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บทคัดยอ 

หลอดลมไก เปด และนกกระจอกเทศ เปนวัสดุเศษเหลือจากอุตสาหกรรมแปรรูป
สัตวปก  เพื่อประเมินศักยภาพของหลอดลมเหลานี้ในการเปนแหลงของคอนดรอยตินซัลเฟตและ
คอลลาเจน  จึงไดทําการศึกษาองคประกอบทางเคมี,  สัดสวนกระดูกออน, คอนดรอยตินซัลเฟต
และไฮดรอกซีโปรลีน ผลการทดลองพบวาสัดสวนของกระดูกออนจากวัตถุดิบมีคาอยูในชวงรอย
ละ 49.20-73.05 ปริมาณโปรตีนและไฮดรอกซีโปรลีนมีคาอยูในชวงรอยละ 66.19-84.38  และ 
4.04-7.49 (โดยน้ําหนักแหง)  ตามลําดับ  รูปแบบเปบไทดของคอลลาเจนของทุกตัวอยางที่สกัดโดย
ใชเอนไซมเปบซินที่ศึกษาดวยเทคนิค SDS –PAGE  ประกอบดวย คอลลาเจน type I และ type II 
ในสัดสวนที่แตกตางกัน   สวนปริมาณสารคอนดรอยตินซัลเฟตที่วิเคราะหโดย HPLC มีคาอยู
ในชวงรอยละ 0.574-6.357  (โดยน้ําหนักแหง)  โดยมีคอนดรอยติน-4- ซัลเฟตเปนองคประกอบ
หลัก และในทุกตัวอยางจะพบคอนดรอยตินไดซัลเฟตในปริมาณนอยมาก  สัดสวนของคอนดรอ
ยติน-4- ซัลเฟตตอคอนดรอยติน-6- ซัลเฟตของทุกตัวอยางมีคา 1.7-5.5  ซ่ึงเปนลักษณะเฉพาะของ
คอนดรอยตินซัลเฟตจากสัตวบก  หลอดลมนกกระจอกเทศมีปริมาณคอนดรอยตินซัลเฟตและไฮดร
อกซี โปรลีนสูงที่สุดตามดวยหลอดลมและกลองเสียงเปดแตเนื่องจากหลอดลมเปดมีปริมาณมาก
และหาไดงายกวาจึงถูกเลือกใชเปนวัตถุดิบในการศึกษาขั้นตอนตอไป   
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  เพื่อเตรียมสวนกระดูกออนหลอดลมเปดจึงไดทําการศึกษาผลของดาง (0.05-0.1 
M NaOH ที่อุณหภูมิ 4oซ และอุณหภูมิหอง เปนเวลา 1-6 ช่ัวโมง),  เอนไซม (0.1-0.5% Alcalase 
เปนเวลา 1-6 ช่ัวโมง)    และความรอน (ตมในน้ําเดือดเปนเวลา 1-120 นาที)  ตอการกําจัดโปรตีน
อ่ืนๆ  การสูญเสียไฮรอกซีโปรลีนและคอนดรอยตินซัลเฟตตลอดจนชนิดของคอนดรอยตินซัลเฟต
และรูปแบบเปบไทดของคอลลาเจนที่เหลืออยู  ผลการทดลองพบวาวิธีการตมในน้ําเดือดสามารถ
กําจัดโปรตีนโดยเฉพาะอยางยิ่งคอลลาเจน type I ไดสูงที่สุด  และสูญเสียคอนดรอยตินซัลเฟตเพียง
รอยละ 11 หลังจากตมเปนเวลา 120 นาที  ขณะที่การแชดางจะสูญเสียคอนดรอยตินซัลเฟตมากกวา
รอยละ หลังการแชดางปริมาณคอนดรอยติน-4-ซัลเฟตลดลงมากจนเปนสาเหตุใหสัดสวนของคอน
ดรอยติน-4- ซัลเฟตตอคอนดรอยติน-6- ซัลเฟตมีคาต่ํากวา 1 (0.75-0.94)  นอกจากนี้ผลจาก

 



เทคนิค SDS –PAGE แสดงวาคอลลาเจนจากตัวอยางกระดูกออนที่เตรียมโดยการตมในน้ําเดือดจะ
ถูกตัดยอย   ขณะที่คอลลาเจน type II  ในกระดูกออนที่เตรียมโดยใชเอนไซมยังคงสภาพเดิม 
  ในการติดตามปริมาณผลผลิตโปรตีน  คอนดรอยตินซัลเฟต และไฮดรอกซีโปรลีน
จากการสกัดยอยกระดูกออนหลอดลมเปดที่เตรียมโดยการใชเอนไซมและความรอนดวยปาเปน
ความเขมขนรอยละ 0.0625-1.0  เปนเวลา 1-10 ช่ัวโมงและพบวาผลผลิตคอนดรอยตินซัลเฟต
และไฮดรอกซีโปรลีนจากกระดูกออนที่เตรียมโดยการตมมีปริมาณมากวาผลผลิตคอนดรอยติน
ซัลเฟตและไฮดรอกซีโปรลีนจากกระดูกออนที่เตรียมโดยการใชเอนไซมเล็กนอย  การใชปาเปน
ความเขมขนรอยละ 0.25 มีประสิทธิภาพสกัดยอยดีที่สุด  โดยสามารถสกัดยอยคอนดรอยติน
ซัลเฟตไดมากกวารอยละ 80 ที่เวลา 10 ช่ัวโมง  ขนาดโมเลกุลของคอนดรอยตินซัลเฟตจาก
หลอดลมเปดที่ยอยดวยปาเปนความเขมขนรอยละ 0.0625-1.0 เปนเวลา 1- 10 ช่ัวโมง อยูในชวง
เดียวกับสารคอนดรอยตินซัลเฟตมาตฐานคือ 15-40  กิโลดาลตัน โปรตีนไฮโดรไลเสทจากการยอย
ดวยปาเปนรอยละ 0.25  ประกอบดวยเปบไทดขนาด 24  กิโลดาลตันเปนสวนใหญ และมีเปบไทด
ขนาด 14 และ 6.5 กิโลดาลตันในปริมาณเล็กนอย 
  จากการวิเคราะหปริมาณผลผลิต  องคประกอบทางเคมี  และการละลายของ
ไฮโดรไลเซทผงแหงยอยจากกระดูกออนที่เตรียมโดยการตมพบวาปริมาณผลผลิตที่ไดจากการยอย
เปนเวลา 1 และ 10 ช่ัวโมงมีคารอยละ 33 และ 46 (โดยน้ําหนัก) ตามลําดับ  โดยผลผลิตที่ไดมี
โปรตีนเปนองคประกอบหลัก (รอยละ 70.2-75.0 โดยน้ําหนักแหง) และโปรตีนสวนมากเปน
คอลลาเจนไฮโดรไลเซทซึ่งบงชี้ไดโดยคาไฮดรอกซีโปรลีน  ปริมาณคอนดรอยตินซัลเฟตมีคารอย
ละ 9.7-10.6  ซ่ึงมากกวา2 เทา  ของปริมาณในหลอดลมเปด (รอยละ 4.2) การละลายของผลิตภัณฑ
ผงแหงที่ pH 2-9  มีคาอยูในชวงรอยละ 66-95 โดยละลายไดดีที่สุดที่ pH 2 และละลายไดต่ําสุดที่ 
pH 4 
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ABSTRACT 

Tracheas of chicken, duck  and ostrich are wastes from poultry  processing  
industry.  To  evaluate  potential  of  these  wastes  to  be  used as  a source of chondroitin sulfate 
(CS) and collagen,  their proximate composition,  cartilage proportion,  CS  and hydroxyproline 
(HyP)  were analyzed.  Percentage of cartilage in studied  materials ranged from 49.20 to 73.05.  
Total proteins and HyP contents were 66.19-84.38%  and 4.04-7.49% (dry basis), respectively.  
The peptide patterns  observed by SDS-PAGE  indicated that pepsin-solubilized collagen  from 
all  samples  comprised of type I and  type II  with different proportion.  The CS of all samples 
content determined by HPLC was found to be 0.574-6.357% (dry basis)  with chondroitin-4-
sulfate (CS-4) as the majority.  All sample had only trace amount of di-sulfated CS. The CS-
4/CS-6 ratio  of all CS sample was 1.7-5.5 indicating a characteristic of CS from land animal. 
Ostrich trachea possessed the highest content of CS and collagen followed by duck trachea and 
larynx. As duck trachea is more available than that of ostrich, it was chosen as a raw material  for 
furthure  study. 

To obtain only cartilage part of duck trachea, the effect of alkaline (0.05-0.1 M 
NaOH at 4oC and RT for 1-6 hours), enzyme (0.1-0.5% Alcalase for 1-6 hours)  and heat (boiling 
for 1-120 min)  treatments on protein removal, loss of  HyP and CS along with CS type and the 
peptide structure of the remaining collagen were investigated.  The results showed that the protein 
removal,  especially type I collagen,  was highest by boiling in water. Alkaline treatment caused 
up to 50% loss of CS when only 11% loss was observed after 120 min boiling.  The CS-4 content 
of alkali-treated trachea decreased causing its CS-4/CS-6 ratio to be lower to 0.75-0.94 (less than 
one).  SDS-PAGE showed degradation of collagen  in heat-treated  trachea cartilage while most 
of collagen type II remained its integrity after enzyme treatment. 
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The CS extraction from cartilage obtained  from enzyme and heat treatment were 
studied by  0.0625-1.0% papain hydrolysis for 1-10 hours. Extracting yield of protein, CS and 
HyP were mornitored.  Slightly higher yield of CS and HyP was obtained from hydrolysis of 
heat-prepared cartilage than those from enzyme-prepared cartilage.  Using 0.25% papain gave the 
highest hydrolysis efficacy when compared to other studied concentration levels. Up to 80% of 
CS was extracted by 0.25% papain hydrolysis for 10 hours.  The electrophoretic result indicated 
that molecurlar size of CS from duck trachea after 0.0625-0.25% papain hydrolysis for 1-10 hours 
were quite similar (15-40 KDa).  Protein hydrolysate from 0.25% papain digestion contained 
mostly peptide of 24 KDa and small amount of those at 14 and 6.5 KDa. 

Yeild, major chemical composition and solubility of the freeze-dried hydrolysate 
digested from heat –prepared  cartilage were evaluated. The total of 33% and 46% (dry basis) of 
freeze-dried products were obtained from 1 and 10 hours hydrolysis, respectively.  The major 
composition of the products was protein (70.2-75.0% dry basis),  mostly  collagen hydrolysate as 
indicated by HyP content.  The CS content was 9.7-10.6% which is more than twice increased 
from the raw material (4.2%).  The solubility of hydrolysis products was in the range of 66.95% 
which was highest at pH 2 and lowest at pH 4. 
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บทที่ 1 

บทนํา 

บทนําตนเรื่อง  

  กระดกูออนมสีารที่ใหคุณคาทางโภชนาการหลายชนิด โดยเฉพาะอยางยิ่งคอลลา
เจนและคอนดรอยตินซัลเฟต ซ่ึงมีขอมูลทางการแพทยช้ีใหเห็นวาสารทั้งสองชนิดมีผลในการ
บรรเทาอาการโรคขออักเสบ  ปจจุบันจึงมผีลิตภัณฑอาหารเสริมที่มีคอนดรอยตินซัลเฟตทางการคา
ทั้งที่ผลิตจากกระดูกออนของปลาฉลาม  โคและสุกรแพรหลายในตลาดโลก  อยางไรก็ตามปญหา
ในเรื่องโรควัวบาทําใหเกิดความกังวลในการบริโภคผลิตภัณฑจากโค  การใชกระดกูออนจากสุกร
เปนขอจํากดัของผูนับถือศาสนาอิสลาม  สวนกระดูกออนปลาฉลามมีตนทุนสูงเนื่องจากปริมาณที่
ลดลงและปญหาการสูญพันธของปลาฉลาม เมื่อความตองการผลิตภัณฑคอนดรอยตินซัลเฟตใน
ตลาดอาหารเสริมและยาขยายตัวสูงขึ้น จึงมีความพยายามศกึษาหาวัสดจุากแหลงชนิดอื่นๆที่มี
ศักยภาพในการเปนแหลงของคอนดรอยตนิซัลเฟตมาเปนทางเลือกหรอืใชทดแทน เชน กระดูก
ออนปลากระเบน จระเข หนาอกไก เกล็ดปลา ตลอดจน แบคทีเรีย (Emergent Technologies, Inc., 
2002; Lou และคณะ, 2002; Sumi และคณะ, 2002; Garnjanakoonchorn และคณะ, 2006) 
  ถึงแมวาอุตสาหกรรมการแปรรูปสัตวปกของประเทศไทยจะประสบปญหาการ
ระบาดของไขหวัดนกมาตั้งแตป พ.ศ. 2546 แตระบบการเฝาระวังและควบคุมการระบาดอยางมี
ประสิทธิภาพของภาครัฐ  ตลอดจนการปรับการผลิตที่มุงเนนพัฒนาผลิตภัณฑปรุงสุกของ
ภาคเอกชน สงผลใหประเทศไทยสามารถเพิ่มตลาดการสงออกอยางตอเนื่อง  ในขณะเดียวกันการ
เล้ียงนกกระจอกเทศซึ่งไดรับการสงเสริมเปนสัตวเศรษฐกิจในแผนพัฒนาเศรษฐกิจแหงชาติฉบับที่ 
9 (2545-2549)  มีแนวโนมขยายตัวไปตามภาคตางๆของประเทศเพิ่มขึ้นเรื่อยๆโดยเฉพาะในภาค
กลาง และภาคตะวันออก  ดังนั้นวัสดุจากการแปรรูปสัตวปกเหลานี้จึงมีปริมาณมากขึ้นตามไปดวย  
หลอดลมซึ่งมีกระดูกออนเปนสวนประกอบเปนเศษเหลือสวนที่ยังไมมีการนําไปใชประโยชนอยาง
จริงจัง การศึกษาแนวทางการผลิตผลิตภัณฑอาหารเสริมทางการคาที่มีคอนดรอยตินซัลเฟตและ
คอลลาเจนไฮโดรไลเสทเปนองคประกอบ จึงเปนการสงเสริมการใชประโยชนวัตถุดิบจากไกอยาง
ครบวงจร  อีกทั้งยังเปนการเพิ่มมูลคาและพัฒนาผลิตภัณฑอาหารเสริมสุขภาพที่ครอบคลุมถึงตลาด
อาหารฮาลาลอีกดวย 
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บทตรวจเอกสาร 

1. อุตสาหกรรมแปรรูปสตัวปก 

  สัตวปกโดยเฉพาะไกเนื้อ  และเปดเปนสัตวเศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศไทย  
ปจจุบันผลิตภัณฑเนื้อไก  และเปดถูกสงออกในรูปปรุงสุกเพื่อหลีกเลี่ยงปญหาไขหวัดนกที่เคย
ระบาดในสัตวปกในป 2546 จนสงผลชะงักปริมาณสงออกสัตวปกแชแข็งของไทยเพราะผูนําเขา
หลายประเทศระงับการสั่งซ้ือ อยางไรก็ตามป พ.ศ.2547 ถึงปจจุบัน พบวาผลิตภัณฑไกเนื้อและเปด 
มีแนวโนมในการขยายตัวสงออกสูงขึ้นเรื่อยๆ (Figure 1 และ Figure 2) สวนนกกระจอกเทศจัดเปน
สัตวเล้ียงเพื่อการพาณิชยชนิดใหมที่มีศักยภาพสําหรับการบริโภคและอุปโภค แตยังมีปริมาณการ
เล้ียงหรือผลิตระดับอุตสาหรรมเพื่อการสงออกนอยในประเทศไทย    

 

 
 

Figure 1.  Trend in export quantity of frozen chicken meat during 1999-2008 
ที่มา: กรมปศุสัตว (2551) 
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Figure 2.  Trend in export quantity of cooked chicken meat during 1999-2008 
ที่มา: กรมปศุสัตว (2551) 
 

  ในกระบวนการแปรรูปสัตวปกผลผลิตและสวนเหลือที่ไดจากขั้นตอนการ
ชําแหละและการแปรรูปขึ้นกับชนิด, อายุ และน้ําหนักของสัตวปก  ตลอดจนวิธีและขั้นตอนการ
แปรรูป  ในสวนเครื่องในที่เหลือถูกนําไปเปนอาหารสัตวเมื่อสุมตรวจปริมาณหลอดลมพบวามี
ปริมาณ 0.12% และ 0.24% ของน้ําหนักไก และเปด ตามลําดับ  เมื่อคํานวณปริมาณหลอดลมของ
สัตวปกโดยเฉพาะอยางยิ่งไกเนื้อและเปดซึ่งเปนสัตวเศรษฐกิจจากขอมูลปริมาณการเลี้ยงใน
ประเทศไทยในป 2551 พบวาจะมีปริมาณหลอดลมไกประมาณ 500 ตัน/ป  และหลอดลมเปด
ประมาณ 164 ตัน/ป  ดังแสดงใน Table 1    ซ่ึงปริมาณหลอดลมสัตวปกเหลานี้เพิ่มขึ้นทุกปตามการ
ขยายตัวของอุตสาหกรรมที่เกี่ยวของ จึงควรมีการศึกษานําไปใชประโยชนเพื่อเพิ่มมูลคาเชนการ
เปนวัตถุดิบของการผลิตคอลลาเจนและคอนดรอยตินซัลเฟตซึ่งเปนองคประกอบของสวนกระดูก
ออนหลอดลมเปนตน 
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Table 1.  Estimated quantity of trachea cartilage from chicken, duck, and ostrich raised in 
Thailand (2008) 
 

 
Source 

Quantity of   
poultry 

(head/ year) 

Quantity of 
trachea1 
(g/head) 

Quantity of 
trachea2

(kg/ year) 

Quantity of 
trachea cartilage2

(kg/year) 
Chicken 235,599,566 2.12 499,469.65 241,286.9 

Duck 22,722,647 7.23 164,286.5 119,048.4 
Ostrich 17,450.65 141.5 2,471.05 1,387 

1 Data from experiments 
2 Calculated from production quantity data and information form experiment(1)

ที่มา: ขอมูลจากกรมปศุสัตว (2551) และคํานวณจากการทดลอง 
 

2. หลอดลม 

หลอดลมเปนโครงสรางของระบบทางเดินหายใจที่ตอจากกลองเสียง  จากนั้น
ทอดตัวในลําคออยูดานหนาของหลอดอาหารแลวเขาสูชวงอก   หลอดลมเปนทอที่สามารถยืดตัวได
ตามยาวประกอบขึ้นดวย tracheal rings ที่เช่ือมเปนวงโดยรอบ  จํานวน 100 ถึง 400 วง  ในไกมี
จํานวนประมาณ 100-130  วง ความยาวของหลอดลมและจํานวน tracheal cartilage จะแตกตางกัน
ตามชนิดของสัตวปก   กระดูกออนที่ เปนวงแหวนนี้เปนกระดูกออนชนิดไฮอะลิน (hyaline 
cartilage)  ในสัตวปกจะเชื่อมตอเปนวงอยางสมบูรณ (Figure 3)  แตในสัตวเล้ียงลูกดวยนมไม
เชื่อมตอเปนวงอยางสมบูรณ    ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม tracheal cartilage rings จะเปนกระดูกออน
อยูตลอดชีวิต แตในสัตวปกหลายชนิดเปลี่ยนแปลงไปเปนกระดูกแข็งเมื่อโตเต็มวัย  โดยเฉพาะ
บริเวณสวนลางของหลอดลมพบวาจะเริ่มมีการเกิดเซลลกระดูกขึ้นครั้งแรกเมื่ออายุยางเขา15 
สัปดาห  และยังเกิดตอไปอีกจนอายุ 104 สัปดาห  โดย tracheal  rings  แตละอันจะถูกเชื่อมดวย 
fibrous connective tissue  ที่มีลักษณะเปนแผนบางเหนียวทางดานบน   สําหรับผนังหลอดลมเปน
กลามเนื้อเรียบ   ซ่ึงกลามเนื้อเรียบประกอบไปดวยเซลลกลามเนื้อ(muscle fiber)  สวนในไซ
โทพลาสซึมเรียกวา sarcoplasma ประกอบไปดวยโปรตีน   myofibrils  (วิโรจน  จันทรัตน, 2537: 
พิสมัย  ประทุมทาน, 2542) 
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Figure 3. Cartilage ring of bird trachea 
ที่มา: Teaching resources center of UC Davis (2002) 

3. กระดูกออน 

กระดูกออนประกอบดวยสารพื้นฐานพอลิแซคคาไดซ่ึงกอตัวเปนเจลแผออกไป
เปนโครงขายของเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (connective tissue) มีสวนที่หุมเรียกวา pericondrium ซ่ึงเซลล
ดานในสามารถเปลี่ยนไปเปน cartilage cell ได  กระดูกออนแบงออกเปน 4 ชนิดหลักคือ 

   (1) Hyaline Cartilage เปนกระดูกที่ใสคลายแกว  พับงอได  มีเสนใยคอลลาเจนหนาแนน  จะ   
          พบตามซี่โครง (กระดูกซี่โครง)  บริเวณปลายกระดูกแขนขา  และจมูก 
   (2)  Calcified Cartilage เปนกระดูกออนที่มีเกลือแคลเซียมใน cartilage matrix ทําใหแข็งขึ้น 
   (3)  Elastic Cartilage เปนกระดูกออนที่มี elastic fiber ใน matrix พบในบริเวณที่งอได เชน 
          ใบหู กลองเสียง epiglotis และ Cartilage cell ที่ยังออนอยู (chondroblast) 

