกรดอะมิโนชนิดอะโรมาติกจึงท�ำให้ได้

ผลิตภัณฑ์จากการย่อยเป็นเปปไทด์สายยาวและการ

เพิม่ความเข้มข้นเปปซนิจะส่งเสรมิให้เกดิปฏกิริยิาการ

ย่อยได้เร็วขึ้นจึงท�ำให้พบปริมาณคอลลาเจนเพิ่มขึ้น 

(Devlin, 1997) 

เกล็ดปลามีคอลลาเจนน้อยกว่าในส่วนอื่นๆ ของ

ปลา เช่น หนังปลาที่อาจพบคอลลาเจนในช่วง 3.68-

24.0%  (Hema et al., 2013) แต่เกล็ดปลาก็ถือได้ว่า

เป็นแหล่งวัตถุดิบที่น่าสนใจเพราะสามารถหาได้ง่าย

และยงัมปีรมิาณมาก ซึง่การสกดัคอลลาเจนจากเกลด็

ปลามีหลายวิธี เช่น ใช้กรดอะซิติก 0.5 โมลาร์ สกัด

เกล็ดปลาคาร์พและได้คอลลาเจน 7% (Kimura et al. 

1991) หรือใช้ Tris-HCl (พีเอช 7.5) 0.05 โมลาร์ ร่วม

กับ ethylene diamine tetraacetate (EDTA) 0.5 โม

ลาร์ ได้คอลลาเจนประมาณ 5% (Nomura et al., 

1996) หรือใช้เปปซินความเข้มข้น 2.5% ร่วมกับกรด

อะซติกิ 0.5 โมลาร์ สกดัคอลลาเจนจากเกลด็ปลากะพง

แดงและเกล็ดปลานิลและได้คอลลาเจนเท่ากับ 0.83 

และ 0.82% ตามล�ำดับ (ฉลองขวัญ, 2551) จึงเห็นได้

ว่าแต่ละวิธีสามารถให้ผลได้คอลลาเจนที่แตกต่างกัน 

ทั้งนี้ขึ้นกับชนิดของปลาด้วยเพราะองค์ประกอบทาง

เคมีของเกล็ดปลามีสัดส่วนกรดอะมิโนและการเสีย

สภาพของคอลลาเจนจากเกลด็ปลาในแต่ละชนดิจะมี

ความแตกต่างกัน (Bailey and Light, 1989) และใน

งานวิจัยนี้พบว่าการใช้กรดอะซิติกร่วมกับเปปซิน 5% 

สามารถให้ปริมาณผลผลิตของคอลลาเจนมากที่สุด

เพียง 0.89% ทัง้นีอ้าจเนือ่งมาจากปรมิาณของกรดอะ

มิโนทั้งหมดในเกล็ดปลากระบอกด�ำมีปริมาณน้อย 

หรอืการใช้กรดสกดัร่วมด้วยจงึมอีณุหภมูสิงูและส่งผล

คอลลาเจนเสียสภาพได้ (นันทพร, 2550)  อย่างไร

ก็ตามผลผลิตคอลลาเจนจากเกล็ดปลากระบอกด�ำมี

ปรมิาณใกล้เคยีงกบัการสกดัคอลลาเจนจากเกลด็ปลา

ไนด้วยกรดอะซิติกเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ได้ผลผลิตคอล

ลาเจน 1.35% (Duan et al., 2009)  และการสกัดคอ

ลลาเจนจากเกล็ดปลาแพะทองเหลือง (Parupeneus 

  

(Figure 1) แสดงว่าการสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลากระบอกดําโดยใช้กรดอะซิติกเพียงอย่างเดียว (เปปซิน 0%) มี

ผลผลติคอลลาเจนแตกต่างจากการใช้กรดอะซิติกร่วมกบัเปปซินอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) และการเพิ�มเปปซิน

เป็น 1.25, 2.5 และ 5% กลบัให้ผลผลติคอลจาเจนไม่แตกต่างกนั (P>0.05) แต่สามารถทําให้ปริมาณผลผลิตของสารสกัด

คอลลาเจนเพิ�มขึ �นเป็น 8, 9 และ 11 เท่าของปริมาณผลผลิตคอลลาเจนที�สกัดโดยใช้กรดอะซิติกเพียงอย่างเดียว 