          (4)  Fibrocartilage ประกอบดวย dense connective tissue และ cartilage พบที่บริเวณขอตอ 
และบริเวณที่กลามเนื้อและเอ็นตอกัน (Anonymous, 2522: Bevan, 1995) Aigner และ Stove (2003) 
รายงานวากระดูกออนผิวขอ (articular cartilage)  มีองคประกอบหลักคือ น้ํา (70-80%) คอลลาเจน 
(15%)  แอกกรีแคนหรือโปรตีโอไกลแคน (9%)  เซลล (3%) และอื่นๆ (3%) ซ่ึงประมาณ 80 % ของ
คอลลาเจนในกระดูกออนผิวขอนี้เปนคอลลาเจน type II  และมีคอลลาเจนชนิดอ่ืนเปน
องคประกอบอยูเพียงเล็กนอยคือ คอลลาเจน types III, VI, XII, XIVและ XVI  (Figure 4)  นอกจาก
เปนองคประกอบหลัก คอลลาเจนยังเปนสวนสําคัญที่เกี่ยวของกับการเสื่อมของขอและแนวทางการ
รักษาโรคขออักเสบ 
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Figure 4.   Schematic representation of the molecular composition of articular cartilage 
ที่มา:  Aigner และ Stove (2003) 

องคประกอบหลักของ Cartilage  matrix  คือ คอลลาเจน (collagen Type II),  
กรดไฮแอลูโรนิก(Hyaluronic  acid),  และ  โปรตีโอไกลแคน ( Proteoglycan )  (Line  et  al,  1993)   
โดยสารโปรตี โอไกลแคนเกิดจากการตอ เชื่ อมของกลุ มสารไกลโคสมิโนไกลแคน 
(Glycosaminoglycan: GAG)โดยเฉพาะอยางยิ่งคอนดรอยตินซัลเฟต (Chondoitin sulfate: CS) ที่มี
หมูไฮดรอกซิล ของหนวยยอย serine  (Carney และ Muir, 1998) โปรตีโอไกลแคนจึงมีลักษณะเปน
โมเลกุลขนาดใหญที่ตรึงโครงขายเสนใยของคอลลาเจน (Figure5)  ทําหนาที่ในการควบคุมแรงดัน
ออสโมติกภายในกระดูกออน  และชวยใหเนื้อเยื่อมีความแข็งแรงและยืดหยุน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 5.   The main components of the cartilage 
ที่มา: Pharmaceutical Information Associates, Ltd. (2007) 
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4.    โครงสรางและชนิดของคอนดรอยตนิซัลเฟต (Chondroitin sulfate)  

คอนดรอยตินซัลเฟตเปนสารหลักในกลุมไกลโคสมิโนไกลแคนนอกเหนือไปจาก
เดอรมาแตน(dermtan)  เคอราแตน (keratin) และ เฮปปาแรน(heparan) ซัลเฟต   คอนดรอยติน
ซัลเฟตมีลักษณะเปนสายเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรดที่ไมแตกกิ่งกาน (unbranched) ประกอบดวย
ไดแซ็กคาไรดของ  N - acetyl - D - galactosamine  และ D - glucoronic acic  เรียงตอกันดวยพันธะ 
β(1 – 3) และ β(1- 4) สลับกัน (Figure 6)  เปนสายยาวที่มีน้ําหนักโมเลกุลในชวงกวาง  ขนาด
โมเลกุลของมิวโคพอลิแซ็คคารไรดหรือไกลโคสมิโนไกลแคนของสัตวอยูในชวง 30-800 KDa 
(Lagocka  และคณะ, 1996)  ในขณะที่ขนาดโมเลกุลของคอนดรอยตินซัลเฟตของผลิตภัณฑทาง
การคาอยูในชวง 5-40 KDa (Petito และPetito, 2002; Bioiberica, 2008) โมเลกุลของคอนดรอยติน
ซัลเฟตมีความเปนประจุลบสูงเนื่องจากมีหมูซัลเฟตมาก  จึงมีสมบัติในการอุมน้ําไดดี 

 

 
 

Figure 6.  Basic structure of disaccharide unit of chondroitin sulfate 
ที่มา: Sim และคณะ (2005) 

  คอนดรอยตินซัลเฟตมีหลายชนิดแตกตางกนัที่ตําแหนงของหมูซัลเฟต ดังแสดง
ใน Table 2   คอนดรอยตนิซัลเฟตโดยทั่วไปมีหมูซัลเฟต 1หมู  เชนคอนดรอยตนิซัลเฟต A มีหมู
ซัลเฟตจับกับ R-group ที่ C-4 ของ N-acetyl-D-galactosamine และคอนดรอยตินซัลเฟต C มีหมู
ซัลเฟตจับกับ R-group ที่ C-6 ของ N-acetyl-D-galactosamine สําหรับคอนดรอยตนิที่มีหมูซัลเฟต 
มากกวาหนึ่งมกัพบในปริมาณนอย เชนคอนดรอยตินซัลเฟต D และ E ประกอบดวย 2 หมูซัลเฟต  
โดยคอนดรอยตินซัลเฟต D มีหมูซัลเฟตจบักับ R-group ที่ C-6  ของ N-acetyl-D-galactosamine 
และที่ C-2  ของ D-glucoronic acid  ในขณะที่คอนดรอยตินซัลเฟต E  มีหมูซัลเฟตจับกับ R-group 
ที่ C-4 และC-6 ของ N- acetyl-D-galactosamine ดังแสดงใน Figure 7 และ Table 2 เปนตน (Carney 
และ Muir, 1998; Sim และคณะ, 2007) สวนคอนดรอยตนิซัลเฟต B เดมิเปนชื่อใชเรียกเดอรมาแทน
ซัลเฟตแตปจจบุันยกเลิกไปแลว         
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Figure 7.  Chemical structure of various disaccharide units of chondroitin sulfate 

ที่มา:  Sakai และคณะ (2007) 

Table 2   Compositional properties of CS disaccharides 
 

Systematic name R2 R4 R6 

ΔDi-0S H H H 

ΔDi-4S H SO3- H 

ΔDi-6S H H SO3-

ΔDi-2,6 diS SO3- H SO3-

ΔDi-4,6 diS H SO3- SO3-

ΔDi-2,4 diS SO3- SO3- H 

ΔDi-2,4,6 triS SO3- SO3- SO3-

ที่มา: Sim และคณะ (2007) 

  CS อยูในกลุมสาร GAG ที่มีความหลากหลาย เนื่องจาก disaccharide ในโมเลกุลมี
ปริมาณและจดุเชื่อมของ sulfate บนสาย Polysaccharide ที่แตกตางกนั  สัดสวนองคประกอบของ 
disaccharides ของ CS แตละชนิดแตกตางกันตามสายพนัธและแหลงเนื้อเยื่อของสัตว  มีการศึกษา
พบวาโครงสรางของ CS ที่มาจากสัตวบก เชน โค และสุกร มี disaccharide ของ chondroitin-4-

sulfate (ΔDi-4S) มากกวา disaccharideของchondroitin-6-sulfate (ΔDi-6S) ในขณะที่โครงสราง
ของ CS ที่มาจากปลาฉลามมีลักษณะตรงขาม (Muccia และคณะ, 2000; Volpi, 2004) จากความ
แตกตางที่เปนลักษณะจําเพาะดังกลาว Sim และคณะ(2005) ศึกษาและรายงานผลการวิเคราะห
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ปริมาณ CS-disaccharides ของตัวอยางผลติภัณฑกระดูกออนฉลามผงเปรียบเทียบกบัคอนดรอยติน

ซัลเฟตมาตรฐานจากแหลงตางๆวา CS จากกระดูกออนฉลามประกอบดวย ΔDi-6S, ΔDi-2,4diS 

และ ΔDi-2,6diS ในปริมาณสูง มีผลใหสัดสวน ΔDi-4S ตอ (ΔDi-6S + ΔDi-2,4diS + ΔDi-
2,6diS) ต่ํากวา CSใน กระดูกออนจากสัตวบกซึ่งมี  disaccharide ของ CS กลุมดังกลาวนอย  โดยคา 

ΔDi-4S/(ΔDi-6S + ΔDi-2,4diS + ΔDi-2,6diS) ของ CS มาตรฐานจากหลอดลมโค  ครีบฉลาม 
และรกสุกร เทากับ 1.13  0.19  และ 3.07 ตามลําดับ  ลาสุด Sakai และคณะ (2007) เสนอการระบุ
แหลงของ CS โดยใชคาสัดสวน sulfate ion ตอ galactosamine (GalN) ของคอนดรอยตินซัลเฟต ซ่ึง
จากการศึกษาคาดังกลาวของคอนดรอยตนิซัลเฟตที่สกัดจากแหลงตางๆพบวา คอนดรอยตินซัลเฟต 
จากกระดูกออนฉลามมีคา sulfate ion/GalN มากกวา 1  แตหากเปนคอนดรอยตินซลัเฟตจากสัตว
เล้ียงลูกดวยนมจะมีคานอยกวา 1   

5. คอลลาเจน 

  คอลลาเจนเปนโปรตีนเนื้อเยื่อเกี่ยวพันชนิดหนึ่งที่มีมากที่สุดในโครงสรางสัตว
เล้ียงลูกดวยนมคิดเปนประมาณรอยละ 10 ของโปรตีนกลามเนื้อ  โดยทั่วไปพบมากในกลามเนื้อ  
เสนเอ็น  กระดูกออน  กระดูก  เหงือก  ฟน  ตา ผิวหนัง  และหลอดเลือด      

โครงสรางพื้นฐานของคอลลาเจนคือโทรโพคอลลาเจน  ซ่ึงประกอบดวยสายโพ
ลีเปบไทด 3 สาย (α chain)  สายโซทั้งสามพันเกลียวในลักษณะที่เรียกวา triple helix  แตละโซเปน
เกลียวชนิดวนซาย แลวทั้ง 3 โซมาพันกันเปนเกลียวขนาดใหญชนิดวนขวาซึ่งเสถียรดวยพันธะ
ไฮโดรเจน   มีความยาวประมาณ 2800 oA  และมีเสนผานศูนยกลางประมาณ 14-15 oA  (Figure 8  ) 
และมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ  300,000 ดาลตัน (Foegeding และคณะ, 1996)   การจัดเรียงตัวของ
โทรโพคอลลาเจนเปนเสนใยคอลลาเจนโดยการวางเหลื่อมกับอีกโมเลกุลที่อยูขางเคียงประมาณ 1 
ใน 4 ความยาว  ดังแสดงใน Figure 9  ทําใหเกิดเปนลายขวางบนเสนใยคอลลาเจน  เมื่อมีการเรียง
ตัวอยางเปนระเบียบของโทรโพคอลลาเจนมากขึ้น  เสนใยของคอลลาเจนมีความแข็งแรงมากขึ้น
โดยพันธะโควาเลนซระหวางสายเพปไทด 
 

 
 

Figure 8.  Structure of tropocollagen 
ที่มา:  Chai (2005) 
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Figure  9.  Troprocollagen molecule in collagen fibril 
ที่มา: Buehler (2006) 
  

  เมื่อสัตวมีอายุมากขึ้นคอลลาเจนจะเกิดการ cross link กันระหวางโซโพลีเพปไทด
ของโทรโพคอลลาเจนมากขึ้น  ทําใหความเหนียวของเนื้อเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ  ตามอายุ  โดยทั่วไปพบวา
สัตวที่อายุออนกวาจะมีคอลลาเจนในกลามเนื้อมากกวาแตคอลลาเจนของสัตวที่แกกวาจะมีการ 
cross link เกิดมากกวา  ซ่ึงทําใหยากตอการละลาย (Fennema, 1985) 

  คอลลาเจนประกอบดวยกรดอะมิโนหลักที่สําคัญไดแก ไกลซีน (Glycine) 
ประมาณ  33% , โปรลีน (Proline)ประมาณ 12%, ไฮดรอกซีโปรลีน(Hydroxyproline) ประมาณ 
11% และ อะลานีน (Alanine) ประมาณ 11%  แตไมพบทริปโตเพน (Tryptophan)  (Pearson and 
Young, 1989; Xiong, 1997)  
  คอลลาเจนแบงออกไดอยางนอย 14  ชนิด  ขึ้นกับแหลงที่มา  โดยชนิดที่พบมาก
คือ Type I  Type II   Type III และ Type IV    คอลลาเจน Type I  ประกอบดวย α1 2 สาย และα2 1 
สาย [α1 (I)]2 [α2(I)]  มักพบในสวนของหนัง  เอ็น  กระดูก และกระจกตา  คอลลาเจน Type II ซ่ึง
มักพบในกระดูกออนประกอบดวย α1 3 สาย  [α1 (II)]3  สวนคอลลาเจน Type III มักพบในชั้น
ผิวหนังของตัวออนและระบบหัวใจและหลอดเลือด  ซ่ึงประกอบดวย  α1 3 สาย  [α1 (III)]3   และ
สําหรับType IV มักพบในชั้นของเยื่อหุมเซลลเมมเบรนประกอบดวย α1 3 สาย [α1 (IV)]3  ดังแสดง
ใน Table 3 
 

Table 3. Type and source of collagen  
 

Type peptide Source 
I α 1 (I)    2 chains, α2(I)  1 chain Skin, tendon  and bone 
II α 1 (II)  3 chains  Cartilage 
III α 1 (III) 3 chains   Artery walls, skin, intestines and the uterus  
IV α 1 (IV) 3 chains Membrane tissue 

 

ที่มา: Wong (1989) 
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6. คอนดรอยตินซัลเฟตและคอลลาเจนกับการบรรเทาอาการโรคกระดูกขออักเสบ  

         6.1  โรคกระดูกขออักเสบ 
   คือโรคที่เกิดจากการอักเสบภายในขอ  ซ่ึงบางชนิดอาจลุกลามไปสรางความ
อักเสบที่เนื้อเยื่อขางเคียง เชน กลามเนื้อ เอ็น และเอ็นยึดขอ หรือบางรายเปนกับผิวหนังและอวัยวะ
ภายในดวย   สาเหตุของขออักเสบแตละแบบมีความไมแนนอน เชน โรคขออักเสบรูมาตอยด  จะมี
เหตุปจจัยมาทางพันธุกรรม  สวนสาเหตุของขออักเสบอื่นๆ  ยังอยูระหวางการศึกษาวิจัยอยาง
ตอเนื่อง เชน ปจจัยส่ิงแวดลอม  อาหารบางประเภท  เชื้อโรค  เชนไวรัส  แบคทีเรีย  หรือเชื้อรา  
ความไมสมดุลของเอนไซมในรางกายเปนตน  ขออักเสบชนิดที่พบบอยมี 3 ชนิดคือ 

6.1.1  ขอเสื่อม (osteoarthritis: OA) 
  เปนขออักเสบชนิดที่พบบอยที่สุด  เปนโรคเรื้อรัง  โดยมักจะเริ่มเปนตั้งแตชวงวัย

กลางคน  สาเหตุที่แทจริงยังไมทราบแนชัด แตความผิดปกติของโครงสรางขอตอ  หรือประวัติการ
บาดเจ็บ จะเปนตัวเพิ่มความเสี่ยงตอการเกิดขอเสื่อม ผูที่ไมคอยออกกําลังกาย  น้ําหนักเกิน  หรือ
เปนโรคทางพันธุกรรมบางอยางจะเพิ่มความเสี่ยงดวยเชนกัน  การอักเสบจะเกิดกับขอไหนก็ได  แต
ที่พบบอยมี 2 กลุมคือ ตามขอเล็กๆ เชนขอนิ้วมือ  และขอใหญที่แบกน้ําหนัก  เชนขอกระดูกสัน
หลัง  ขอสะโพก  ขอเขา การที่กระดูกปลายขอมีการเสียดสีกันนานๆ  ทําใหกระดูกออนที่หุมปลาย
กระดูกบางลง  ขณะเดียวกันก็กลายเปนผิวขรุขระจากที่เคยเรียบเปนมัน  เมื่อเปนมากเขา ปลาย
กระดูกจึงเสียดสีกันเอง อีกสาเหตุปจจัยหนึ่งคือ  ความไมสมดุลกันของเอนไซมภายในกระดูกออน  
จนเปนสาเหตุใหกระดูกออนถูกทําลายในอัตราที่เร็วกวาสรางขึ้นใหม มีผลตอการทําใหเกิดการ
ระคายเคืองตอกระดูกขางเคียง  จนเปนตะปุมตะปาตามดานขางของทอนกระดูกใกลเคียง  Figure 
10 แสดงตัวอยางลักษณะขอเขาเสื่อมอันเกิดจากการที่กระดูกออนที่หุมปลายกระดูกขอเสียหาย  

 
 
 
 
 
 

 
Figure 10 Characteristic of Knee cartilage, (a) Healthy knee  (b) Osteooarthritic knee 

a b

ที่มา:  Parmet (2003) 
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6.1.2 ขออักเสบรูมาตอยด (Rheumatoid arthristis: RA) 
 โรคขออักเสบรูมาตอยดมักมีความรุนแรงกวาขออักเสบชนิดอื่นๆ  ในผูใหญ

อาการที่เริ่มเปนอาจไมรุนแรงและไมเกี่ยวของกับการใชงานขอนั้นๆ หรือการบาดเจ็บของขอไม
เกี่ยวของกับอาการที่เร่ิมเปนนั้นๆ    โรคนี้อาจเปนตอนชวงอายุใดก็ได  มีสาเหตุจากการที่เยื่อหุมขอ 
(synovial  membrane)  ซ่ึงหอหุมและหลอล่ืนขอเกิดการอักเสบ  ทําใหปวดบวม หากการอักเสบ
ยังคงอยูตอไป  จะมีสารเคมีหล่ังเขามาในขอ เร่ิมจากกระดูกออน  กระดูก  เสนเอ็น  และเอ็นยึดขอ  
ทําใหขอและกลามเนื้อโดยรวมออนแอลงจนในที่สุดขอตอเส่ือมทั้งหมด 

6.1.3    ขออักเสบเกาท (Gouty Arthritis: GA)  
 เปนการอักเสบของขอที่เกิดจากการตกตะกอนเปนผลึกของกรดยูริคที่ขอนั้นๆ 

เนื่องจาก รางกายไมสามารถทําลายกรดยูริคทิ้งได  
 นอกจากนี้ยังมีโรคขออักเสบแบบอื่นๆ อีกมาก  เชน ขอติดเชื้อ  สเคลอโรเดอมา

(Scleroderma), Poly myositis, Ankylusing Spondylitis, Polymyaegei Rhoumatica หรือ Giant cell 
arteritis   เปนตน    

6.2    การรักษาอาการโรคขออักเสบ 
 สามารถทําไดหลายวิธีขึ้นกับสาเหตุและระดับความรุนแรงของโรค  เชน      
   6.2.1    การนวด แตตองไมนวดขณะที่มีอาการปวด  บวมอยู  

    6.2.2    การออกกําลังกายเชน โยคะ หรือ การเดิน  
    6.2.3  การใชยาบําบัดโรคขออักเสบ  ยาหลักคือ  ยาบรรเทาปวดและลดการอักเสบไดเชน   
              -    พาราเซตามอล  ทรามาดอล            
                               -    ยาตานการอักเสบที่ไมใชสเตียรอยด(Nonsteroid anti-inflammatory drug 
หรือ NSAID) เชนแอสไพริน  ไอบูโปรเฟน ยายับยั้ง COX-2  เปนยากลุมสําคัญเพราะวาออกฤทธิ์
ยับยั้งตอนอักเสบของขอซ่ึงนําไปสูอาการปวด  ปญหาของยากลุมนี้คือยากอใหเกิดการระคายเคือง
ของเยื่อบุกระเพาะอาหารจนเกิดแผลและเสียเลือดไดมากๆ  ในประเทศอังกฤษพบวารอยละ 45 ของ
คนที่ใชยานี้จะมีอาการขางเคียงและเพิ่มเปน 75%  ในผูปวยอายุ 65 ปขึ้นไปโรคแทรกซอนจา                        
                               -     สเตียรอยด(Steroid) โรคแทรกซอนจากการใชสเตียรอยดนานๆ ก็คือทําให
เกิดภาวะกระดูกพรุนและอื่นๆ อีก 
                 6.2.4   การรับประทานอาหารเสริม  โดยผลิตภัณฑที่มักใชสําหรับคนที่เปนโรคขอ
อักเสบมี 2 ชนิดคือคอนดรอยตินซัลเฟต  และกลูโคซามีน 
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   -     คอนดรอยตินซัลเฟต  พบในกระดูกออนของสัตว  มีฤทธิ์เสริมยา NSAID   
Leeb และคณะ(2000)  รายงานวาคอนดรอยตินซัลเฟตสามารถลดกิจกรรมของเอนไซมอีลาสเตสซึ่ง
ยอยทําลายอีลาสติกไฟเบอร เอนไซมนี้สรางขึ้นโดยเซลลเม็ดเลือดของของผูปวยที่มีอาการของโรค
ขออักเสบ  เมื่อผูปวยไดรับยาที่มี คอนดรอยตินซัลเฟตจึงสามารถลดการเสียหายของกระดูกออน 
โดยพบวาคอนดรอยตินซัลเฟตชวยลดความเสี่ยงของการเกิดแผลที่กระเพาะและลําไส  ซ่ึงเปน
อาการที่เกิดจากผลขางเคียงของการใชยา NSAID  อยางไรก็ตามคอนดรอยตินซัลเฟตออกฤทธิ์ชา
กวา NSAID  (Foot and Mullholland, 2005)     

ในยุโรปมีการใชคอนดรอยตินซัลเฟตบรรเทาอาการขออักเสบมานานกวา 10 ป     
แตประเทศสหรัฐอเมริกาโดยคณะกรรมการอาหารและยา ( FDA ) ยังไมผานกฎหมายอนุญาตใหใช
คอนดรอยตินซัลเฟตเปนยารักษาโรค  แตอนุญาตใหใชรวมกับกรดไฮยาลูโรนิกเปนสารใหความ
ยืดหยุน (viscoelastic agent)ในการผาตัดตอกระจกได 
  Verges (2000)  รวบรวมผลการใชคอนดรอยตินซัลเฟตจากการศึกษาที่ตางๆไว
ดังนี้ 

 1.  ทําใหผูปวยลดปริมาณการใชยา NSAID หรือยาแกปวดอื่นๆลงได 
 2.  ใหผลตอการลดอาการปวดยาวนานถึง 3 เดือน หลังไดรับยา 
 3.   ทําใหผูปวยเคลื่อนไหวไดสะดวกขึ้น 
 4.  ลดอาการบวมแดง 
 5.  ลดปริมาณของเหลวในขอกระดูก 
 6.  ทําใหเดินไดคลองขึ้น 
 7.  ทําใหพัฒนาการของโรคชาลง 
สวนใหญของรายงานการศึกษาใช คอนดรอยตินซัลเฟตที่ผลิตจากแหลงวัตถุดิบ

เชนกระดูกออนหลอดลมวัว  กระดูกออนสวนหูและจมูกหมู  กระดูกออนปลาฉลามและปลาวาฬ  
คอนดรอยตินซัลเฟต ที่รับประทานจะถูกดูดซึมที่กระเพาะอาหารและลําไสเล็ก (Ronca และ Conte, 
1993) พวกที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําจะดูดซึมไดดีกวาพวกที่น้ําหนักโมเลกุลสูง  ปริมาณที่แนะนําคือ 
1200 มิลลิกรัมตอวัน  โดยแบงเปน 3 มื้อ และอาจใชรวมกับ glucosamine  ผลของการรักษาอาการ
จะเห็นไดหลังจากรับประทานเปนเวลาหลายสัปดาห ขอดีของ คอนดรอยตินซัลเฟตคือยังไมมี
รายงานการเกิดอาการผิดปกติจาการรับประทานในปริมาณมากเกินกําหนด 

       -     กลูโคซามีน  กลูโคซามีนเกี่ยวของกับการสรางกระดูกออนโดยการเปนสารตั้ง
ตนของ disaccharide  ใน GAG ซ่ึงเปนองคประกอบของอะกรีแคนและชวยซอมแซมกระดูกออน  
ชวยลดอาการอักเสบของขอ คลายยากลุม NSAID ที่ไมกัดกระเพาะอาหาร  สารนี้พบในรางกายตาม
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ธรรมชาติ  และเชื่อวามีบทบาทในการซอมแซมกระดูกออน  สวนในอาหารจะพบไดในเปลอืกกุง ป ู
และกุงกามกราม 

มีการทดลองใชกลูโคซามีนรวมกับการใชคอนดรอยตินซัลเฟตในหลอดทดลอง
พบวากลูโคซามีนจะไปเรงให เซลลของกระดูกออน(chondrocytes) เพิ่มการหลั่งไกลโคสมิโนไกล
แคนและโปรตีโอไกลแคน สวนคอนดรอยตินซัลเฟตไปยับยั้งเอนไซมที่ทําลายกระดูกออน สําหรับ
การใชสารทั้งสองรวมกันจะใหผลในการรักษาที่สงเสริมกัน โดยพบวาการรับประทานรวมกันจะ
เพิ่ม 35SO4 ในไกลโคสมิโนไกลแคนรอยละ 96.6 ขณะที่การรับประทานกลูโคซามินหรือคอนดรอ
ยตินอยางเดียวสามารถเพิ่มไดรอยละ 32 (Hungerford และคณะ, 2003) 

สําหรับการใชคอลลาเจนในการบรรเทาอาการโรคขออักเสบทางการแพทยนั้น   
เนื่องจาก 30-40% ของโปรตีนในรางกายมนุษยเปนคอลลาเจน ทําหนาที่ชวยใหแข็งแรงและมีความ
ยืดหยุนดี   โดยเฉพาะเนื้อเยื่อกระดูกออนบริเวณขอชวยการรับน้ําหนักและการเคลื่อนไหวหรือขยบั
ไปมาไดอยางปกติทั่วไป  อยางไรก็ตามระดับปริมาณคอลลาเจนในรางกายจะลดลงเมื่ออายุเพิ่มขึ้น  
เมื่อระดับคอลลาเจนลดลงจะทําใหความยืดหยุนและสภาพความแข็งแรงของอวัยวะตางๆของ
รางกายลดลงดวย   ชวงที่ปริมาณคอลลาเจนมีการเปลี่ยนแปลง  รางกายจะสูญเสียความแข็งแรงของ
ผิวหนัง  กระดูก  และกระดูกออนบริเวณขอตอซ่ึงเปนสาเหตุของปญหาโรคขอเสื่อมตามมา  มี
การศึกษาพบวาการรับประทานคอลลาเจนไฮโดรไลเสทซึ่งเปนผลิตภัณฑอาหารที่สกัดจากเนื้อเยื่อ
กระดูกออนสัตวในปริมาณวันละ 10 กรัมเปนเวลาอยางนอย 3 เดือนขึ้นไป   จะชวยทดแทนเนื้อเยื่อ
กระดูกออนและกระตุนใหมีการสังเคราะหคอลลาเจน type II  ที่เปนสวนประกอบสําคัญในกระดูก
ออนในขอตอเพิ่มขึ้น  มีผลใหอาการปวดขอและขอยึดลดนอยลงเมื่อรับประทานคอลลาเจน
ติดตอกันนานตั้งแต 2 สัปดาหขึ้นไป (ประวิทย  ตันติสุวิทกุล, 2549) 
            6.2.5     การผาตัด เปนทางเลือกสุดทายของการรักษา ในกรณีที่โรคขออักเสบดําเนินไป
นานจนอาจไมตอบสนองตอยาและมาตรการตางๆขางตน(ชุมศักดิ์  พฤกษาพงษ, 2541; ชุมศักดิ์  
พฤกษาพงษ, 2547) 

7.  แหลงและปริมาณของคอนดรอยตนิซัลเฟตในอุตสาหกรรม 

ปจจุบันมีการผลิตคอนดรอยตินซัลเฟตทางการคาโดยใชกระดกูออนของสัตว เชน 
ครีบปลาฉลาม  หลอดลมวัว  หูและจมกูสุกร  เปนวัตถุดิบ  โดยผลิตภัณฑอาจอยูในรูปกระดกูออน
บดละเอียดหรือสารสกัดคอนดรอยตินซัลเฟต กรณผีลิตภัณฑจากครีบปลาฉลามมักเปนการนํา
กระดกูออนครีบปลาฉลามมาบดละเอียดไดเปนผลิตภณัฑที่อุดมไปดวยธาตแุคลเซียม  ฟอสฟอรัส  
สารไกลโคสมิโนไกลแคน  และสารมิวโคพอลิแซคคาไรด (วารสารยา, 2546) ที่ใชเปนอาหารเสริม
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ทั้งในรูปแคปซูลที่เคลือบดวยเจลาตินหรอือัดเปนเม็ดและในลักษณะของเหลว  ปจจุบันการผลิต
ผลิตภัณฑขางตนประสบปญหาเกี่ยวกับแหลงวัตถุดิบ กลาวคือ  กระดูกออนจากครีบปลาฉลามนั้น
หายากขึน้จากปญหาในเรื่องการสูญพันธจึงมีราคาแพง สวนกระดูกออนจากสุกรนัน้มีขอจํากัดทาง
ศาสนา สําหรับกระดูกออนของโคมีปญหาความกังวลของผูบริโภคในโรควัวบา ดังนั้นจึงไดมผูี
ทําการศึกษาหาวัสดุจากโรงงานอุตสาหกรรมสัตวชนิดอื่นๆที่มีศักยภาพในการเปนแหลงของคอน
ดรอยตินซัลเฟตมาเปนทางเลอืกหรือใชทดแทน  

วรรณวิบูลย  กาญจนกุญชร และอรุณ ีอิงคากุล (2548) ไดศึกษาปริมาณคอนดรอย 
ตินซัลเฟต  ในวัตถุดิบที่เหลือใชจากการแปรรูปสัตวน้าํ  พบวาประเทศไทยมีกระดูกออนครีบปลา
ฉลาม  กระดกูออนปลาฉลาม และปลากระเบน  รวมทั้งกระดกูออนจากซากจระเขในปริมาณมาก
ซ่ึงอาจใชเปนแหลงของสารคอนดรอยตินซัลเฟต  การศึกษาปริมาณผลผลิตกระดูกออนจากตวัอยาง
ปลาฉลาม(โรนัน) พบวามกีระดกูออนเทากับรอยละ 12.2 ตอน้ําหนกัปลาทั้งตัว ในสวนครีบปลา
ฉลามโรนันมีกระดกูออนเทากับ 21.6-23 กรัม ตอครีบ 100 กรัม สําหรับปลากระบางหรือปลา
กระเบนปากแหลมพบวามีกระดูกออนเฉลี่ยรอยละ 10.2 ของน้ําหนกัปลาสดทั้งตัว  นอกจากนั้นยงั
พบวาโครงกระดูกจระเขที่มนี้ําหนกั 20-25 กิโลกรัมประกอบดวยกระดูกออนในบริเวณตางๆ คือ 
สันอก  หลอดลม  โคนล้ิน  และสวนปลายขอตอรวมทั้งสวนปลายกระดูกเชิงกราน  และกระดูก
ซ่ีโครง  เปนสัดสวนรอยละ 0.6 ของน้ําหนักจระเขทั้งตัว  โดยแยกเปนกระดกูออนจากสันอกและ
ซ่ีโครงเทากับ 0.47  กระดูกออนจากหลอดลมและกระดูกออนโคนล้ินเทากับ 0.13 (Table  4  ) 

Table  4.  Cartilage content from shark, ray and crocodile 

Type Weight (g) % Cartilage(per weight of animal) 
Shark 750 12.2 
Ray 1,250 10.2 
Crocodile 22,500 0.6 

15 

 

ที่มา: วรรณวบิูลย  กาญจนกุญชรและอรุณี อิงคากุล (2548) 

7.1    ปริมาณของคอนดรอยตินซัลเฟตในกระดูกออน  
  Garnjanakoonchorn และคณะ (2006) ไดศึกษาปริมาณของคอนดอยตินซัลเฟ
ตจากกระดูกออนครีบฉลาม  กระดูกออนกระเบนและจระเขสวนสันอก  โคนลิ้น  หลอดลม  และ
ซ่ีโครงออน ที่สกัดโดยเอนไซมปาเปนและตรวจวิเคราะหปริมาณโดย sulfated GAG asay    ผลการ
ทดลองพบวาปริมาณคอนดรอยตินซัลเฟตในสารสกัดที่วิเคราะหโดยใช Chondroitin-4-sulfate และ 
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Chondroitin-6-sulfate  เปนสารมาตรฐาน มีคานอยกวาน้ําหนักของคอนดรอยตินซัลเฟตที่สกัดได 
ซ่ึงอาจเกิดจากยังมีไกลโคสอะมิโนไกลแคนชนิดอ่ืนๆ  หรือคอนดรอยตินชนิดอื่นปนอยูดวย  หรือ
ไกลโคสอะมิ โนไกลแคนต า งชนิดกันมีความสามารถในการ เกิดปฏิกิ ริ ย ากับสี ย อม 
Dimethylmethylene blue ไดไมเทากัน  และไกลโคสอะมิโนไกลแคนชนิดที่ไมมีหมูซัลเฟตหรือ
กรดไฮยาลูโรนิกที่อาจละลายออกไปกับสารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.4 โมลารไม
หมด  ไมสามารถทําปฏิกิริยากับสียอม Dimethylmethylene blue ได  จึงทําใหปริมาณคอนดรอยติน
ซัลเฟตมีปริมาณนอยกวาของแข็งในสารสกัด  อยางไรก็ตามปริมาณคอนดรอยตินซัลเฟตในกระดูก
ออนที่วิเคราะหได(Table 5  ) มีปริมาณ เรียงลําดับจากมากไปนอยดังนี้คือ กระดูกออนจระเขสวน
โคนล้ิน  สันอก  ครีบฉลาม  กระดูกออนจระเขสวนหลอดลมและซี่โครงออน  กระดูกออนกระเบน  
ตามลําดับ ผลการทดลองบงชี้วากระดูกออนจระเขสวนโคนลิ้นและ สันอกมีศักยภาพการเปนแหลง
วัตถุดิบสําหรับการผลิตสารคอนดอยตินซัลเฟตสูงกวาตัวอยางอื่นๆ 
 

Table 5.  Percentage and type of chondroitin sulfate (CS) in cartilage from shark fin,  ray and    
crocodile by sulfate GAGs assay 

 
Percentage of CS 

 

 
Source of cartilage 
 

 
Yield of CS extract 

(% dry wt) 
Xa Yb

Shark fin 13.42±0.19 9.60±1.05 8.76±0.96 
Ray 6.69±1.14 5.27±0.91 4.81±0.84 
Crocodile    
   - Sternum 18.31±0.96 11.55±0.88 10.54±0.80 
   - Hyoid 24.78±1.53 14.84±0.38 13.54±0.35 
   - Trachea 13.45±1.78 9.51±1.99 8.68±1.81 
   - Rib 8.17±0.90 5.56±0.96 5.08±0.87 

a   Chondroitin-4-sulfate (CS A) was used as standard  
b    Chondroitin-6-sulfate (CS C) was used as standard  
 

ที่มา: ดัดแปลงจากวรรณวิบลูย  กาญจนกญุชรและอรุณี อิงคากุล (2548) ; Garnjanagoonchorn และ  
คณะ (2006) 
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7.2     ปริมาณและสมบัติคอนดรอยตินซัลเฟต (CS) ในผลิตภัณฑ 
Sim และคณะ(2007) ไดทําการศึกษาปริมาณและชนิดของ CS ในผลิตภณัฑอาหาร

เสริมเพื่อสุขภาพ(nutraceutrical supplements) กระดูกออนฉลามผง(shark cartilage powder 
products: SCPs) 8 ตัวอยาง และผลิตภัณฑสําเร็จรูป(finish products) ที่มีกระดูกออนฉลามผงเปน
องคประกอบ 7 ตัวอยางจากตลาดของประเทศเกาหลีเพื่อเปรียบเทียบกับปริมาณที่ระบุบนฉลากของ
ผลิตภัณฑนั้นๆ  พบวาปริมาณ CSในผลิตภัณฑกระดูกออนฉลามทั้งหมด มีคาอยูในชวง 0% - 
28.92 %   (Table 6  )  โดยมี 2 ตัวอยาง (AและB) เทานั้นที่มีปริมาณ CS มากกวา 20% ตัวอยางอื่นมี
ปริมาณ CS ต่ํากวา 20% (12 -18 % ในตัวอยาง D และ E  สวนตัวอยาง F G และH  มีปริมาณ CS 

นอยกวา 5%  และตรวจไมพบ CS ในตัวอยาง  C)     นอกจากนั้นปริมาณสัดสวน ΔDi-4S/(ΔDi-6S 

+ ΔDi-diSs) (0.26-0.56) ของ CS ในตัวอยาง ยังระบุวาทุกตัวอยางมาจากกระดูกออนฉลาม ยกเวน 
ตัวอยาง D ซ่ึงมีคาสัดสวนดังกลาว เทากับ 1.53    

สําหรับผลการวิเคราะหตัวอยางผลิตภัณฑสําเร็จรูป พบวามีปริมาณ CS ในชวง 
0.58-21.3% โดยตัวอยาง D และ F เทานั้นที่มีปริมาณ CS มากกวา 5% สวนตัวอยางอื่นมีปริมาณ CS 

เพียงเล็กนอย (Table 7) โดยทั้ง 7 ตัวอยางผลิตจากกระดูกออนฉลาม (สัดสวน ΔDi-4S/(ΔDi-6S + 

ΔDi-diSs) ของ CS มีคา 0.13-0.37)  นอกจากนั้นจะเห็นวาขอมูลปริมาณ CS ของตัวอยาง ASC ซ่ึง
เปนกระดูกออนฉลามมาตรฐานเทากับ 13.37±0.09  แตตัวอยาง F ซ่ึงประกอบดวยกระดูกออน
ฉลาม 60% มีปริมาณ CS สูงถึง 21.30±0.08  จึงบงชี้วาอาจมีการเติมสารสกัดคอนดรอยตินซัลเฟต
ในผลิตภัณฑสําเร็จรูปดังกลาว  

นอกจากนี้การวิเคราะหดวย agarose gel electrophoresis (ภาพที่11)  พบวาโมเลกุล
ของ CS ใน SCPs และในผลิตภัณฑสําเร็จรูปมีขนาดไมต่ํากวา 15 KDa โดยสวนใหญมีขนาด เฉลี่ย
ประมาณ  40 KDa    อยางไรก็ตามปริมาณองคประกอบของตัวอยาง (Table 8  )โดยเฉพาะอยางยิ่ง 
โปรตีน คารโบไฮเดรตและเถาของตัวอยางมีความแตกตางกันสูง และไมสัมพันธกับปริมาณ CS 
ของตัวอยาง   
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Table 6. Characteristics of CS in SCPs on the basis of CS content (%),ΔDi-4S/(ΔDi-6S + ΔDi-
diSs) and source 

 

SCPs Type CS (%) 
ΔDi-4S/(ΔDi-6S + 

ΔDi-diSs) 
Source 

A SCWE 28.92±0.03 0.49 Shark cartilage 
B SCWE 26.36±0.12 0.54 Shark cartilage 
C RM 0 - Shark cartilage 
D SCWE 12.85±0.02 1.53 Bovine trachea 
E SCWE 18.36±0.13 0.56 Shark cartilage 

F RM 0.86±0.03 0.26 Shark cartilage 

G RM 2.33±0.01 0.32 Shark cartilage 

H RM 2.74±0.02 0.41 Shark cartilage 

SCWE: shark cartilage water extract 
RM: raw material of SCP containing non-soluble component 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Sim และคณะ (2007) 
 

Table 7. Characteristics of CS in finished products on the basis of CS content (%),ΔDi-4S/(ΔDi-

6S + ΔDi-diSs) and source 
 

 Products 
% SC 

Composition 
 

% Final CS 
ΔDi-4S/ 

(ΔDi-6S+ΔDi-diSs) 
 

Source 

A 100 0.62±0.01 0.14 Shark cartilage 
B 64.83 3.67±0.04a 0.15 Shark cartilage 
C 100 0.58±0.01 0.14 Shark cartilage 
D 100 5.98±0.05 0.34 Shark cartilage 
E 100 2.17±0.02 0.22 Shark cartilage 
F 60 21.30±0.08b 0.37 Shark cartilage 
G 100 1.23±0.04 0.13 Shark cartilage 

ASCa 100 13.37±0.09 0.46 Shark cartilage 
ASC: Authentic shark cartilage   

ที่มา: ดัดแปลงจาก Sim และคณะ(2007) 
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Figure 11. Agarose gel-electrophoresis: 300 μl of (a)water-soluble fraction in SCPs; (b) water-
soluble fraction in FPs. Lane a, Seikagaku CS (15 kDa); lane b, Seikagaku CS (40 
kDa); lane c, SCP A; lane d, SCP B; lane e, SCP C; lane f, SCP D; lane g, SCP E; lane 
h, SCP F; lane i, SCP G; lane j, SCP H; lane k, FP A; lane l, FP B; lane m, FP C; lane 
n, FP D; lane o, FP E; lane p, FP F; lane q, FP G; lane r,  all samples were loaded onto 
1.0% agarose gel 

ที่มา: Sim และคณะ (2007) 

Table 8. Proximate composition of shark cartilage powder products (SCP) and finished products 

(FP) 
Content (%) Samples 

Moisture Protein Fat Ash Carbohydrate 
SCP B 4.49 ± 0.08 18.29 ± 0.12 4.49 ± 0.62 3.16 ± 0.06 69.57 ± 0.72 
SCP C 6.08 ± 0.09 52.37 ± 0.26 0.91 ± 0.05 10.57 ± 0.46 30.07 ± 0.68 
SCP D 6.77 ± 0.16 63.92 ± 0.16 1.27 ± 0.08 8.51 ± 0.07 19.53 ± 0.15 
FP  B 9.77 ± 0.10 32.50 ± 1.78 4.43 ± 0.17 48.05 ± 0.28 5.25 ± 1.77 
FP F 4.95 ± 0.18 60.88 ± 0.18 1.07 ± 0.11 11.70 ± 0.11 21.40 ± 0.15 
FP G  2.59 ± 0.22 59.89 ± 0.30 0.76 ± 0.01 17.93 ± 0.06 18.83 ± 0.45 
ASC 3.82 ± 0.22 25.03 ± 1.31 0.50 ± 0.06 41.31 ± 0.11 29.34 ± 1.37 