ตามลําดับ ซึ�งคอลลาเจนประกอบด้วยไกลซีน (glycine)  อะลานีน (alanine) โพรลีน (proline) ไฮดรอกซีโพรลีน 

(hydroxyproline) และกรดอะมิโนชนิดอื�น และเอนไซม์เปปซินมีความจําเพาะในการย่อยพันธะเปปไทด์ที�ต่อกันด้วย

กรดอะมิโนชนิดอะโรมาติกจึงทําให้ได้ผลิตภัณฑ์จากการย่อยเป็นเปปไทด์สายยาวและการเพิ�มความเข้มข้นเปปซินจะ

สง่เสริมให้เกิดปฏิกิริยาการย่อยได้เร็วขึ �นจงึทําให้พบปริมาณคอลลาเจนเพิ�มขึ �น (Devlin, 1997)  

 

 
Figure 1  Yield of collagen in Greenback mullet scale extracted by different pepsin concentrations. 

 

เกล็ดปลามีคอลลาเจนน้อยกว่าในส่วนอื�นๆ ของปลา เช่น หนังปลาที�อาจพบคอลลาเจนในช่วง 3.68-24.0%  

(Hema et al., 2013) แต่เกลด็ปลาก็ถือได้ว่าเป็นแหลง่วตัถดิุบที�น่าสนใจเพราะสามารถหาได้ง่ายและยังมีปริมาณมาก ซึ�ง

การสกดัคอลลาเจนจากเกล็ดปลามีหลายวิธี เช่น ใช้กรดอะซิติก 0.5 โมลาร์ สกัดเกล็ดปลาคาร์พและได้คอลลาเจน 7% 

(Kimura et al. 1991) หรือใช้ Tris-HCl (พีเอช 7.5) 0.05 โมลาร์ ร่วมกับ ethylene diamine tetraacetate (EDTA) 0.5 โม

ลาร์ ได้คอลลาเจนประมาณ 5% (Nomura et al., 1996) หรือใช้เปปซินความเข้มข้น 2.5% ร่วมกับกรดอะซิติก 0.5 โมลาร์ 

สกดัคอลลาเจนจากเกลด็ปลากะพงแดงและเกล็ดปลานิลและได้คอลลาเจนเท่ากับ 0.83 และ 0.82% ตามลําดับ (ฉลอง

ขวัญ, 2551) จึงเห็นได้ว่าแต่ละวิธีสามารถให้ผลได้คอลลาเจนที�แตกต่างกัน ทั �งนี �ขึ �นกับชนิดของปลาด้วยเพราะ

องค์ประกอบทางเคมีของเกลด็ปลามีสดัสว่นกรดอะมิโนและการเสยีสภาพของคอลลาเจนจากเกล็ดปลาในแต่ละชนิดจะมี

ความแตกต่างกัน (Bailey and Light, 1989) และในงานวิจัยนี �พบว่าการใช้กรดอะซิติกร่วมกับเปปซิน 5% สามารถให้

ปริมาณผลผลติของคอลลาเจนมากที�สดุเพียง 0.89% ทั �งนี �อาจเนื�องมาจากปริมาณของกรดอะมิโนทั �งหมดในเกล็ดปลา

กระบอกดํามีปริมาณน้อย หรือการใช้กรดสกดัร่วมด้วยจงึมีอณุหภูมิสงูและสง่ผลคอลลาเจนเสียสภาพได้ (นันทพร, 2550)  

อย่างไรก็ตามผลผลติคอลลาเจนจากเกลด็ปลากระบอกดํามีปริมาณใกล้เคียงกบัการสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลาไนด้วย

กรดอะซิติกเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ได้ผลผลติคอลลาเจน 1.35% (Duan et al., 2009)  และการสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลา

แพะทองเหลอืง (Parupeneus heptacanthus) ด้วยกรดอะซิติกเข้มข้น 0.5 โมลาร์ และกรดอะซิติกร่วมกับเอนไซม์เปปซิน

ได้ผลผลติคอลลาเจน 0.46 และ 1.20%  ตามลาํดบั (Matmaroh et al., 2011) 

ผลการศึกษารูปแบบโปรตีนคอลลาเจนด้วยเทคนิค SDS-PAGE 

Figure 2 แสดงรูปแบบโปรตีนคอลลาเจนที�สกดัจากเกลด็ปลากระบอกดําโดยใช้กรดอะซิติกร่วมกับเปปซินความ