ASC:  authentic shark cartilage from Squatina oculata.                       
ที่มา: Sim และคณะ (2007) 
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8.  การผลิตผลิตภัณฑท่ีมีคอนดรอยตินซัลเฟตหรือคอลลาเจนเปนองคประกอบ 

  โดยทั่วไปในการผลิตผลิตภัณฑที่มีคอนดรอยตินซัลเฟตหรือคอลลาเจนเปน
องคประกอบหลักนั้นประกอบดวยข้ันตอนหลัก 3 ขั้นตอนดังตอไปนี้ 

  8.1     ขั้นตอนการเตรียมวัตถุดิบ 
  วัตถุดิบจากแหลงตางๆที่ใชเปนมีโปรตีนอื่นๆ  ที่ไมใชคอลลาเจน ไขมัน และแร
ธาตุตางๆโดยเฉพาะอยางยิ่ง แคลเซียมเปนองคประกอบอยูดวย   ดังนั้นเพื่อใหไดผลิตภัณฑอาหาร
เสริมที่มีคอลลาเจนหรือคอนดรอยตินซัลเฟตเปนสวนประกอบหลัก  จึงจําเปนตองกําจัด
องคประกอบอื่นที่ไมตองการออกจากวัตถุดิบใหมากที่สุด   
   8.1.1  การกําจัดโปรตีนอื่นๆและไขมันออกจากวัตถุดิบ 
          Boles และคณะ  (1999) ศึกษาถึงการสกัดโปรตีนจากกระดูกวัวโดยใชสารละลาย 
4  ชนิดไดแก  โซเดียมคลอไรด (NaCl)  รอยละ 4  รวมกับโซเดียมไตรโพลีฟอสเฟต (STP)   รอยละ 
0.3  เตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟต (TTP) รอยละ 0.3 หรือ 0.05  โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ที่
อุณหภูมิ 4oC เวลา 24 ช่ัวโมง  พบวาการใช NaCl รวมกับฟอสเฟตหรือ NaOH  มีประสิทธิภาพใน
การสกัดโปรตีนมากกวาการ NaCl อยางเดียว  โดยฟอตเฟตจะทําใหเกิดการพองตัวของโปรตีน  ซ่ึง
จะทําใหโปรตีนละลายดีในสารละลายเกลือ 
  Herbage และคณะ (1977)  ศึกษาถึงคุณสมบัติทางชีวเคมีและทางกายภาพของ
คอลลาเจน Type II จากกระดูกออนบริเวณขอเขาของวัวที่สกัดดวยเอนไซมเปปซิน   โดยใน
ขั้นตอนการเตรียมตัวอยางไดมีการทดลองกําจัดโปรตีโอไกลแคนออกจากกระดูกออนโดยใช
สารละลาย 4ชนิดคือ 4 M guanidinium chloride  (ใน 0.05M-sodium  acetate  pH5.8 เปนเวลา24 
ช่ัวโมงที่ 4°C), 1.5M CaCl2 pH 5.5 (เปนเวลา24 ช่ัวโมงที่ 20°C),   0.2M NaOH  (เปนเวลา 24
ช่ัวโมง ที่ 4°C)  และ Trypsin รวมกับ EDTA    พบวาการใชสารละลาย NaOH  สามารถสกัดโปรตี
โอไกลแคนออกจากกระดูกออนขอเขาของวัวไดมากที่สุด   
          Bonifer และ Froning (1996)  ศึกษาเปรียบเทียบผลการลางหนังไกดวย 0.1 M 
NaCl  พีเอช 7 กับการใช 0.5 M  NaHCO3  พีเอช 8.4  โดยใชอัตราสวนตัวอยางตอสารละลายเทากับ 
1:3  กวนที่ความเร็วรอบ 800g   เวลา 20 นาทีที่อุณหภูมิ 5°C เพื่อกําจัดไขมันและโปรตีนที่ละลายได
ในน้ํา  พบวาหนังไก  ที่ผานการลางดวยสารละลายดังกลาวมีปริมาณไขมันลดลงประมาณรอยละ 
59 แตมีปริมาณโปรตีนเพิ่มขึ้น  โดยการลางดวย NaHCO3 จะมีประสิทธิภาพในการกําจัดไขมันสูง
กวา การใช0.1 M  NaCl ถึงรอยละ 10.66 
 



 

2 21 

8.1.2    การกําจัดแคลเซียม 
       โดยทั่วไปการใชกรดแก จะสามารถกําจัดแคลเซียมออกจากกระดูกไดมาก  แตการ

ใชกรดมักเปนสาเหตุใหรูปแบบของคอลลาเจนเสียไป  การใช EDTA (ethylene-diamine tetraacetic 
acid)  ซ่ึงเปนสารพวก tetradentate chelating agent  มีคุณสมบัติในการกําจัดแคลเซียมจากกระดูก
ในรูปของ calcium disodium edentate  โดยแคลเซียมจะไปจับกับสวนที่เปน anionic ในสภาวะที่ 
pH เปนกลาง  อยางไรก็ตาม EDTA สามารถกําจัดแคลเซียมออกจากกระดูกไดชา Kiviranta และ
คณะ (1980)  ศึกษาการสกัดแคลเซียมออกจากกระดูกตนขา หนาแขง และกระดูกตนแขนของ
กระตายอายุ 2-3 เดือน ดวย EDTA  เปรียบเทียบกับ acidic buffer (2.39 M K formate/formic acid, 
pH 3.15 และ 2.40 M Na lactate/lactic acid, pH 3.70) และ New Decale  โดยไดทดลองนํากระดูก
กระตายความหนา 300 μm-2 mm  มาแชในสารละลาย EDTA  (4 8 และ15%) ปริมาตรตางๆ (5 15 
50 และ100 ml)   ที่อุณหภูมิ 4  20  37  และ 60oC  พีเอช 5.0 7.4 8.5 เปนเวลา 12 ช่ัวโมง 24 ช่ัวโมง 3 
5 และ 7 วัน  พบวาสารละลาย EDTA เขมขน15% มีอัตราการสกัดแคลเซียมเร็วกวาความเขมขนที่ 4 
และ 8%   ที่อุณหภูมิ 37 oC  และ 60oC สามารถกําจัดแคลเซียมไดดีกวาที่อุณหภูมิ 4oC และ20oC  
และที่พีเอช 7.4 นั้นจะมีอัตราการกําจัดแคลเซียมต่ํากวาที่พีเอช 5.0 และ 8.5  แตการกวนและ
ปริมาตรของสารละลาย EDTA ไมมีผลตออัตราการกําจัดแคลเซียม นอกจากนี้พบวาการใช acidic 
buffer และ New Decale|  มีอัตราการกําจัดแคลเซียมไดสูงวา EDTA 

Kittiphattanabawon (2004) ศึกษาการสกัดเจลาตินจากหนังและกระดูกปลา
ตาหวาน  โดยมีขั้นตอนการกําจัดแรธาตุออกจากกระดูกปลาตาหวานโดยการใช citric acid  และ 
HCl   ในระดับความเขมขน  0.6 และ 1.2 M  เปนเวลา 1- 5 ช่ัวโมง  และตรวจวัดปริมาณเถา
หลังจากกําจัดแรธาตุออกจากกระดูก  พบวาการใชสารละลาย HCl เขมขน 1.2 M สามารถกําจัดแร
ธาตุออกไดมากขึ้นเมื่อเวลาเพิ่มขึ้น  แตการใชสารละลาย HCl เขมขน 1.2 M   จะทําใหรูปแบบเปป
ไทดของเจลาตินที่สกัดไดเสียไป   ดังนั้น HCl เขมขน 0.6 M เปนเวลา 2 ช่ัวโมง  และ citric acid 
เขมขน  1.2 M เปนเวลา 4 ช่ัวโมง  มีประสิทธิภาพในการกําจัดแรธาตุมากที่สุด 

8.2    ขั้นตอนการสกัดแยกคอลลาเจนและคอนดรอยตินซัลเฟต 
การยอยคอลลาเจนและคอนดรอยตินซัลเฟตจากโครงสรางกระดูกออนเพื่อให

ขนาดโมเลกุลของคอลลาเจนและคอนดรอยตินซัลเฟตอยูในรูปอิสระสามารถถูกดูดซึมที่กระเพาะ
อาหารไดงาย  ซ่ึงมีการศึกษาขั้นตอนและสภาวะในการสกัดคอลลาเจนและคอนดรอยตินซัลเฟต 
ดังตอไปนี้ 

Herbage และคณะ (1977)  ศึกษาถึงคุณสมบัติทางชีวเคมีและทางกายภาพของ
คอลลาเจน Type II ที่สกัดดวยเอนไซมเปปซิน จากกระดูกออนขอเขาของวัว โดยทดลอง
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เปรียบเทียบวิธีที่มีการกําจัด ( ดวย 0.2M NaOH) และไมกําจัดโปรตีโอไกลแคนออกจากกระดูก
ออนกอนการสกัดคอลลาเจนโดยใชสารลายเปปซิน(ใน 0.5 M acetic acid) โดยมีอัตราสวนของ
คอลลาเจนตอเอนไซมเปปซิน 10:1 (w/w) กวนเปนเวลา 18 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 20oC  พบวากระดูกที่
ไมผานการสกัดโปรตีโอไกลแคนออกกอนนํามาสกัดคอลลาเจนจะไมสามารถสกัดคอลลาเจนจาก
กระดูกได  ในขณะที่การใช 0.2 M NaOH สามารถสกัดโปรตีโอไกลแคนออกได  มีผลใหสามารถ
สกัดคอลลาเจนไดสูงสุด(80-95%) 

Mizuta  และคณะ (2003)  ไดทําการศึกษาชนิดของคอลลาเจนจากกระดูกออนของ
ครีบSkate (Raja kenojei)  โดยทําการสกัดดวยเอนไซมเปปซินและแยกคอลลาเจน แตละชนิดออก
โดยการตกตะกอนที่ความเขมขนเกลือตางๆ ดังแสดงขั้นตอนใน Figure 12    กอนทําใหบริสุทธ์ิ
ดวย phosphocellulose column chromatoghraphy  จากนั้นศึกษาชนิดของคอลลาเจนที่แยกได   
พบวากระดูกออนของครีบปลา skate มีคอลลาเจนประมาณ  1.7 และ 31.1% ของตัวอยางสดและ
แหงตามลําดับ  โดยคอลลาเจนที่เปนองคประกอบหลักคือคอลลาเจน type I,  type II  และมีคอลลา
เจน type XI   ในปริมาณเล็กนอย   
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ขั้นตอนการเตรียมกระดูกออนและสกัดคอลลาเจนดวยเอนไซมเปปซิน 
 

กระดูกออนที่ตัดเปนช้ินขนาดประมาณ 2 mm2

 
แชในสารละลาย 0.1 M  NaOH  ปริมาตร  5 เทาของตัวอยาง  จํานวน 2 ครั้ง 

 
ลางดวยน้ํากลั่น 

 
แชในสารละลาย 0. 5 M EDTA pH 8 เปนเวลา 12 ช่ัวโมง (เปลี่ยนสารละลาย 3 ครั้ง) 

 
หมุนเหว่ียงที่ 10,000g  เปนเวลา 20 นาที 

 
สวนกระดูกออน 

 
ลางดวยน้ํากลั่น  และ 50 mM Tris–HCl รวมกับ 1 M NaCl, pH 7.4  เปนเวลา 3 วัน 

 
ลางดวยน้ํากลั่น 

 
ยอยดวยเอนไซมเปปซิน (ใน 0.5 M acetic acid  ปริมาตร 10 เทา)  โดยมีอัตราสวนของเอนไซมตอตัวอยางเทากับ 

1: 20  w/w เปนเวลา 24  ช่ัวโมง 
 

หมุนเหว่ียงที่ 10,000g เปนเวลา 20 นาที 
 

สวนใส (pepsin-solubilized collagen) 
 

 
 

                                      ขั้นตอนแยกคอลลาเจนแตละชนิด
 

pepsin-solubilized collagen 
 

เติม  NaCl  จนไดความเขมขนสุดทาย 2.0 M 
 

ตะกอนคอลลาเจน 
 

กวนใน 0.5 M acetic acid  รวมกับ 11% (w/v) ammonium sulphate  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
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  หมุนเหว่ียงที่ 10,000g , 20 นาที 
 

ตะกอน(P-11 fraction)                            สวนใส 
 
 

เติม 50 mM Tris–HCl                                  เติม ammonium sulfate 
pH 7.5  ที่มี 2.2 M NaCl                                จนไดความเขมขน 20% 

 
หมุนเหว่ียงที่ 10,000g , 20 นาที                    หมุนเหวี่ยงที่ 10,000g , 20 นาที 

 
                                                    ตะกอน                                                   ตะกอน (S-11) 

 
                                  dialysis  ดวย 50 mM Tris–HCl, pH 7.5 

 
                                  หมุนเหว่ียงที่ 10,000g ,  20 นาที 

 
ตะกอนคอลลาเจน  (P-2.2 fraction)                               สวนใส 

 
           เติม NaCl จนความเขมขนสุดทายเทากับ 4.0 M 

 
             ตะกอนคอลลาเจน (S-2.2 fraction) 

 

Figure 12.  Extraction and separation process of collagen from Skate cartilage 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Mizuta  และคณะ (2003)   

 โดย พบวา P-2.2 fraction  และ S-2.2 fraction  เปนองคประกอบหลักของคอลลา
เจนในกระดูกออนครีบ Skate โดยประกอบดวยคอลลาเจน type I และ II  ตามลําดับ  สวน S-11 
fraction  เปนองคประกอบสวนนอยที่ประกอบดวยคอลลาเจน type XI 

วิธีการผลิตคอนดรอยตินซัลเฟต ซ่ึงยื่นจดลิขสิทธ U.S.  Pat. No. 4,302,577โดย 
Ruckerในป 1981  ระบุการสกัดวัตถุดิบบดที่ผานการกําจัดไขมันแลวดวยเอ็นไซมปาเปน  จากนั้น
ตกตะกอนสารคอนดรอยตินซัลเฟต (CS) ดวยสารประกอบกลุม quaternary ammonium เชน 
cetylpyridinium chloride ซ่ึงมีความจําเพาะตอ CSA และ CSC ที่สูงกวา มีประสิทธิภาพและสะดวก
กวาการตกตะกอนโดยใช acetone จากนั้นจึงแยก  CSA และ CSC โดยการใช  anion exchange resin  
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  Lagocka และคณะ (1997) ศึกษาวิธีการแยกมิวโคพอลิแซคคาไรดจากกระดูก
ออนหลอดลมวัว   เริ่มโดยการกําจัดโปรตีนจากสวนหลอดลมวัวบดดวยการยอยในสารละลาย 
1.5% เอนไซมปาเปน(3:1 v/v)  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ที่ 60˚ซ  แลวจึงตกตะกอนแยกสวนโปรตีนออก
ดวย 10% TCA แลวใชเอธทานอลตกตะกอนมิวโคพอลิแซคคารไรดทั้งหมดจากสารละลายสวนที่
เหลือ  จากนั้นแยกสวนคอนดรอยตินซัลเฟตโดยการละลายกลับตะกอนมิวโคพอลิแซคคารไรดใน 
5% calcium acetate 0.5 M acetic acid แลวตกตะกอนดวยเอทธานอลเขมขน 20, 30, 40 และ 66 %
(v/v)   ที่อุณหภูมิ 4 ˚ซ  พบวาที่ความเขมขน 20% เอทธานอลสามารถตกตะกอนคอนดรอยติน
ซัลเฟตไดมากที่สุด 

  Lou และคณะ (2002) เปรียบเทียบการสกัดคอนดรอยตินซัลเฟตจากกระดูกออน
หนาอกไก โดยใช 3 M MgCl2 และ 3 M guanidine  HCL เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง ที่
อุณหภูมิหองและ 4˚˚ซ  โดยขั้นตอนแรกสกัดโปรตีโอไกลแคนโดยใช 3 M MgCl2 และ 3 M 
guanidine HCL เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิหองและ 4˚C  จากนั้นนําสารสกัดที่ไดมา 
dialysis ดวย diH2O โดยใช dialysis tubing ขนาด MWCO 3,500  แลว freeze dry กอนนํามากําจัด
โปรตีนออกดวยเอนไซมปาเปน  หมุนเหวี่ยง(10,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4˚˚ซ    เปนเวลา 30 นาที ) เพื่อ
แยกสวนที่ไมละลายออก  จากนั้นนําสวนใสมาตกตะกอนไกลโคสอะมิโนไกลแคนดวยเอทธานอล
ปริมาตร 2  เทาของตัวอยาง  ที่อุณหภูมิ  4 ˚ซ  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง   เหวี่ยงแยกตะกอนไกลโคสอะมิ
โนไกลแคน  พบวาที่ 4˚ซ  การสกัดโดยใช MgCl2 เปนเวลา 24 ช่ัวโมง และ 48 ช่ัวโมง  ไดคอนดรอ
ยตินซัลเฟต 76.6± 3.4% และ 73.2±4.4% เมื่อเทียบกับปริมาณเริ่มตน ซ่ึงมีคาต่ํากวาการสกัดดวย 
guanidine  HCL   สวนการสกัดที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ช่ัวโมงไมพบความแตกตางระหวางผล
การสกัดดวยสารละลายทั้ง 2 ชนิด แต การสกัดดวย MgCl2 เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จะไดคอนดรอยติน
ซัลเฟต (88.4±2.6%) มากกวาการสกัดดวย guanidine HCL (82.1±1.5%)   ผลการศึกษาชี้วาการสกัด
ดวย  MgCl2 ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 48 ช่ัวโมง มีประสิทธิภาพสูงที่สุด และมีความปลอดภัยตอการ
ผลิตเพื่อบริโภคกวาการใช guanidine   

  Garnjanagoonchorn และคณะ(2006) สกัดคอนดรอยตินซัลเฟตจากกระดูกออน
ครีบปลาฉลาม  กระเบนและจระเขสวนสันอก  โคนล้ิน  หลอดลม  และซี่โครงออน  โดยใช
เอนไซมปาเปนยอยโปรตีนในกระดูกออนที่ 65˚C  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง   แยกโปรตีนออกดวยการ
ตกตะกอนดวย TCA   และแยกไกลโคสอะมิโนไกลแคนดวย Cetylpyridinium chloride 1.5 กรัมตอ
กระดูกออน 10 กรัม   กําจัด hyaluronic acid และสารประกอบ non sulfate ที่ปนอยูโดยใช 
สารละลาย 0.04 M NaCl   ละลายตะกอนดวย 2.1 M  NaCL  จากนั้นจึงใช  1 M Potassium 
thiocyanate เพื่อตกตะกอน Cetylpyridinium triocyanate    
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 Hardingham (2007) รายงานวาสารคอนครอยตินซัลเฟตซึ่งเชื่อมตอกับโปรตีน  
เมื่อถูกยอยดวยเอนไซมทริปซินจะไดช้ินสวนที่มีกลุมสายโมเลกุลคอนดรอยตินซัลเฟตเชื่อมตออยู
ประมาณ 2-10 สาย  ขณะที่การยอยดวยเอนไซมปาเปนจะไดสายของคอนดรอยตินเดี่ยวดัง Figure 
13  สวนการใชดางเจือจางจะไปตัดยอยโดยทําปฏิกิริยา ß-elimination  ตรงพันธะระหวาง xylose-
serine  ปลดปลอยคอนดรอยตินซัลเฟตเปนอิสระ 

     Gu และคณะ (1999)  ไดศึกษาวิธีสกัดแยกมิวโคพอลิแซคคารไรดซัลเฟตจาก
เพรียงหัวหอมชนิดนิ่ม (ciona intestinalis) 4 วิธีคือโดยการตมในน้ําเดือดเปนเวลา 30-180 นาท ี การ
สกัดภายใตความดัน 1.5 กก./ซม.2   ที่อุณหภูมิ 121 oซ เปนเวลา 30-180 นาที โดยการตมใน
สารละลายกรดและดาง (0.1M NaOH หรือ 0.1 M HCL ) ที่อุณหภูมิ 100 oซ  เปนเวลา 30- 180 นาที  
และการสกัดโดยการใชเอนไซมทริปซิน(25oซ  pH 7.6)   ปาเปน (25oซ  pH 6.2)  ไคโมทริปซิน 
(25oซ  pH 7.8)  โนโวไซม (50oซ  pH 5)  คอมเพล็กเอนไซม(50oซ  pH 6)  นิวเทรส (50oซ  pH 6)  
และอัลคาเลส (50oซ  pH 9)  กรองตัวอยางหลังจากสกัดดวยกระดาษกรอง  นําสวนสารละลายมา
ไดอะไลซิสดวยน้ํากล่ันเปนเวลา 24 ช่ัวโมง (เฉพาะจากการยอยดวยกรด  ดาง และเอนไซม)   และ
ระเหยแบบสุญญากาศ  แลวทําแหงที่ 50 oซ  บดเปนผงใหละเอียด(200 mesh)  ผลจากการทดลอง
พบวาการสกัดภายใตความดัน 1.5 กก./ซม.2   ที่อุณหภูมิ 121 oซ สามารถสกัดมิวโคพอลิแซคคาร
ไรดซัลเฟตไดสูงที่สุดคือ 8.6 -10.3% รองลงมาคือการสกัดโดยตมในน้ําเดือด (4.3-5.9%)  สวนการ
สกัดโดยใชกรดหรือดาง  และเอนไซมจะมีปริมาณมิวโคพอลิแซคคารไรดซัลเฟตต่ํากวา  ขณะที่
การใชเอนไซมอัลคาเลสและนิวเทรสจะสามารถสกัดไดมากกวาเอนไซมชนิดอื่นๆ คือ 5.4 % และ 
3.7 % ตามลําดับ   

 
 

Figure 13.  Proteolytic cleavage of cartilage aggrecan 
ที่มา: Hardingham (2007) 
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8.3 ขั้นตอนการบดและ/หรือทําแหง 
ผลิตภัณฑอาหารเสริมจากกระดูกออนบดหรือสารสกัดคอนดรอยตินซัลเฟตที่เปน

ผลิตภัณฑทางการคานั้น  โดยมากจะผลิตอยูในรูปผงแหงหรือแคปซูลที่บรรจุผงกระดูกออนหรือผง
ของสารสกัดคอนดรอยตินซัลเฟต  ทั้งนี้เนื่องจากการลดความชื้นสามารถชะลอหรือระงับการ
เจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรียและยังเปนการลดปริมาตรและน้ําหนักของผลิตภัณฑในการขนสง
และการเก็บรักษา ตลอดจนสะดวกตอการบริโภค  วิธีการทําแหงสําหรับสารสกัดคอนดรอยติน
ซัลเฟต ไดแก  การทําแหงแบบพนฝอย  และการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง(หรือระเหิด) การเลือก
วิธีการทําแหงตองพิจารณาจากหลายปจจัย  อันไดแก ลักษณะและคุณภาพของผลิตภัณฑที่ตองการ
ตลอดจนตนทุนการผลิต    

การบดและรอนเปนขั้นตอนสําหรับผลิตภัณฑกระดูกออนผงเพื่อใหมีขนาด
อนุภาคเล็กและมีความสม่ําเสมอ   ขนาดอนุภาคของผลิตภัณฑมีผลตอความสามารถในการละลาย
และอัตราการดูดซึมที่กระเพาะอาหาร โดยหากผลิตภัณฑมีอนุภาคใหญ ถูกดูดซึมชามีผลใหถูกยอย
สลายเปนโมเลกุลเล็กมากกวา ในขณะที่อนุภาคขนาดเล็กจะถูกดูดซึมเร็วจึงยังคงขนาดของโมเลกุล
เดิมไว   โดยทั่วไปผลิตภัณฑทางการคาจะมีขนาดของอนุภาคแตกตางกันซึ่งเปนตัวบงชี้ถึงคุณภาพ
และมีผลตอการกําหนดราคาของผลิตภัณฑ     มีขนาดอนุภาคของผลิตภัณฑกระดูกออนบดใน
ตลาดปจจุบันซึ่งผลิตจาก สุกร หรือฉลาม อยูในชวง 325-60 mesh หรือประมาณ  44 -250 ไมครอน 
(Aroma (NZ) Ltd., 1961; Jedwards International, Inc., 2005; Universal Power, 2007  
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วัตถุประสงค 

1. ศึกษาองคประกอบเคมีรวมถึงปริมาณสารคอนดรอยตินซัลเฟตและคอลลาเจนของหลอดลมไก  
เปด และนกกระจอกเทศ  เพื่อเปนขอมูลคัดเลือกวัตถุดิบ 

2.    ศึกษาวิธีการที่เหมาะสมในการผลิตผลิตภัณฑที่มีองคประกอบของสารคอนดรอยตินซัลเฟต        
และคอลลาเจนไฮโดรไลเสทจากหลอดลมสัตวปกที่คัดเลือก 

3.    ศึกษาองคประกอบทางเคมีและสมบัติของผลิตภัณฑที่ผลิตไดเปรียบเทียบกับผลิตภัณฑทางการ
คา       
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บทที่ 2 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ 

วัสดุ 
1. วัตถุดิบ 

- หลอดลมไก  ไกเนื้ออายุประมาณ 7 สัปดาห  จากโรงงานอุตสาหกรรมแปรรูปสัตวปก  
บรรจุถุงพอลิเอทธิลีน  เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20oC 

- หลอดลมเปด   เปดเนื้ออายุประมาณ 7 สัปดาห จากโรงงานอุตสาหกรรมแปรรูปสัตว
ปกบรรจุถุงพอลิเอทธิลีน  เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20oC 

- หลอดลมนกกระจอกเทศ  นกกระจอกเทศพันธุคอดํา  อายุประมาณ10-14 เดือน  จาก
ออคิดสฟารม  จังหวัดพังงา  บรรจุถุงพอลิเอทธิลีน  เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20oC 

- ผลิตภัณฑทางการคาที่ทําจากครีบฉลามและกระดูกออนสุกร (shark and porcine 
cartilage powder) 
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                                  Ostrich trachea                                                Chicken trachea 
             
 

            
                                  Duck larynx                                                    Duck trachea 
 

Figure 14.  Raw materials (poultry trachea) used in research work 
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2.  สารเคมี  ดังแสดงใน Table 9 

Table 9.  List of chemicals used in research experiments 

Chemical Company 

1. Enzyme  
PepsinA (EC 3.4.2.3.1)(806.3U/mg protein) 
Chondrotinase ABC (0.36 U/ mg solid) 

Sigma-Aldrich chemie GmbH, Spain 

Papain (EC 3.4.22.2) (3.11 U/mg) Fluka, Sigma-Aldrich ch emie GmbH, Spain 
Alcalase (2.4L FG) The East Asiatic (Thailand) PC Ltd. 
2. Chemical for analysis  
Copper sulfate 
Dibasic  sodium phosphate 
Monobasic  sodium phosphate 
Potassium sulfate 
Potassium thiocyanate 

Ajax Finecchem, Adivision of Nuplex 
Industries (Aust) Pty Ltd, New Zealand 

Sodium hydroxide LAB-SCAN 
Sodium  azide LAB-CHEM 
Hydrochloric acid Merk KGaA, Germany 
Chloramine T Merk KGaA, Germany 
4- Dimethylaminobenzaldehyde APS 
Perchloric acid Panreac Quimaca 
n-Propanal LAB-SCAN 
Ethylenediamine tetra acetic acid (EDTA) BDH, VWR international Ltd., England 
Cysteine hydrochloride Merk KGaA, Germany 
Cetylpyridinium chloride Fluka, Sigma-Aldrich chemie GmbH, Spain 
Trichloroacetic acid (TCA) Merk KGaA, Germany 
 Ajax Finecchem, Adivision of Nuplex 

Industries (Aust) Pty Ltd, New Zealand 
Tris [hydroxymethyl] aminomethane BDH, VWR international Ltd., England 
Sodium chloride (NaCl) BDH, VWR international Ltd., England 
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3.  อุปกรณ  ดงัแสดงใน Table 10 
 

 Table 10.  Instruments used in experiments 
 

Instrument Model Company/Country 
Balance BJ 1001 Pricisa, Switzerland 
Blender EM -11 Shap, Japan 
Homogenizer T25 basic IKA-Ultra Turrax, Germany 
pH meter 12DVC Satorius, germany 
Refrigerated Centrifuge Avanti J-E Bekman, USA 
Freeze dryer Dura-topTM μP FTS System, USA 
HPLC 1100 Agilent, USA 
Spectrophotometer 20 Genesye Thermo Spectronic, 

England 
Water bath W760 Memment, Germany 
Soxhlet Art915 FALC 
Rotary Evaporator N1000 Tokyo Rikakikai, Japan 
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วิธีการ 

1. ตรวจวิเคราะหองคประกอบและสัดสวนกระดูกออนของวัตถุดิบ 
 

 1.1  ตรวจสอบปริมาณองคประกอบทางเคมีของหลอดลมไก,  เปด  และนกกระจอกเทศ   
ดังนี้ 

-  ความชื้น  โดยวิธี  gravimetric  method (AOAC,  1999) 
-  เถา (AOAC,  1999) 
-  โปรตีน  โดยวิธี Kjeldahl (AOAC,  1999) 
-  ไขมัน  โดยวิธี soxhlet  fat  analysis (AOAC,  1999) 
-  คารโบไฮเดรต  โดยการหักลบปริมาณความชื้น  เถา  โปรตีน  ไขมัน จาก 100 
- แคลเซียม  และฟอสฟอรัสโดยวิธี Inductively coupled plasma optical emission 

spectrometry (ICP-OES)               
 -  คอลลาเจน  โดยวิเคราะหปริมาณ  hydroxyproline (Hyp) ดวยวิธีดัดแปลงจาก  

Kolar (1990) (ภาคผนวก 3) 
                 -  คอนดรอยตินซัลเฟตซัลเฟต (CS)โดยการเตรียมตัวอยางและสกัดคอนดรอยติน
ซัลเฟตซัลเฟตตามวิธีการของ Garnjanagoonchorn และคณะ (2006) จากนั้นวิเคราะหปริมาณ
และชนิดของคอนดรอยตินซัลเฟต โดยใช Strong Anion-exchange High Performance Liquid 
Chromatography (SAX-HPLC) ตามขั้นตอนของ Sim และคณะ (2007)  (ภาคผนวก 7) 

1.2  ตรวจสอบสัดสวนกระดูกออนของหลอดลมไก,  เปด  และนกกระจอกเทศ   ดังนี้ 
  นําหลอดลมไก เปด และนกกระจอกเทศ   มาตมในน้ําเดือด 90-95oซ เปนเวลา 
2 นาที ใชมือลอกเนื้อเยื่อดานนอก  และช่ังน้ําหนักกระดูกออน  คํานวณหารอยละสัดสวน
กระดูกออนเทียบกับวัตถุดิบเริ่มตน 

1.3  วิเคราะหชนิดของคอลลาเจน  
1.3.1 เตรียมตัวอยางโดยตัดหลอดลมสัตวปกเปนชิ้นขนาด 1 ซม.  แลวดวยการแชใน 

คลอโรฟอรม: เมทธานอล (2: 1) ที่อุณหภูมิ  20oซ เปนเวลา 1 ช่ัวโมงเพื่อกําจัดไขมัน  หลังจาก
นั้นสกัดคอลลาเจนจากหลอดลมดวยเอนไซมเปบซิน(0.5 M ในกรด อะซิติก) ที่อุณหภูมิ  4oซ 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  กอนนําไปกรองแยกสวนกากและหมุนเหวี่ยงที่ 12000 rpm เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง แลวนําสวนสารละลายไปตกตะกอนดวยเกลือความเขมขน 2.5 M  หมุนเหวี่ยงที่ 12000 
rpm เปนเวลา 1 ช่ัวโมง   ละลายตะกอนคอลลาเจนที่ไดดวย 0.5 M กรด อะซิติก จากนั้นทําการ
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ไดอะไลซิสในสารละลาย 0.1 M กรดอะซิติก ตามดวยน้ํากลั่น และนําไปทําแหงโดยการ freeze 
dry  นําสวนกากหลังจากที่สกัดเปบซินครั้งที่ 1 มาแชสารละลายดาง 0.1 M เปนเวลา 3 ช่ัวโมง 
ลางใหหมดดางกอนสกัดซ้ําอีก 2 คร้ัง ดวยเปบซินโดยใชวิธีการเดียวกับการสกัดครั้งที่ 1 

1.3.2   ตรวจสอบรูปแบบเปบไทดของคอลลาเจนโดย SDS PAGEตามวิธีการของ 
Laemmli (1970)  โดยใช 5% resolving gel  โดย load ตัวอยางคอลลาเจนที่สกัดได  และ
มาตรฐานคอลลาเจน type I and type II ลงบนเจล และทํางานดวยกระแสไฟฟา 25 มิลลิ
แอมแปร ยอมสีเจลดวย Coomassie Brilliant Blue R250 solution (0.25%) และลางสียอมดวย 
กรดอะซิติก: เมทธานอล: น้ํากลั่น (10: 40: 50)  เปนเวลา 10-15 นาที  
 

2.  ศึกษาวิธีและสภาวะในการผลิตผลิตภัณฑท่ีมีคอนดรอยตินซัลเฟตและคอลลาเจนเปน
องคประกอบ  

2.1     การกําจัดสวนประกอบอื่นๆที่ไมใชกระดูกออนจากวัตถุดิบหลอดลมสัตวปก 
 นําตัวอยางหลอดลมที่คัดเลือกจากขอ 1 ซ่ึงเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 oซ มาละลายที่

อุณหภูมิ 4 oซ  ตัดเปนชิ้นขนาดประมาณ 1 เซ็นติเมตร   แลวนําไปแยกสวนประกอบอื่นๆ โดย 
(1) ใชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  (0.05 และ 0.10 M NaOH) อัตราสวนตัวอยาง

ตอสารละลาย เทากับ 1:15 ( w/v ) กวนเปนเวลา 1  3 และ 6 ช่ัวโมง ที่ 4 -6 oซ 
(2) ใชสารละลายเอ็นไซมอัลคาเลส  0.1, 0.3 และ0.5 % (ของโปรตีนในตัวอยาง)  pH 

8  กวนเปนเวลา 1 2  3  และ 6 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ  55 oซ 
 จากนั้นกรองตัวอยางดวยผาขาวบางเพื่อแยกสารละลายออก ลางสวนกระดูกออน
หลอดลมที่ไดดวยน้ําเย็นและชั่งน้ําหนัก  

 (3)  การตมในน้ํา (90-95 ๐ซ)  เปนเวลา 2 10  30  60  และ 120  นาที  หลังจากนั้นลอก
เนื้อเยื่อสวนนอกออกดวยมือแลวช่ังน้ําหนักสวนกระดูกออนที่ได 
 นําสวนหลอดลมที่ผานการแชสารละลายดาง  เอนไซม และการตมมาวิเคราะห
ดังตอไปนี้  

  -  ปริมาณคอลลาเจนโดยวัดปริมาณ hydroxyproline ตามวิธีที่ใชในขอ 1.1   
                -  ปริมาณโปรตีน โดยวิธี Kjeldahl   
                -  ปริมาณคอนดรอยตินซัลเฟต  ตามวิธีที่ใชในขอ 1.1 
                -  คํานวณประสิทธิภาพในการกําจัดโปรตีน 
                      =    (โปรตีนในตัวอยางเริ่มตน-โปรตีนในตัวอยางหลังลาง) x 100 
                                                      โปรตีนในตัวอยางเริ่มตน  
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-  คํานวณรอยละการสูญเสีย hydroxyproline (Hyp) 
       =  (Hyp ในตัวอยางเริ่มตน-Hypในตัวอยางหลังลาง)  x 100 
                                       Hyp ในตัวอยางเริ่มตน 
 

-  นําตัวอยางหลอดลมจากการแชสารละลายเอนไซมและการตมมาหาชนิดของคอลลา
เจนโดยใชเทคนิค SDS-PAGE ตามวิธีการที่ใชในขอ 1.3.2 

 เลือกขั้นตอนที่มีประสิทธิภาพการกําจัดโปรตีนสูงสุด  ในขณะที่สูญเสีย 
hydroxyproline และคอนดรอยตินซัลเฟตต่ําสุด   เพื่อใชเตรียมวัตถุดิบสําหรับการทดลองในขอ
ตอไป 

2.2     วิธีการยอยสกัดคอนดรอยตินซัลเฟตโดยใชเอนไซมปาเปน  
   บดสวนกระดูกออนที่เตรียมโดยสภาวะที่เลือกจากขอ 2.1 ใหละเอียด  เติม
สารละลายเอนไซมปาเปน โดยใชความเขมขนเอนไซม  0.0625,  0.125, 0.25,  0.5  และ1.0% 
ของน้ําหนักกระดูกออน  จากนั้นกวนเปนเวลา 1, 3, 5, 7 และ 10 ช่ัวโมง  ที่อุณหภูมิ 65 oC หยุด
ปฏิกิริยาของเอนไซมปาเปนโดยใหความรอนที่อุณหภูมิ 95 oC เปนเวลา 2 นาที    นํามาหมุน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm  เปนเวลา 30 นาที  และแยกสวนใสและตะกอน วัดปริมาตร/ช่ัง
น้ําหนัก แยกสารละลายสวนใสสําหรับวิเคราะหโปรตีนและไฮดรอกซีโปรลีน  สวนใสที่เหลือ
ตะกอนดวย TCA เพื่อแยกโปรตีนออกแลวไดอะไลซีสดวยน้ํากลั่นกอน freeze dry จากนั้น
นําไปวิเคราะห CS  
     2.2.1  วิเคราะหปริมาณโปรตีนในสารละลายสวนใสโดยวิธีไบยูเรท (Copeland, 
1994) (ภาคผนวก 2) 
  2.2.2 วิเคราะหปริมาณไฮดรอกซโีปรลีนตามวิธีในขอ 1.1 และ คํานวณผลผลิต
คอลลาเจน (%)   

 2.2.3  วิเคราะหปริมาณคอนดรอยตินซัลเฟตตามวิธีในขอ 1.1 และ คํานวณผลผลิต
คอนดรอยตินซัลเฟต (%)   
                  2.2.4  น้ําหนกัโมเลกุลของโปรตีนที่ผานการยอยดวยเอนไซมเปปซินโดยใช  SDS-
PAGE  ตามวธีิในขอ 1.3.2 
                  2.2.5  ขนาดโมเลกุลของคอนดรอยตินซัลเฟต โดยเทคนิค PAGE  ดวยวิธีดัดแปลง
จากCowman และคณะ (1984) (ภาคผนวก 7) 
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เลือกสภาวะการยอยที่เหมาะสมโดยพจิารณาจากเปอรเซ็นตผลผลิตไฮดรอกซี
โปรลีน (คอลลาเจน) และคอนดรอยตินซลัเฟต  เพื่อเตรยีมตัวอยางผลิตภัณฑสําหรบัการตรวจ
วิเคราะหในการทดลองขอตอไป   
 

3.  ศึกษาองคประกอบทางเคมีและสมบัติของผลติภัณฑท่ีผลิตได 

  เตรียมตัวอยางผลิตภัณฑโดยการยอยตวัอยางกระดกูออนหลอดลมเปดที่ผาน
การตมและลอกเนื้อเยื่อดานนอกออก ดวยปาเปนที่ความเขมขนและเวลาที่เลือกจากการทดลอง
ขอ 2 เหวี่ยงแยกสวนที่ไดจากการยอยเปนสวนสารละลาย (soluble part) และสวนกาก 
(insoluble part) จากนั้นนําไปทําแหงดวยการ freeze dry และตรวจวิเคราะห ดังนี ้

        3.1  เปอรเซ็นตผลผลิตที่ได โดยช่ังน้าํหนักผลิตภณัฑผงแหงที่ไดและนําไปคํานวณ 
               Yield (%)  =            น้ําหนกัผลผลิต      x     100 
                                                   น้ําหนกัหลอดลมกอนยอย 

 3.2   ปริมาณองคประกอบทางเคมีของผลิตภัณฑ  
                          -  ความชื้น โดยวิธี gravimetric  method (AOAC, 1999) 

          -   เถา (AOAC, 1999) 
          -  โปรตีน โดยวิธี Kjeldahl (AOAC, 1999) 
          -  ไขมัน โดยวิธี soxhlet  fat  analysis (AOAC, 1999) 
          -  แคลเซียม ฟอสฟอรัส โซเดียม และ แมกนีเซียม โดยวิธี ICP – OES 
          -  ไฮดรอกซีโปรลีน ตามวิธีที่ใชในขอ 1.1 
          -  คอนดรอยตินซัลเฟต ตามวิธีที่ใชในขอ 1.1 

 3.3     ขนาดของคอนดรอยตินซัลเฟตเปรียบเทียบกับผลิตภัณฑทางการคา   
                      -  โดยการวิเคราะหดวย PAGE ตามวิธีที่ใชในขอ 2.2.6  

      3.4      คาการละลาย  ดัดแปลงจากวรรณวิบูลย  กาญจนกุญชร และอรุณี อิงคากุล (2548) 
 ประเมินคาการละลายของตัวอยางที่รอนผานตะแกรงขนาด 80  mesh  ที่ pH 

2.0-9.0  โดยละลายตัวอยาง 100 มิลลิกรัม ใน 100 มิลลิลิตร ของสารละลาย pH ตางๆ (ปรับ pH 
โดยใช 0.1 M HCl  และ 0.1 NaOH ) เขยาตลอดเวลา ที่ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 1 ชั่วโมง  
จากนั้นกรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 ซ่ึงอบแหงและชั่งน้ําหนักแลว  นําตะกอนพรอม
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กระดาษกรองอบที่ 105  องศาเซลเซียส  ประมาณ  6 ช่ัวโมง  หรือจนน้ําหนักคงที่  เก็บใน
โถดูดความชื้นและชั่งน้ําหนักหาปริมาณตะกอน  คํานาณ % การละลาย  ดังนี้ 

 

%  การละลาย  =  100  x  (นน. ผลิตภัณฑแหง - นน. ตะกอนบนกระดาษกรอง)
นน. ผลิตภัณฑแหง 