เข้มข้นแตกต่างกนั  ซึ�งหน่วยย่อยของโปรตีนคอลลาเจนมีแถบโปรตีนเด่นเพียง 3 แถบ คือ แถบที�มีนํ �าหนักโมเลกุลเท่ากับ 
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233, 122 และ 110 kDa และคาดว่าคอลลาเจนที�สกัดได้จะเป็น type I ซึ�งเป็นตําแหน่งของสาย β, 1 และ 2 

ตามลาํดบั ทั �งนี �เพราะคอลลาเจนที�สกดัจากหนัง เกล็ดและครีบของปลาส่วนใหญ่เป็น type I ที�ประกอบด้วยสาย β, 1 

และ 2 ที�มีนํ �าหนักโมเลกุลเท่ากับ 220.673, 132.044 และ 120.065  kDa ตามลําดับ และหากเป็นคอลลาเจนจาก

กระดกูปลาจะมีนํ �าหนกัโมเลกลุประมาณ 229.229, 139.798 และ 124.720 kDa ตามลําดับ (Friess, 1998; Olsen et al. 

2003) ซึ�งนํ �าหนกัโมเลกลุของสาย β, 1 และ 2 ที�ได้จากการทดลองนี �มีความใกล้เคียงกับข้อมูลที�กล่าวในข้างต้น และ

เมื�อเปรียบเทียบรูปแบบคอลลาเจน (Figure 2) พบว่าคอลลาเจนที�สกดัด้วยกรดอะซิติกร่วมกบัเปปซินจะมีความบริสทุธิ � สงู

กว่าคอลลาเจนที�สกัดโดยใช้กรดอะซิติกเพียงอย่างเดียว (0% pepsin) ทั �งนี �อาจเนื�องจากเปปซินมีความจําเพาะในการ

ย่อยพนัธะเปปไทด์ที�ต่อกนัด้วยกรดอะมิโนชนิดอะโรมาติกได้ดีจงึไม่เกิดผลติภัณฑ์อื�นขึ �น  

 

 
Figure 2 SDS-PAGE pattern of extracted collagen from Greenback mullet scale  

Lane 1, protein marker; Lane 2-3, extracted collagen using 0% pepsin; Lane 4-5,  1.25% pepsin; Lane 6-7,  

2.5% pepsin; Lane 8-9,  5% pepsin 

 

สรุป 

การสกดัคอลลาเจนจากเกล็ดปลากระบอกดําโดยใช้กรดอะซิติกร่วมกับเปปซิน 5% ให้ผลผลิตของคอลลาเจน

มากที�สดุ 0.89% รองลงมาคือเปปซินเข้มข้น 1.25 และ 2.5% ให้ผลผลติของคอลลาเจน 0.61 และ 0.70% ตามลําดับ โดย

ปริมาณผลผลิตคอลลาเจนที�ได้ไม่แตกต่างกัน แต่ผลผลิตของคอลลาเจนจะมากกว่าการสกัดแบบไม่ใช้เปปซิน (หรือใช้

กรดอะซิติกเพียงอย่างเดียว) ถงึ 8, 9 และ 11 เท่า ตามลําดับ ดังนั �นจึงสามารถใช้กรดอะซิติกร่วมกับเปปซิน 1.25% สกัด

คอลลาเจนจากเกลด็ปลากระบอกดําได้ และคอลลาเจนที�สกดัได้เป็น type I ที�ประกอบด้วยสาย β, 1 และ 2 นํ �าหนัก

โมเลกุลเท่ากับ 233 122 และ 110 kDa ตามลําดับ ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเกล็ดปลากระบอกดําสามารถใช้เป็น

วตัถดิุบสาํหรับผลติคอลลาเจน type I  ได้ 

 

คําขอบคุณ 

 งานวิจัยนี �ได้รับการสนับสนุนจากทุนอุดหนุนการผลิตผลงานทางวิชาการและการวิจัย ประจําปีงบประมาณ 

2557 คณะเทคโนโลยีทางทะเล มหาวิทยาลยับรูพา วิทยาเขตจนัทบรีุ 
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heptacanthus) ด้วยกรดอะซิติกเข้มข้น 0.5 โมลาร์ 