4. การวิเคราะหทางสถิติ 

  วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ(Completely Randomized Design, CRD) 
และจัดชุดการทดลองแบบแฟคทอเรียล (ในขอ 2.1 และ 2.2)   แตละส่ิงทดลองทําการวิเคราะห 
3 ซํ้า  วิเคราะหความแปรปรวนของขอมูลโดยใช Analysis of variance (ANOVA) ที่ระดับ
ความเชื่อมั่นรอยละ 95  และวิเคราะหความแตกตางของคาเฉลี่ยของสิ่งทดลองโดยใช  
Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)  โดยใชโปรแกรม  SPSS for Window Version 6.0 
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บทที่ 3 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 

1.  องคประกอบของวัตถุดิบ 

1.1. ปริมาณองคประกอบทางเคมีและสัดสวนกระดูกออนของหลอดลมไก เปด 
นกกระจอกเทศ  และกลองเสียงเปด 
      การศึกษาองคประกอบทางเคมีของหลอดลมไก  เปด นกกระจอกเทศ  และกลอง
เสียงเปดดังแสดงผลใน Table 11  พบวาโปรตีนเปนองคประกอบหลักของหลอดลมสัตวปกที่ศึกษา  
โดยหลอดลมนกกระจอกเทศมีปริมาณโปรตีนรวมมากที่สุดคือรอยละ 84.38±1.59   และหลอดลม
เปดมีนอยที่สุดคือรอยละ 79.19±3.96  โดยน้ําหนักแหง   หลอดลมและกลองเสียงเปดมีปริมาณเถา
สูงที่สุดคือรอยละ 11.48±0.03  และ 7.65±0.68 สอดคลองกับปริมาณแคลเซียมและฟอสฟอรัสซึ่งมี
ปริมาณมากที่สุดในกลองเสียงและหลอดลมเปดตามลําดับ  แคลเซียมและฟอสฟอรัสเปนแรธาตุที่มี
มากที่สุดในรางกายสัตวและแปรผันตามปริมาณเถา  ปริมาณแคลเซียมในกระดูกออนขึ้นกับอายุ
และชนิดของสัตว  เมื่อพิจารณาคาไฮดรอกซีโปรลีนในหลอดลมสัตวปกแตละชนิดพบวาหลอดลม
นกกระจอกเทศ มีปริมาณไฮดรอกซีโปรลีนมากที่สุด (รอยละ 7.49±0.37)  ในขณะที่กลองเสียงเปด
มีนอยที่สุด (รอยละ 4.04±0.10)   โดยท่ัวไปแลวปริมาณของไฮดรอกซีโปรลีนสัมพันธกับปริมาณ
ของคอลลาเจนแตไมสามารถบงบอกไดวาเปนคอลลาเจนชนิดใด  อยางไรก็ตามเมื่อพิจารณา
เปรียบเทียบลักษณะตัวอยางหลอดลมและกลองเสียงของเปดดังแสดงในFigure 14   จะเห็นวากลอง
เสียงมีสวนของเอ็น,  กลามเนื้อและผังผืด นอยกวาหลอดลมมากโดยเฉพาะอยางยิ่งหลอดลม
นกกระจอกเทศ  ดังนั้นปริมาณไฮดรอกซีโปรลีนที่มีมากกวาในหลอดลมจึงนาจะเปนคอลลาเจน 
type I ซ่ึงเปนองคประกอบของเนื้อเยื่อตางๆ  ที่กลาวมา   
 สารคอนดรอยตินซัลเฟตและคอลลาเจน type II เปนองคประกอบที่พบในกระดูก
ออน  ดังนั้นสัดสวนกระดูกออนในหลอดลมสัตวปกจึงเปนตัวบงชี้อยางคลาวๆถึงปริมาณของคอน
ดรอยตินซัลเฟตและคอลลาเจน type II ในตัวอยางได  จากผลการทดลองใน Table 12 พบวา
หลอดลมสัตวปกที่ศึกษามีกระดูกออนรอยละ 50  ขึ้นไป โดยหลอดลมเปดมีกระดูกออนมากที่สุด
คือรอยละ 73.05  ± 3.31   เมื่อคํานวณปริมาณรอยละของกระดูกออนหลอดลมตอตัวของสัตวปก
พบวาเปดมีกระดูกออนของหลอดลมและกลองเสียงมากที่สุดคือรอยละ 0.18  สวนนกกระจอกเทศ
และไกมีสัดสวนกระดูกออนจากหลอดลมตอน้ําหนักตัวรอยละ 0.07  และ 0.05 ของน้ําหนักตัว 
ตามลําดับ  วรรณวิบูลย  กาญจนกุญชร และอรุณี อิงคากุล (2548) ไดศึกษาปริมาณคอนดรอยติน
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ซัลเฟต  ในวัตถุดิบที่เหลือใชจากการแปรรูปสัตวน้ํา  พบวาปลาฉลาม (โรนัน) มีกระดูกออนรอยละ 
12.2 ตอน้ําหนักปลาทั้งตัว โดยเปนกระดูกออนจากสวนครีบเทากับ 21.6-23 กรัม ตอครีบ 100 กรัม    
สําหรับปลากระบางหรือปลากระเบนปากแหลมพบวามีกระดูกออนเฉลี่ยรอยละ 10.2 ของน้ําหนัก
ปลาสดทั้งตัว    นอกจากนั้นยังพบวาจระเขประกอบดวยกระดูกออนในบริเวณตางๆ คือ สันอก  
หลอดลม  โคนล้ิน  และสวนปลายขอตอรวมทั้งสวนปลายกระดูกเชิงกราน  และกระดูกซี่โครง  
เปนสัดสวนรอยละ 0.6 ของน้ําหนักจระเขทั้งตัว  โดยแยกเปนกระดูกออนจากสันอกและซี่โครง
เทากับ 0.47  กระดูกออนจากหลอดลมและกระดูกออนโคนล้ินเทากับ 0.13  ถึงแมกระดูกออน
หลอดลมเปดและไกมีสัดสวนตอน้ําหนักตัวต่ํา  แตเมื่อพิจารณาปริมาณการผลิตหรือแปรรูปสัตว
ปกของประเทศไทย (ตั้งแตป 2542-2551)  จะเห็นวามีปริมาณสูงและมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ (กรม
ปศุสัตว,  2551)  ดังนั้นจึงทําใหปริมาณกระดูกออนจากหลอดลมสัตวปกเหลานี้เพิ่มขึ้นและมี
ปริมาณที่สูงพอสําหรับการเปนวัตถุดิบในระดับอุตสาหกรรม 

ซัลเฟต  ในวัตถุดิบที่เหลือใชจากการแปรรูปสัตวน้ํา  พบวาปลาฉลาม (โรนัน) มีกระดูกออนรอยละ 
12.2 ตอน้ําหนักปลาทั้งตัว โดยเปนกระดูกออนจากสวนครีบเทากับ 21.6-23 กรัม ตอครีบ 100 กรัม    
สําหรับปลากระบางหรือปลากระเบนปากแหลมพบวามีกระดูกออนเฉลี่ยรอยละ 10.2 ของน้ําหนัก
ปลาสดทั้งตัว    นอกจากนั้นยังพบวาจระเขประกอบดวยกระดูกออนในบริเวณตางๆ คือ สันอก  
หลอดลม  โคนล้ิน  และสวนปลายขอตอรวมทั้งสวนปลายกระดูกเชิงกราน  และกระดูกซี่โครง  
เปนสัดสวนรอยละ 0.6 ของน้ําหนักจระเขทั้งตัว  โดยแยกเปนกระดูกออนจากสันอกและซี่โครง
เทากับ 0.47  กระดูกออนจากหลอดลมและกระดูกออนโคนล้ินเทากับ 0.13  ถึงแมกระดูกออน
หลอดลมเปดและไกมีสัดสวนตอน้ําหนักตัวต่ํา  แตเมื่อพิจารณาปริมาณการผลิตหรือแปรรูปสัตว
ปกของประเทศไทย (ตั้งแตป 2542-2551)  จะเห็นวามีปริมาณสูงและมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ (กรม
ปศุสัตว,  2551)  ดังนั้นจึงทําใหปริมาณกระดูกออนจากหลอดลมสัตวปกเหลานี้เพิ่มขึ้นและมี
ปริมาณที่สูงพอสําหรับการเปนวัตถุดิบในระดับอุตสาหกรรม 
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Table 11.  Chemical composition of poultry tracheas 

Composition  (% dry basis)* 
Source 

Protein*** Lipid Ash Carbohydrate** Phosphorus Calcium Hydroxyproline 
Duck trachea 66.19±0.96d 9.27±0.05a 11.48±0.03a 13.06c 0.87±0.03 4.26±0.05 4.11±0.07c

Chicken  trachea 79.19±3.96b 3.03±0.71c 2.70±0.06d 15.08b 0.250±0.02 0.07±0.00 4.95±0.0b

Ostrich  trachea 84.38±1.59a 3.99±0.1b 3.54±0.15c  8.09d 0.24±0.03 0.41±0.03 7.49±0.37a  
Duck larynx 74.65±0.62c 0.80±0.1d 7.65±0.68b 16.90a 1.62±0.11 1.48±0.39 4.04±0.1d  

 

 
 

  

* Values are expressed as means ± S.D. (n = 3).  
a,b,c,d Different superscripts in each column denote significant difference (p<0.05). 
**Calculated by 100-(proteine+lipid+ash) 
***  N Factor  = 6.25 
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Table 12.  Proportion of cartilage in poultry tracheas 
  

Source % Cartilage (wet basis) 
Duck trachea 73.05± 3.31 a

Chicken  trachea 49.20 ± 2.06 d

Ostrich  trachea 60.43 ± 3.12 b

Duck larynx 57.01 ± 1.71 c

Values are expressed as means ± S.D. (n = 3) 
a,b,c,d Different superscripts in column denote significant difference (p<0.05) 

 1.2   ปริมาณและชนิดคอนดรอยตินซัลเฟตในหลอดลม ไก, เปด, นกกระจอกเทศ และกลอง
เสียงเปด 
                    1.2.1    ปริมาณคอนดรอยตินซัลเฟต 
 จากการวิเคราะหปริมาณของคอนดรอยตินซัลเฟต(CS) ดวยเทคนิค Strong Anion 
Exchange-HPLC  พบวาหลอดลมสัตวปกที่ศึกษามีปริมาณคอนดรอยตินซัลเฟตในชวงรอยละ 
0.572±0.027 - 6.357±0.545 โดยน้ําหนักแหง  หรือหากคํานวณเปนรอยละของน้ําหนักกระดูกออน
หลอดลมพบวาอยูในชวงรอยละ 1.17-10.52  โดยท่ีหลอดลมนกกระจอกเทศมีปริมาณคอนดรอย 
ตินซัลเฟต สูงสุด และต่ําสุดในหลอดลมไกดังแสดงใน Table 13. Ganjanagoonchorn  และคณะ 
(2006)   ไดศึกษาปริมาณคอนดรอยตินซัล เฟตในกระดูกออนจากแหลงต างๆ   โดยวิ ธี 
Dimethylmethylene  blue (DMMB)  วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 525 nm พบวากระดูกออนของ
หนาอกจระเข,  หลอดลมของจระเข,  ครีบปลาฉลาม, ซ่ีโครงจระเข และปลากระเบนมีปริมาณรอย
ละ (โดยน้ําหนักแหง)  ดังนี้คือ11.55,  9.51, 9.60,  5.56 และ  5.27  นอกจากนี้ Lou และคณะ, 2002  
รายงานปริมาณคอนดรอยตินซัลเฟตในกระดูกออนหนาอกไกที่รอยละ 16.8 และกระดูกออน
หลอดลมวัว 8.8% (Lagocka, และคณะ., 1996)  ทั้งนี้ปริมาณที่แตกตางกันของคอนดรอยตินซัลเฟ
ตขึ้นอยูกับชนิด  และแหลงเนื้อเยื่อของสัตวที่แตกตางกัน  นอกจากนี้วิธีการในการวิเคราะหที่
ตางกันก็มีผลตอปริมาณของคอนดรอยตินซัลเฟตดวย 

1.2.2 ชนิดของคอนดรอยตินซัลเฟต 
  จากผลการวิเคระหชนิดของคอนดรอยตินซัลเฟตดังแสดงโดยโครมาโทแกรมของ
คอนดรอยตินซัลเฟตที่สกัดจากหลอดลมไก  เปด  นกกระจอกเทศและกลองเสียงเปดใน Figure 
15b-e  เปรียบเทียบกับสารมาตรฐานคอนดรอยติน-0-ซัลเฟต(ΔDi-0S),   คอนดรอยติน-4-ซัลเฟต
(ΔDi-4S)  และคอนดรอยติน-6-ซัลเฟต(ΔDi-6S) ใน Figure. 15a พบวาหลอดลมจากสัตวปกที่
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ศึกษาและกลองเสียงเปดมี ΔDi-4S มากกวา ΔDi-6S และ ΔDi-0S ตามลําดับ  ΔDi-4S และ ΔDi-
6S เปนมิวโคพอลีแซคคารไรดที่พบมากที่สุดในรางกายสัตวทั้งในกลามเนื้อและเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน  
โดยรูปแบบของหมูซัลเฟต (ตําแหนงและจํานวน)ที่อยูในโครงสรางของคอนดรอยตินซัลเฟตนั้น
ขึ้นอยูกับอายุ  แหลงของเนื้อเยื่อ  และลักษณะของพื้นผิวขอตอ    Sim  และคณะ (2007) รายงานวา
คอนดรอยตินจากสัตวบกจะมีสัดสวน ΔDi-4S/ΔDi-6S+ΔDi-diSs  มากกวา 1  ขณะที่คอนดรอ
ยตินจากกระดูกออนปลาฉลามซึ่งเปนแหลงจากสัตวน้ํานั้นมีสัดสวนของ ΔDi-4S/ΔDi-6S+ΔDi-
diSs  นอยกวา 1  ดังนั้นจึงเสนอวาอาจใชสัดสวนของ ΔDi-4S/ΔDi-6S+ΔDi-diSs  เปนคาจําแนก
หรือระบุแหลงของคอนดรอยตินซัลเฟตวามาจากแหลงสัตวบกหรือสัตวน้ํา  ซ่ึงจากผลการทดลองนี้
พบวาหลอดลมสัตวปกมีคอนดรอยตินไดซัลเฟตในปริมาณที่นอยมาก (ไมปรากฏบนโครมาโทแก
รม)  เมื่อคํานวณสัดสวนของ ΔDi-4S/ΔDi-6S   ในหลอดลมไก  เปด  นกกระจอกเทศ  และกลอง
เสียงเปด  พบวามีคาในชวงรอยละ 1.719-5.478  (Table 13) ซ่ึงเปนคาที่มากกวา 1  เชนเดียวกับคาที่
มีรายงานจากการศึกษาในแหลงสัตวบกอื่นๆคือโค,  ไก,  จระเข และสุกร  (กาญจนกุญชรและคณะ, 
2548;  Sim, et. al, 2005; Volpi และ Maccari,  2008) 

Table 13. Chondroitin sulfate content in poultry tracheas  

Content (% dry basis)* 
Sample 

ΔDi-0S ΔDi-6S ΔDi-4S Total CS 
ΔDi-4S/ 
ΔDi-6S 

Duck trachea 0.040±0.007c 1.016±0.048b 2.408±0.112b 3.464±0.154b 2.370±0.024 
Duck larynx 0.190±0.117b 0.889±0.063b 1.726±0.120c 2.805±0.189c 1.943±0.003 
Chicken trachea 0.023±0.009c 0.086±0.004c 0.472±0.022d 0.572±0.027d 5.478±0.057 
Ostrich  trachea 0.437±0.107a 2.177±0.115a 3.742±0.230a 6.357±0.545a 1.719±0.024 

* Values expressed as means ± S.D. (n = 3).  
a,b,c,d Different superscripts in each column denote significant difference (p<0.05)  
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Figure 15. Chromatogram of disaccharides produced by enzymatic depolymerization of 
chondroitin sulfate from (b) duck trachea, (c) chicken trachea, (d) ostrich trachea 
and (e) duck larynx compared to that of (a) standard CS where (i): ΔDi-0S, (ii): 
ΔDi-6S, and (iii): ΔDi-4S 
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1.3 ชนิดคอลลาเจน 
เนื่องจากการวิเคราะหปริมาณของไฮดรอกซีโปรลีนในหลอดลมและกลองเสียง

สัตวปกไมสามารถระบุชนิดของคอลลาเจนได ดังนั้นจึงไดใชเทคนิค SDS–PAGE ศึกษารูปแบบ
เปบไทดของคอลลาเจนที่สกัดจากตัวอยางหลอดลมสัตวปกโดยเอนไซมเปบซิน ซ่ึงในการทดลอง
เบื้องตนของการสกัดตัวอยางหลอดลมเปดและไกซํ้า 3 คร้ัง ไดรูปแบบเปปไทดของคอลลาเจน type 
I ทั้ง 3 ครั้ง จึงไดนําตัวอยางแชในสารละลายดางกอนการสกัดซ้ําครั้งที่สองเพื่อสกัดโปรตีโอไกล
แคนออกมากอนทําใหเปบซินยอยคอลลาเจน Type II ออกมาไดงายขึ้น ดังแสดงใน Figure 16 พบ
วาเปบไทดของคอลลาเจนจากหลอดลมเปดและไก ครั้งที่ 1 (lane 2 และ lane 6) ปรากฎแถบ α1[I] 

และ α2 [I] เหมือนกับคอลลาเจน type I  มาตรฐาน  ในขณะที่คอลลาเจนจากการสกัดครั้งที่ 3 (lane3 
และ lane 7)  จะปรากฏเปบไทดหลักคือ α1 [II] ของคอลลาเจน type II  สําหรับคอลลาเจนกลอง
เสียงเปดจากการสกัดดวยเปบซินครั้งที่ 1 และ 3  (lane 4 และ 5) ปรากฏเปบไทดของ  α1(II) ซ่ึง
ตรงกับคอลลาเจน type II  มาตรฐาน   นอกจากนี้พบวาชองที่มีคอลลาเจน type II ของทุกตัวอยาง 
(lane 3, 4, 5 และ 7)  ปรากฏเปบไทดขนาดเล็ก 2 แถบระหวาง ß-component และ α1(II)  คลาย
กับรูปแบบเปบไทดของคอลลาเจน type XI  ซ่ึงรายงานโดย Mizuta และคณะ(2002) ที่ศึกษาพบวา
ครีบบริเวณหนาอกของปลากระเบน(skate) มีคอลลาเจน type I และ II เปนองคประกอบหลัก  และ
มีคอลลาเจน type XI  ในปริมาณเล็กนอย  นอกจากนี้ Mendler และคณะ(1989)  รายงานวาคอลลา
เจน type XI  เปนองคประกอบของโครงขายกระดูกออนหนาอกไกเชนเดียวกับคอลลาเจน type II 
และ IX  ผลการทดลองสวนนี้จึงบงชี้วากลองเสียงเปดประกอบดวยคอลลาเจน type II เปนชนิด
หลัก  สวนหลอดลมเปดและไกจะมีทั้งคอลลาเจน type  I,  type II และ type XI ในปริมาณเล็กนอย   
ทั้งนี้เนื่องจากองคประกอบธรรมชาติของหลอดลมสัตวปกประกอบขึ้นดวย วงแหวนกระดูกออน
ชนิดไฮอะลิน 100-130  วง  ที่เชื่อมตอกันดวย fibrous connective tissue   สวนผนังหลอดลมเปน
กลามเนื้อเรียบ    ประกอบไปดวยเสนใยลกลามเนื้อ(muscle fiber)อันมีโปรตีน  myofibrils เปน
หลัก  (วิโรจน  จันทรัตน, 2537: พิสมัย  ประทุมทาน, 2542) ในขณะที่กลองเสียงเปดซ่ึงมีกระดูก
ออน(อิลาสติก)เปนโครงสรางหลักมีเพียงสวนเยื่อหุมบางๆ ไมมีสวนเนื้อเยื่อเกี่ยวพันอ่ืนๆมาก
เหมือนหลอดลม   
 การวิเคราะหปริมาณคอนดรอยตินซัลเฟตและคอลลาเจนจากการทดลองขางตน
พบวาในหลอดลมนกกระจอกเทศเปนแหลงที่มีสารทั้งสองชนิดมากที่สุด  แตเนื่องจากแหลงและ
ปริมาณหลอดลมนกกระจอกเทศของประเทศไทยยังมีจํากัด  ดังนั้นจึงไมเหมาะสมสําหรับนํามา
เปนวัตถุดิบในระดับอุตสาหกรรม  ในขณะที่หลอดลมและกลองเสียงเปด  ซ่ึงมีปริมาณคอนดรอย 
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ตินซัลเฟตรองลงมาจากนกกระจอกเทศนั้นมีปริมาณการผลิตจากอุตสาหกรรมมาก   หลอดลมและ
กลองเสียงเปดจึงนาจะเปนแหลงวัตถุดิบสําหรับการผลิตผลิตภัณฑที่มีคอนดรอยตินซัลเฟตและ
คอลลาเจนที่เหมาะสม   สําหรับใชในการศึกษาในขั้นตอนตอไป 
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Figure 16. SDS-PAGE patterns of pepsin-solubilized collagens from poultry trachea;   Lane 1: 
standard type I collagen, lane 2: duck trachea (first extract), lane 3:  duck trachea 
(third extract), lane 4: duck larynx (first extract), lane 5, duck larynx (third extract), 
lane 6, chicken trachea (first extract), lane 7: chicken trachea (third extract) and lane 
8: standard type II collagen. 

 

2. ผลของสภาวะในการผลิตท่ีมีตอคอนดรอยตินซัลเฟตและคอลลาเจนในผลิตภัณฑ 

2.1 ผลของการกําจัดสวนประกอบอื่นๆที่ไมใชกระดูกออนจากวัตถุดิบ (หลอดลมเปด) 
             เนื่องจากวัตถุดิบหลอดลมเปดประกอบดวยสวนที่เปนกระดูกออนและเนื้อเยื่อ
สวนนอกซึ่งมีโปรตีนอื่นๆ ตลอดจนคอลลาเจน type I   ดังนั้นการศึกษาแนวทางการผลิตผลิตภัณฑ
ที่มีคอนดรอยตินซัลเฟตและคอลลาเจนจึงมีขั้นตอนในการกําจัดองคประกอบอื่นๆจากกระดูกออน
เพื่อใหไดคอนดรอยตินซัลเฟตและคอลลาเจนมากที่ สุดดวยการใชโซเดียมไฮดรอกไซด  
เอนไซมอัลคาเลส  และความรอนโดยการตมแลวลอกสวนเนื้อออกจากกระดูกออน แลวนําไป
วิเคราะหและคํานวณคารอยละการกําจัดโปรตีน  รอยละการสูญเสียไฮดรอกซีโปรลีน  และรอยละ
การสูญเสียคอนดรอยตินซัลเฟต  เพื่อใชเปนคาชี้วัดในการคัดเลือกสภาวะที่เหมาะสมคือสามารถ
กําจัดโปรตีนอื่นๆ ออกจากกระดูกออนใหมากที่สุดและสูญเสียคอลลาเจน และคอนดรอยติน
ซัลเฟตนอยที่สุด เพื่อนําไปทดลองในขั้นตอนตอไป   
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 2.1.1 ผลของการใชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 
  การกวนในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.05 และ 0.1โมลาร ที่
อุณหภูมิหอง และ 4oซ เปนเวลา 1, 3 และ 6 ช่ัวโมง  ใหผลดังแสดงใน Figure 17 ซ่ึงจะเห็นวาเวลา  
อุณหภูมิ  และความเขมขนของดางที่เพิ่มขึ้นมีผลใหสามารถกําจัดโปรตีนไดเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ
(p<0.05) โดยมีรอยละการกําจัดโปรตีนอยูในชวงรอยละ 6.5-44.0   Zhang (2009)  รายงานวาการ
เพิ่มอุณหภูมิของสารละลายจะเพิ่มประสิทธิภาพการสกัดโปรตีนเนื่องจากวาเมื่ออุณหภูมิเพิ่มจะชวย
ใหการแพรของโมเลกุลเร็วขึ้นและการถายเทมวลระหวางของแข็งและของเหลวไดดีขึ้นจึงชวยเพิ่ม
ความสามารถในการละลายของโปรตีนและลดความหนืดของสารละลายดาง   
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Figure 17. Total protein removal after soaking in 0.05 M and 0.1 M NaOH for 1, 3, 6 hours at 4oC  
and room temperature (RT) 
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 เมื่อความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซด  อุณหภูมิ  และเวลาเพิ่มขึ้น สงผลใหมี
การสูญเสียไฮดรอกซีโปรลีนและคอนดรอยตินซัลเฟตมากขึ้นในลักษณะเดียวกับการกําจัดโปรตีน
อ่ืนๆ (Figure 18 และ 19)  โดยมีรอยละการสูญเสียคอนดรอยตินซัลเฟตและไฮดรอกซีโปรลีนอยู
ในชวงรอยละ 11.3 - 54.5   และ 4.5 - 24.3 ตามลําดับ Suwan  (2004)  อธิบายวาโซเดียมไฮดรอก
ไซมจะไปทําปฏิกิริยา ß-elimination ที่พันธะระหวาง xylose และ กรดอะมิโน serine หรือ 
asparagines  ซ่ึงเปนตัวเชื่อมตอระหวางสารไกลโคซามิโนไกลแคนกับโปรตีน  Herbage และคณะ 
(1977)ศึกษาผลการใชโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.2 M สกัดโปรตีโอไกลแคนจากกระดูกออน
ขอตอของวัว (อายุ 2-4 ปและลูกวัวอายุ 2 เดือน) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 4 oซ  กอนนําไป
สกัดคอลลาเจน type II พบวาสามารถกําจัดโปรตีโอไกลแคนไดถึงรอยละ 96 และ 90  ตามลําดับ   
ถึงแมในการทดลองนี้ไดลดความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซดจาก 0.2 M เปน 0.05 M  และลด
เวลาจาก 24 เปน1 ช่ัวโมง แตพบวายังคงมีผลสูญเสียคอนดรอยตินซัลเฟตคอนขางสูงทั้งนี้อาจ
เนื่องมาจากมีลักษณะตัวอยางที่แตกตางกัน  
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Figure 18. Loss of Hydroxyproline after soaking in 0.05 M and 0.1 M NaOH for 1, 3, 6 hours at 
4oC and room temperature (RT) 
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Figure 19.   Loss of  chondroitin sulfate after soaking in 0.05 M and 0.1 M NaOH for 1, 3, 6 hours 
at 4oC and room temperature (RT) 

 

  เมื่อพิจารณาเลือกสภาวะการใชดางในการกําจัดองคประกอบอื่นๆจากคาการ
สูญเสียคอนดรอย ตินซัลเฟตต่ําและสัดสวนของไฮดรอกซีโปรลีนตอโปรตีนในตัวอยางที่ไดสูง (คา
สูงบงบอกวาสามารถกําจัดโปรตีนอื่นๆ ไดมากกวาการสูญเสียคอลลาเจน)  พบวาคาสัดสวนของไฮ
ดรอกซีโปรลีนตอโปรตีนที่เหลือในตัวอยางหลังการใชสารละลายดาง 0.1 M NaOH ที่อุณหภูมิหอง 
เปนเวลา 3 และ 6 ช่ัวโมง มีคาคอนขางสูงอยูในชวง 0.089 - 0.093 (Figure 20)  แตสภาวะดังกลาวมี
ผลใหการสูญเสียคอนดรอยตินซัลเฟตสูงมาก (รอยละ 32.70-54.52)  จึงทําการศึกษาวิธีการแยก
สวนประกอบอื่นๆ  โดยใชเอนไซมและความรอนแทนการใชดางในขั้นตอนตอไป  
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Figure 20.  The ratio of hydroxyproline/protein remained in trachea samples after soaking in  
     0.05 M and 0.1 M NaOH for 1, 3, 6 hours at 4oC and room temperature (RT) 

 

 2.1.2  ผลของการใชสารละลายเอนไซมอัลคาเลส 
      การกําจัดโปรตีนเนื้อเยื่อสวนที่หุมกระดูกออนหลอดลมโดยใชเอนไซมอัล
คาเลสเขมขน 0.1%,  0.3%  และ 0.5 % ของปริมาณโปรตีนในหลอดลมเปด  ที่อุณหภูมิ 55 o ซ  เปน
เวลา 1, 2, 3 และ 6 ช่ัวโมง   พบวา เมื่อเวลาเพิ่มขึ้นสามารถกําจัดโปรตีนทั้งหมดไดมากขึ้นโดยมี
รอยละการกําจัดโปรตีนอยูในชวง 10.7- 33.1 (เทียบกับโปรตีนเริ่มตนในตัวอยาง)  อัตราการกําจัด
โปรตีนเพิ่มอยางรวดเร็วในชั่วโมงแรก  จากนั้นคอยๆ ลดลงดังแสดงใน Figure 21 และเมื่อพิจารณา
ผลของความเขมขนของเอนไซมที่เวลาการยอย 3 ช่ัวโมงขึ้นไปพบวาเมื่อความเขมขนของเอนไซม
เพิ่มขึ้นจากรอยละ 0.3  เปน  0.5  การกําจัดโปรตีนเพิ่มขึ้นมากกวาการเพิ่มความเขมขนจากรอยละ 
0.1-0.3  อยางมีนัยสําคัญ  (p<0.05)   
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Figure 21.  Total protein removal after treatment with 0.1%, 0.3% and 0.5% Alcalase for 1, 2, 3, 6 
hours at 55oC  

 

เมื่อพิจารณาการสูญเสียไฮดรอกซีโปรลีน (คอลลาเจน) ในระหวางการทรีตดวย
เอนไซม (Figure 22)   พบวาที่ระดับความเขมขนเอนไซมเทากันเมื่อเวลาเพิ่มขึ้นจะมีการสูญเสียไฮ
ดรอกซีโปรลีนมากขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) แตที่เวลาการยอยในชวง 3 ช่ัวโมงแรกการเพิ่มขึ้น
ของความเขมขนเอนไซมไมมีผลตอการสูญเสียไฮดรอกซีโปรลีน    

เมื่อความเขมขนของเอนไซมและเวลาในการยอยเพิ่มขึ้นมีการสูญเสียคอนดรอย 
ตินซัลเฟตเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) โดยมีรอยละการสูญเสียอยูในชวง 8.65-40.89  ดังแสดง
ใน Figure 23  Shin และคณะ (2006) ศึกษาการสกัดแยกมิวโคพอลิแซคคารไรดจากกระดูกออน
หนาอกไกบดแหงโดยใชเอนไซมอัลคาเลสความเขนขนรอยละ 2  ที่อุณหภูมิ 55o ซ พีเอช 8 เปน
เวลา 30 -120 นาที พบวาไดผลผลิตมิวโคพอลิแซคคารไรดซัลเฟต 72.53 - 75.78 % ที่มีคอนดรอ
ยตินซัลเฟตเปนองคประกอบอยู  22.66-26.61%   หรือคิดเปนคอนดรอยตินซัลเฟต 16.73-20.16 %   
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Figure 22. Loss of Hydroxyproline after treatment with 0.1%, 0.3% and 0.5% Alcalase for 1, 2, 3, 
6 hours at 55oC  

 
 
 

0

10

20

30

40

50

60

0 1 2 3 4 5 6 7
Time (hours)

%
Lo

ss 
of

 C
S

0.1% alcalase 0.3% alcalase 0.5% alcalase
 

Figure 23. Loss of chondroitin sulfate after treatment with 0.1%, 0.3% and 0.5% Alcalase for 1, 2,  
3, 6 hours at 55oC  
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จากการทดลองนี้พบวาลักษณะการสูญเสียคอนดรอยตินซัลเฟตจะสัมพันธกับ
ลักษณะกราฟการกําจัดโปรตีนมากกวากราฟการสูญเสียไฮดรอกซีโปรลีนกลาวคือ  มีอัตราการ
สูญเสียโปรตีนและคอนดรอยตินซัลเฟตสูงในชวง 2 ช่ัวโมงแรกแลวชะลอชาลงในขณะที่การ
สูญเสียไฮดรอกซีโปรลีนยังคงมีอัตราการเพิ่มขึ้นคอนขางคงที่บงชี้วาคอลลาเจนที่สูญเสียสวนใหญ
อาจเปนคอลลาเจนในผังผืดหรือเนื้อเยื่อที่หุมกระดูกออนดานนอก  

จาก Figure 24 พบวาสัดสวนของไฮดรอกซีโปรลีนตอโปรตีนในตัวอยาง
หลอดลมที่ใชเอนไซมที่ความเขมขน 0.1-0.5% เปนเวลา 1-6 ช่ัวโมง มีคาอยูในชวง 0.075-0.090 
โดยที่การใชเอนไซมอัลคาเลส 0.1% เปนเวลา 2 ช่ัวโมงใหคาสัดสวนของไฮดรอกซีโปรลีนตอ
โปรตีนเทากับ 0.088 และมีการสูญเสียคอนดรอยตินซัลเฟตคอนขางต่ําคือรอยละ 15.9±0.1 จึงเลือก
สภาวะดังกลาวสําหรับเตรียมตัวอยางในการศึกษาการสกัดยอยคอนดรอยตินซัลเฟตในขั้นตอน
ตอไป 
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Figure 24. The ratio of hydroxyproline/protein remained in trachea samples after treatment with 
0.1%, 0.3% and 0.5% alcalase for 1, 2, 3, 6 hours at 55oC  
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 2.1.3  ผลของการใชความรอน  
      การกําจัดสวนประกอบอื่นๆ  ออกจากกระดูกออนโดยการตมในน้ําเดือด(90-
95o ซ)  เปนเวลา 2, 10, 30,  60 และ 120  นาที  และลอกสวนเนื้อเยื่อดานนอก  พบวาหลังการตม
นาน 60 นาที  สามารถลอกเนื้อเยื่อดานนอกออกไดงาย แตหากตมนานกวา 60 นาทีจะทําให
หลอดลมเปอยยุย  อยางไรก็ตามรอยละการกําจัดโปรตีนจากตัวอยางหลังการตมที่เวลาตางๆกันไม
แตกตางกันมากคืออยูในชวงรอยละ  42.7-48.1 (Figure 25) เนื่องจากผูทดลองพยายามลอก
สวนประกอบอื่นๆ ออกมากที่สุด  ดังนั้นประสิทธิภาพการกําจัดโปรตีนจึงขึ้นอยูกับความพยายาม
ในการลอกของผูทดลองมากกวาระยะเวลาในการตม 
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Figure 25.  Total protein removal after boiling for 2, 10, 30, 60 and 120 min at 90-95oC 
  

การตมหลอดลมเปดที่ระยะเวลาตางๆ  มีผลใหสูญเสียไฮดรอกซีโปรลีนใน
ลักษณะและปริมาณที่สอดคลองกับการกําจัดโปรตีน (Figure 26)   โดยคอลลาเจนที่สูญเสียสวน
ใหญนาจะเปน type I ซ่ึงเปนคอลลาเจนที่เปนองคประกอบสวนหนึ่งของเนื้อเยื่อดานนอก อยางไรก็
ตามการศึกษาถึงลักษณะคอลลาเจนที่เหลือโดยเทคนิค SDS-PAGE ในการทดลองตอไปจะชวยระบุ
ผลของความรอนตอคอลลาเจน type II  ในกระดูกออนหลอดลมได  
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การใชวิธีการตมและลอกมีผลใหสูญเสียคอนดรอยตินซัลเฟตในปริมาณรอยละ 
0.7-0.8  ดังแสดงใน Figure 27   ซ่ึงนอยกวาการสูญเสียเมื่อใชดางและเอนไซม ผลของความรอนตอ
การสูญเสียหรือตอการสกัดสารในกลุมมิวโคพอลิแซคคารไรดซัลเฟตขึ้นกับชนิดวัตถุดิบ อุณหภูมิ 
และเวลาในการใหความรอน จากการศึกษาของ Gu และคณะ (1999)  เกี่ยวกับการสกัดแยกมิวโค
พอลิแซคคารไรดซัลเฟตจากเพรียงหัวหอมชนิดนิ่ม (Ciona intestinalis)  โดยใชวิธีการตมในน้ํา
เดือดเปนเวลา 30-180 นาทีพบวาสามารถสกัดมิวโคพอลิแซคคารไรดซัลเฟตได 4.3-5.9%   Shin 
และคณะ (2006) ไดศึกษาการสกัดแยกมิวโคพอลิแซคคารไรดจากกระดูกออนหนาอกไกบดแหง
โดยการตมในน้ําเดือดเปนเวลา 30 -120 นาที พบวาไดผลผลิตมิวโคพอลิแซคคารไรด 34.74 - 
40.09% ที่มีคอนดรอยตินซัลเฟตเปนองคประกอบอยู  25.83 - 28.46%   ซ่ึงคํานวณเปนปริมาณคอน
ดรอยตินซัลเฟตไดปริมาณ 9.50 -11.41 % 
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สัดสวนของไฮดรอกซีโปรลีนตอโปรตีนจากตัวอยางที่ผานการตม มีคาอยูในชวง
รอยละ 0.085 - 0.091 (Figure 28) โดยตัวอยางที่ตมเปนเวลา 30 นาที   มีคาสัดสวนของไฮดรอกซี
โปรลีนตอโปรตีนสูงที่สุดคือ 0.091   และมีการสูญเสียคอนดรอยตินซัลเฟตคอนขางต่ําคือรอยละ 
6.94  แตการลอกหลอดลมเปดที่ตมเปนเวลา 30 นาที ยากกวาการตมเปนเวลา 1   ช่ัวโมง  ประกอบ
กับตัวอยางที่ตมเปนเวลา 1   ช่ัวโมง  มีคาสัดสวนของไฮดรอกซีโปรลีนตอโปรตีนและคารอยละ
การสูญเสียคอนดรอยตินซัลเฟตใกลเคียงกับการตมเปนเวลา 30 นาที คือ 0.089  และ 8.41 
ตามลําดับ   ดังนั้นจึงเลือกเวลาในการตมหลอดลมเปด 1  ช่ัวโมง  ในการกําจัดสวนประกอบอื่นๆ  
จากหลอดลมเพื่อนํากระดูกออนที่ไดไปใชในขั้นตอนตอไป   
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Figure 26.  Loss of Hydroxyproline after boiling for 2, 10, 30, 60 and 120 min at 90-95oC  
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Figure 27.  Loss of chondroitin sulfate after boil for 2, 10, 30, 60 and 120 min at 90-95oC 
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Figure 28.  The ratio of hydroxyproline/protein remained in trachea samples after boil for 2, 10, 

30, 60 and 120 min at 90-95oC  
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 เมื่อเปรียบเทียบผลจากการทดลองกําจัดโปรตีนอ่ืนๆ  โดยการใชวิธีที่แตกตางกัน 
3 วิธีคือการใชดาง  การใชเอนไซมอัลคาเลส  และการตมในน้ําเดือด (90-95Oซ)รวมกับลอกใน 
Table 14 พบวาวิธีการใชดางจะทําใหสูญเสียคอนดรอยตินซัลเฟตคอนขางสูงกวาวิธีการใชเอนไซม
และการตมจึงเปนวิธีที่ไมเหมาะสม  ขณะที่วิธีการใชเอนไซมอัลคาเลสสูญเสียคอนดรอยตินซัลเฟต 
ต่ํากวาแตสามารถกําจัดโปรตีนไดใกลเคียงกับการใชดาง   สวนวิธีการตมในน้ําเดือดและลอกนั้น
พบวาสามารถกําจัดโปรตีนไดมากคืออยูในชวงรอยละ 42.7-48.0 และสูญเสียคอลลาเจนไป
คอนขางสูง  แตสูญเสียคอนดรอยตินซัลเฟตในปริมาณที่คอนขางต่ํามาก  ดังนั้นในขั้นตอนตอไปจึง
ศึกษาเพื่อเปรียบเทียบการใชเอนไซมและความรอน  โดยเลือกสภาวะที่เหมาะสมที่สูญเสียคอนดรอ
ยตินซัลเฟต และคอลลาเจนนอย  แตกําจัดโปรตีนไดมากคือการใช 0.1% alcalase  เปนเวลา 2 
ช่ัวโมง  และการตมในน้ําเดือด (90-95Oซ)  เปนเวลา 1 ช่ัวโมงรวมกับการลอก   
 
Table 14.  Comparison of protein removal, hydroxyproline (Hyp) and chondroitin sulfate (CS) 

loss from duck trachea cartilage prepared by different methods 
Pretreatment Protein removal (%) Hyp loss (%) CS loss (%) 

Alkaline  6.5-44.0 4.5-24.3 11.3-54.5 
Enzyme 10.7-33.1 2.3-17.5 8.7-38.0 
Heat   42.7-48 24.6-34.9 0.7-10.8 

2.1.4 ผลของวิธีการเตรียมตอชนิดและรูปแบบคอลลาเจนในกระดูกออนหลอดลมเปด 
เนื่องจากไฮดรอกซีโปรลีนเปนตัวบงชี้สําหรับปริมาณคอลลาเจนทุกชนิด   ผลจาก

การวิเคราะหปริมาณไฮดรอกซีโปรลีนที่สูญเสียไปนั้นจึงไมสามารถระบุไดวาเปนคอลลาเจนชนิด
ใด  นอกจากนั้นเพื่อใหทราบถึงผลของ pretreatment  ตอคอลลาเจนที่เหลือในกระดูกออน  จึงได
ทําการศึกษารูปแบบของคอลลาเจนในกระดูกออนหลังการกําจัดสวนประกอบอื่นจากหลอดลมเปด
ดวยวิธีที่คัดเลือกจากขอ 2.1.2-2.1.3  คือการใชเอนไซมอัลคาเลส 0.1% เปนเวลา 2 ช่ัวโมงและ
วิธีการตมเปนเวลา 1 ช่ัวโมงรวมกับการลอก โดยเทคนิค  SDS- PAGE  ดังแสดงใน Figure 29  พบ
วาเปบไทดของคอลลาเจนที่สกัดไดจากหลอดลมที่ผานการกําจัดองคประกอบอื่นๆ  โดยใช
เอนไซมอัลคาเลส (lane2)  นั้นปรากฏแถบของเปบไทด α1(I)  ใหญขึ้นเมื่อเทียบกับคอลลาเจนจาก
หลอดลมเปดเริ่มตน (lane3)  และมีขนาดเทากับ α1ของคอลลาเจน type II (lane4)  บงชี้วาคอลลา
เจนที่ถูกกําจัดดวยเอนไซมอัลคาเลสสวนใหญเปนคอลลาเจน type I    ซ่ึงเปนคอลลาเจนที่อยูใน
สวนเนื้อเยื่อดานนนอก สวนคอลลาเจน type IIในกระดูกออนยังคงเหลืออยูในสภาพปกติ  ขณะที่
การตมและลอกเพื่อกําจัดองคประกอบอื่น พบวากระดูกออนที่ไดเมื่อนํามาสกัดคอลลาเจนดวยวิธี