และกรดอะซิติกร่วมกับเอนไซม์เปปซินได้ผลผลิตคอล

ลาเจน 0.46 และ 1.20%  ตามล�ำดับ (Matmaroh et 

al., 2011)

ผลการศึกษารูปแบบโปรตีนคอลลาเจนด้วย

เทคนิค SDS-PAGE

Figure 2 แสดงรูปแบบโปรตีนคอลลาเจนที่สกัด

จากเกล็ดปลากระบอกด�ำโดยใช้กรดอะซิติกร่วมกับ

เปปซนิความเข้มข้นแตกต่างกนั  ซึง่หน่วยย่อยของโปร

ตีนคอลลาเจนมีแถบโปรตีนเด่นเพียง 3 แถบ คือ แถบ

ที่มีน�้ำหนักโมเลกุลเท่ากับ 233, 122 และ 110 kDa 

และคาดว่าคอลลาเจนที่สกัดได้จะเป็น type I ซึ่งเป็น

ต�ำแหน่งของสาย β, a1 และ a2 ตามล�ำดับ ทั้งนี้เพ

ราะคอลลาเจนที่สกัดจากหนัง เกล็ดและครีบของปลา

ส่วนใหญ่เป็น type I ที่ประกอบด้วยสาย β, a1 และ 

a2 ทีม่นี�ำ้หนกัโมเลกลุเท่ากบั 220.673, 132.044 และ 

120.065  kDa ตามล�ำดบั และหากเป็นคอลลาเจนจาก

กระดูกปลาจะมีน�้ำหนักโมเลกุลประมาณ 229.229, 

139.798 และ 124.720 kDa ตามล�ำดบั (Friess, 1998; 

Olsen et al. 2003) ซึง่น�้ำหนกัโมเลกลุของสาย β, a1 

และ a2 ที่ได้จากการทดลองนี้มีความใกล้เคียงกับ

ข้อมูลที่กล่าวในข้างต้น และเมื่อเปรียบเทียบรูปแบบ

คอลลาเจน (Figure 2) พบว่าคอลลาเจนที่สกัดด้วย

กรดอะซติกิร่วมกบัเปปซนิจะมคีวามบรสิทุธิส์งูกว่าคอ

ลลาเจนที่สกัดโดยใช้กรดอะซิติกเพียงอย่างเดียว (0% 

pepsin) ทั้งนี้อาจเนื่องจากเปปซินมีความจ�ำเพาะใน

การย่อยพนัธะเปปไทด์ทีต่่อกนัด้วยกรดอะมโินชนดิอะ

โรมาติกได้ดีจึงไม่เกิดผลิตภัณฑ์อื่นขึ้น 

สรุป

การสกดัคอลลาเจนจากเกลด็ปลากระบอกด�ำโดย

ใช้กรดอะซิติกร่วมกับเปปซิน 5% ให้ผลผลิตของคอล

ลาเจนมากที่สุด 0.89% รองลงมาคือเปปซินเข้มข้น 

1.25 และ 2.5% ให้ผลผลิตของคอลลาเจน 0.61 และ 

0.70% ตามล�ำดบั โดยปรมิาณผลผลติคอลลาเจนทีไ่ด้

ไม่แตกต่างกัน แต่ผลผลิตของคอลลาเจนจะมากกว่า

การสกัดแบบไม่ใช้เปปซิน (หรือใช้กรดอะซิติกเพียง

อย่างเดียว) ถึง 8, 9 และ 11 เท่า ตามล�ำดับ ดังนั้นจึง

สามารถใช้กรดอะซิติกร่วมกับเปปซิน 1.25% สกัดคอ

ลลาเจนจากเกล็ดปลากระบอกด�ำได้ และคอลลาเจน

ที่สกัดได้เป็น type I ที่ประกอบด้วยสาย β, a1 และ 

a2 น�้ำหนักโมเลกุลเท่ากับ 233 122 และ 110 kDa 

ตามล�ำดับ ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเกล็ดปลาก

ระบอกด�ำสามารถใช้เป็นวัตถุดิบส�ำหรับผลิตคอลลา

เจน type I  ได้
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ค�ำขอบคุณ

งานวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนจากทุนอุดหนุนการ

ผลิตผลงานทางวิชาการและการวิจัย  ประจ� ำ

ป ีงบประมาณ 2557 คณะเทคโนโลยีทางทะเล 
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