   



 

2 

เดียวกัน  คอลลาเจที่ไดมีเปบไทด α1 , α2 และ ß นอยมาก (lane 1)แและมีเปบไทดขนาดเล็กที่
บริเวณ dye front   ซ่ึงบงชี้วาคอลลาเจนสวนใหญภายในกระดูกออนนั้นถูกตัดยอยเปนเปบไทด
ขนาดเล็กเมื่อผานการตมในน้ําเดือดเปนเวลา 1 ช่ัวโมง  ดังนั้นปริมาณคอลลาเจนที่สูญเสียไปจาก
การตมในผลการทดลองขอ 2.1.3 จึงอาจรวมถึง คอลลาเจน type II ในกระดูกออนดวย 
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Figure 29.  SDS-PAGE patterns of pepsin-solubilized collagens from heat treated duck trachea 

(lane 1), enzyme treated duck trachea (lane 2), compared with non-treated duck 
trachea (lane 3), standard type II collagen (II) and standard type I collagen (I). 
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2.1.5 ผลของวิธีการเตรียมตอชนิดและสัดสวนΔDi-4S/ΔDi-6Sของคอนดรอยตินใน
กระดูกออนหลอดลมเปด 
 การกําจัดองคประกอบอื่นๆ จากกระดูกออนโดยการใชดางนั้นนอกจากจะมีผลให
เกิดการสูญเสียคอนดรอยตินซัลเฟตในปริมาณสูงกวาวิธีการใชเอนไซมและความรอนแลว  ยังมีผล
ตอการเปลี่ยนแปลงปริมาณสัดสวนคอนดรอยตินซัลเฟตแตละชนิดที่เหลือในตัวอยางหลอดลมดวย
โดยเมื่อเพิ่มอุณหภูมิ  ความเขมขนของดาง และเวลาที่ใชในการแชมีผลทําใหปริมาณของ ΔDi-4S 
ลดลงอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  ดังแสดงใน Table 15  อันมีผลทําใหสัดสวนΔDi-4S/ ΔDi-6S 
ลดลงเหลือนอยกวา 1 ซ่ึงตรงขามกับวัตถุดิบเริ่มตนที่มีคาสัดสวน ΔDi-4S/ ΔDi-6S  มากกวา 1  
ขณะที่การกําจัดองคประกอบอื่นๆ โดยใชเอนไซมอัลคาเลสและความรอนนั้นยังคงมีสัดสวนของ 
ΔDi-4S/ ΔDi-6S  มากกวา 1  เชนเดิม  การลดลงของ ΔDi-4S อาจมีผลมาจากสภาวะดางมีผลตัด
ยอยสารโพลีแซคคารไรดออกเปนกลุมซัลเฟต และโมโนแซคคารไรดดังรายงานของ Gu  และคณะ 
(1999) ซ่ึงทําการสกัดสารมิวโคโพลีแซคคารไรดจากเพรียงหัวหอมชนิดออน (Ciona intestinalis)  
และพบวาการใชความรอนรวมกับกรดหรือดาง (0.1 M HCl หรือ 0.1 M NaOH) มีผลทําใหปริมาณ
มิวโคโพลีแซคคารไรดในสารสกัดลดลงเมื่อวิเคราะหดวยวิธีที่ตรวจวัดหมูซัลเฟต  ซ่ึงพวกเขา
อธิบายวาการใชกรดหรือดางอาจมีผลตัดยอยสารมิวโคพอลิแซคคารไรดซัลเฟตเปนโมโนแซคคา
ไรดและซัลเฟต   กลุมซัลเฟตที่ถูกตัดออกสูญเสียไประหวางไดอะไลซิสเกลือ   ทําใหเหลือหมู
ซัลเฟต ของคอนดรอยตินซัลเฟตที่วิเคราะหไดนอยลง  ดังนั้นผลการทดลองนี้จึงบงบอกวาการใช
คาสัดสวน ΔDi-4S/ ΔDi-6S  เปนตัวบงชี้แหลงที่มา (แหลงสัตวบกหรือสัตวน้ํา)ของคอนดรอยติน
ซัลเฟตในผลิตภัณฑที่ใชดางในการผลิตนั้นอาจไมเหมาะสมหรืออาจผิดพลาดได   
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Table 15. ΔDi-0S, ΔDi-4S,  ΔDi-6S contents and ΔDi-4S/ ΔDi-6S ratio of duck trachea after 
alkali, enzyme and heat treatments  

% Contents 
Treatment 

Time 
(Hour) CS0 CS6 CS4 

ΔDi-4S 
/ΔDi-6S 

Raw mateial        -  0.101±0.007c 0.152±0.008de 0.365±0.019a 2.410ab

1 0.093±0.001de 0.132±0.003ef 0.262±0.006 b 2.554a

3 0.099±0.000c 0.136±0.012e 0.314±0.026ab 2.298b

0.05 M 
NaOH, 

4oC 6 0.107±0.004 b 0.194±0.007c 0.145±0.028 e 0.754d

1 0.110±0.007ab 0.182±0.011 cd 0.172±0.010 d 0.944c

3 0.114±0.006a 0.183±0.010  cd 0.168±0.007d 0.918c

0.05 M 
NaOH, 

RT 6 0.110±0.007ab 0.180±0.012 d 0.162±0.010 de 0.905c

1 0.114±0.000a 0.235±0.001a 0.179±0.001cd 0.759d

3 0.108±0.001b 0.232±0.015a  0.195±0.001 c 0.801d

0.1 M 
NaOH, 

4oC 6 0.100±0.001c 0.212±0.000 b 0.168±0.001 d 0.793d

1 0.097±0.000cd 0.207±0.001b 0.164±0.001de 0.790d

3 0.090±0.001e 0.184±0.002cd 0.148±0.002 e 0.808d

0.1 M 
NaOH, 

RT 6 0.061±0.000f 0.124±0.000 f 0.100±0.000f 0.808d

Raw mateial - 0.154±0.003a 0.337±0.011a 0.555±0.002a 1.648d

1 0.072±0.031abcd 0.214±0.037b 0.450±0.008ab 2.152bcd

2 0.085±0.007abc 0.202±0.040bc 0.391±0.034bc 2.024bcd

3 0.079±0.002abcd 0.164±0.006d 0.399±0.002b 2.440b

0.1%  
Alcalase 

6 0.069±0.000abcd 0.190±0.005bcd 0.327±0.001d 1.725d

1 0.087±0.000ab 0.233±0.001ab 0.393±0.002bc 1.687d

2 0.095±0.004ab 0.204±0.003b 0.368±0.001bc 1.799cd

3 0.064±0.000bcd 0.197±0.000bc 0.356±0.000cd 1.802cd

 0.3% 
Alcalase 

6 0.091±0.046ab 0.176±0.026cd 0. 288±0.073e 1.718d

1 0.015±0.003e 0.072±0.002f 0.392±0.012bc 5.477a

2 0.058±0.004cd 0.114±0.002e 0.263±0.003e 2.302b

3 0.080±0.017abcd 0.106±0.002e 0.220±0.012f 2.075bcd

0.5% 
Alcalase 

6 0.054±0.010d 0.091±0.003ef 0.205±0.010f 2.251bc

58 
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Table 15. ΔDi-0S,  ΔDi-4S,  ΔDi-6S contents and ΔDi-4S/ ΔDi-6S ratio of duck trachea 
after alkali, enzyme and heat treatments (continued) 

% Contents 
Treatment 

Time 
(Hour) CS0 CS6 CS4 

ΔDi-4S 
/ΔDi-6S 

Raw mateial - 0.086±0.001a 0.218±0.010a 0.625±0.000a 2.871a

2 0.055±0.001b 0.164±0.002b 0.466±0.001b 2.839a

10 0.046±0.002c 0.168±0.000b 0.469±0.002b 2.784a

30 0.0043±0.001c 0.148±0.000b 0.381±0.002e 2.593b

60 0.042±0.003d 0.155±0.006c 0.428±0.001c 2.765a

Heat 
 

120 0.041±0.002d 0.151±0.002c 0.423±0.002d 2.807a

*Based on dry weight of raw material. Values expressed as means ± S.D. (n = 4).  
a,b,c,d Different superscripts in each column denote significant difference (p<0.05) 
 

2.2 ผลการยอยสกัดดรอยตินซัลเฟตจากกระดูกออนหลอดลมเปด 
  การทดลองสวนนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาสภาวะการยอยคอนดรอยตินซัลเฟตให
เปนอิสระเพื่อสงเสริมการละลายและการดูดซึมในระบบทางเดินอาหาร เนื่องจากโมเลกุลของคอน
ดรอยตินซัลเฟตเชื่อมตออยูกับโปรตีนที่เรียกวา  core protein (แกนโปรตีน)  ดวยพันธะไกลโคซิดิก
ของหนวยยอยน้ําตาลและหมูไฮดรอกซิลของอะมิโน  serine  และตรึงอยูในโครงขายของคอลลา
เจน type II  โดยการเตรียมกระดูกออนหลอดลมเปดดวยวิธีที่คัดเลือกจากขอ 2.1.2 และ 2.1.3 คือใช
เอนไซมอัลคาเลส   0.1%  เปนเวลา 2 ช่ัวโมง  หรือการตม 1 ช่ัวโมงรวมกับการลอก  จากนั้นนําไป
ยอยโดยใชเอนไซมปาเปนเขมขน 0.0625-1.0% เปนเวลา 1- 10  ช่ัวโมง  ที่อุณหภูมิ  650ซ  และ
ติดตามปริมาณและขนาดของโปรตีน  คอนดรอยตินซัลเฟต  และคอลลาเจนที่ถูกยอยเพื่อคัดเลือก
สภาวะที่เหมาะสมที่จะนําไปใชในการขั้นตอนการผลิตผลิตภัณฑตอไป 
 2.2.1 ผลผลิตโปรตีน  คอลลาเจนไฮโดรไลเสทและคอนดรอยตินซัลเฟตจากการยอย 

 กระดูกออนหลอดลมเปดที่เตรียมโดยท้ัง 2  วิธี  เมื่อยอยดวยเอนไซมปาเปนที่
ความเขมขนและระยะเวลาตางๆพบวาโปรตีน, ไฮดรอกซีโปรลีน และคอนดรอยตินซัลเฟตสวน
ใหญ (>80% ของปริมาณที่ยอยใน 10 ช่ัวโมง)  ถูกยอยในชั่วโมงแรก  เมื่อระดับความเขมขนของ
เอนไซมเพิ่มขึ้นจาก 0.0625%- 0.25% ปริมาณโปรตีน  คอลลาเจน  และคอนดรอยตินซัลเฟตที่ถูก
ยอยจากกระดูกออนหลอดลมเปดมากขึ้น  แตเมื่อระดับความเขมขนของเอนไซมเพิ่มจาก 0.25%-
1.0%  ปริมาณการยอยกลับลดลงดังแสดงใน Figure 30 และ 31   ผลผลิตหรือประสิทธิภาพการยอย
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กระดูกออนที่ลดลงเมื่อเพิ่มปริมาณเอนไซมจาก 0.25% เปน 0.5%  และ 1.0% นั้นมีสาเหตุจาก
ลักษณะการยอยของเอนไซมที่เปลี่ยนไปกลาวคือในชั่วโมงแรกปาเปนตัดยอยแบบสุมทั้งโครงสราง
ของกระดูกออน  เมื่อไดผลผลิตเปบไทดขนาดใหญซ่ึงมีกลุมของคอนดรอยตินซัลเฟตในปริมาณ
หนึ่ง  เอนไซมที่มีปริมาณสูง (> 0.25%)  จะเขายอยเปบไทดเหลานี้มากกวาการยอยสลายกระดูก
ออนซึ่งสอดคลองกับผลการศึกษาขนาดคอนดรอยตินซัลเฟตที่ไดในขอ 2.2.2  ที่พบวาการใช
เอนไซมมากกวา  0.25%  มีผลใหไดผลผลิตคอนดรอยตินซัลเฟตที่มีขนาดเล็กลง  Hardingham 
(2007)  สรุปเปรียบเทียบผลการยอยโปรตีโอไกลแคนดวยเอนไซมทริปซิน,  ปาเปน  และดางเจือ
จางวาสารคอนครอยตินซัลเฟตซึ่งเชื่อมตอกับโปรตีน  เมื่อถูกยอยดวยเอนไซมทริปซินจะได
ช้ินสวนที่มีกลุมสายโมเลกุลคอนดรอยตินซัลเฟตเชื่อมตออยูประมาณ 2-10 สาย  ขณะที่การยอย
ดวยเอนไซมปาเปนจะไดสายของคอนดรอยตินซัลเฟตเดี่ยว  สวนการใชดางเจือจางจะไปตัดยอย
โดยทําปฏิกิริยา ß-elimination  ตรงพันธะระหวาง xylose-serine  ปลดปลอยคอนดรอยตินซัลเฟต
เปนอิสระจากโปรตีน 
   

  จะเห็นไดวารอยละผลผลิตโปรตีน, ไฮดรอกซีโปรลีน และคอนดรอยตินซัลเฟต  
จากการยอยดวยเอนไซมปาเปนมีความสัมพันธแบบแปรผันตามกันเนื่องจากปาเปนเปนเอนไซม
โปรตีเนสที่สามารถยอยสายเปบไทดแบบไมเฉพาะเจาะจง  ดังนั้นจึงไปยอยสายเปบไทดคอลลาเจน
และโปรตีนที่เชื่อมตอกับสารไกลโคซามิโนไกลแคน  ทําใหสารในกลุมไกลโคซามิโนไกลแคนซึ่ง
รวมถึงคอนดรอยตินซัลเฟตถูกปลดปลอยออกมา (Suwan, 2004)  ดังนั้นการตรวจวัดผลผลิต
โปรตีนอาจเปนวิธีการติดตามการยอยคอนดรอยตินซัลเฟตอยางคราวๆได  เมื่อพิจารณาถึงผลของ 
pretreatment ตอปริมาณการยอยหรือผลผลิตโปรตีน  คอลลาเจนไฮโดรไลเสท  และคอนดรอยติน
ซัลเฟตพบวาผลผลิตไฮดรอกซีโปรลีน(คอลลาเจนไฮโดรไลเสท) จากการยอยตัวอยางหลอดลมเปด
ที่ผานการกําจัดองคประกอบอื่นๆ โดยการตมคือรอยละ 95.22±0.49 มีคาสูงกวาผลการยอยตัวอยาง
ที่ผานการกําจัดโปรตีนอ่ืนดวยเอนไซมคือ 81.19±1.43  เปนเพราะวาความรอนในการตมทําให
คอลลาเจนที่ตรึงอยูในกระดูกออนบางสวนถูกไฮโดรไลซ (Figure 29) มีผลใหถูกยอยโดยเอนไซม
ปาเปนไดงายขึ้น  สําหรับปริมาณการยอยโปรตีนจากตัวอยางหลอดลมเปดที่ผานการใชเอนไซม 
(89.17±0.96)  มีคาสูงกวาตัวอยางที่ผานการตม (78.11±0.19) เนื่องจากโปรตีนเหลานั้นเปนโปรตีน
อ่ืนๆ ในสวนที่หุมกระดูกออนที่ยังหลงเหลือจึงอาจถูกยอยไดมากกวาแตไมมีผลหรือไมสอดคลอง
กับการเพิ่มปริมาณการยอยคอนดรอยตินซัลเฟตจากกระดูกออน     
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Figure 30.  Protein, hydroxyproline (Hyp) and chondroitin sulfate (CS) yields after digestion of 
enzyme-pretreated duck trachea with 0.0625% - 1.0% papain  at 65oC  for 1- 10  h. 
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Figure 31. Protein, hydroxyproline (Hyp) and chondroitin sulfate (CS) after digestion of heat-

pretreated duck trachea with 0.0625%-1.0% papain at 65oC for 1-10 h. 
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2.2.2 ขนาดเปบไทดและคอนดรอยตินซัลเฟตจากการยอยสกัด 
  เมื่อนําสารละลายจากการยอยกระดูกออนหลอดลมเปด (เตรียมโดยการใช
เอนไซมอัลคาเลสและการตม)  ดวยปาเปน 0.0625, 0.25 และ 1.0%  ที่เวลา 1,  5  และ 10  ช่ัวโมง  
มาตกตะกอนดวย TCA  แลวนําไปศึกษาขนาดเปบไทดของโปรตีนที่ไดดวยเทคนิค  SDS PAGE  
พบวาวิธีการเตรียมกระดูกออนไมมีผลลักษณะเปปไปไทดที่ยอยได (Figure 32 a,b)     โดยเปบไทด
ที่ไดจากการยอยสวนใหญมีขนาดโมเลกุลที่ประมาณ 24,000 Da  และพบเปบไทดที่มีขนาดโมเลกุล
ประมาณ 14,200 Da  และ 6,500 Da เล็กนอย  เปบไทดสวนใหญที่พบนาจะเปนคอลลาเจน
ไฮโดรไลเสท  เนื่องจากโปรตีนสวนใหญของสวนที่ไดจากการยอยกระดูกออนคือคอลลาเจน 
(รายละเอียดในผลการทดลอง 3.1)   สําหรับแกนโปรตีนของ aggrecan เปนโปรตีนสวนนอยและ
เปนโปรตีนที่มีขนาดเล็ก  Roughley (2006) ระบุวาแกนโปรตีนในสาย aggrecan อยูระหวางสาม
โดเมนที่เปนกลอบบูลาโปรตีนเชื่อมตอกันดวยพันธะไดซัลไฟด เรียกวา G1-3 มีคอนดรอยติน
ซัลเฟตเกาะติดเปนกิ่งกานออกไปที่ชวงบริเวณ CS1และ CS2 ซ่ึงเปนบริเวณที่มีกรดอมิโน 19 
หนวยเรียงตอซํ้ากัน 13-33ซํ้า บริเวณดังกลาวจะถูกตัดโดยกระบวนการยอยดวยเอนไซมเพื่อ
ปลดปลอยคอนดรอยตินซัลเฟต เมื่อพิจารณาผลของความเขมขนเอนไซมพบวาโปรตีนที่ไดจากการ
ใชปาเปน 0.0625% (lane1-3)  มีปริมาณเปบไทดขนาดตางๆ นอยกวาโปรตีนจากการยอยดวย
ปาเปน 0.25% (lane 4-6) และ 1.0% (lane 7-9) ตามลําดับ  แตมีกลุมโปรตีน (aggregate) ขนาดใหญ
ซ่ึงอาจเปนกลุมที่ยังเชื่อมตอกับ aggrecan ที่มีคอนดรอยตินซัลเฟตหลายๆโมเลกุลยังคงคางใน well  
ผลการทดลองขางตนบงชี้วาความเขมขนเอนไซมที่เพิ่มขึ้นมีผลใหสกัดยอยโปรตีนไดมากขึ้น   
สวนเวลาการยอยที่เพิ่มขึ้นจาก 1  ถึง 10 ช่ัวโมง  มีผลตอขนาดเปบไทดเพียงเล็กนอย  
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Figure 32.  SDS-PAGE patterns of peptides hydrolyzed from enzyme-treated (a) and heat-treated 
(b)  duck tracheas for 1, 5 and 10 h by papain 0.0625% (lane 1-3), 0. 25% (lane 4-6) 
and 1.0% (lane 7-9)    
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    ไมมีความแตกตางกันของขนาดโมเลกุลของคอนดรอยตินซัลเฟตที่ยอยสกัดได
จากกระดูกออนหลอดลมที่เตรียมดวยการใชเอนไซม (Figure 33 a,c และ 34 a,c) หรือการตม 
(Figure 33 b,d และ 34 b,d)  โดยคอนดรอยตินที่ไดจากการสกัดดวยเอนไซมปาเปน 0.0625 -1.0%  
เปนเวลา 1-10  ช่ัวโมงมีขนาดอยูในชวงเดียวกับสารมาตรฐานคอนดรอยตินซัลเฟตคือ 15,000-
40,000 Da  แตมีชวงขนาดโมเลกุลที่ใหญกวาเมื่อเทียบกับผลิตภัณฑดรอยตินซัลเฟตทางการคา  
Buzzega และคณะ (2010) ศึกษาเปรียบเทียบขนาดโมเลกุลของคอนดรอยตินซัลเฟตจากหลอดลม
ไกโดยวิธีการ HPSEC (High performance size–exclusion  liquid chromatography)และ FACE 
(Fluorphore-assised carbohydrate electrophoresis)  มีขนาดโมเลกุลเฉลี่ยประมาณ 20,540 และ 23, 
630 ตามลําดับ  และมีขนาดโมเลกุลต่ําสุดประมาณ  19,860 และ 21,760  ตามลําดับ   
  เมื่อพิจารณาที่ระดับความเขมขนปาเปนเทากันคือ 0.0625%  หรือ 1.0%  (Figure 
33 a, c หรือ 33 b, d)  เมื่อระยะเวลาในการยอยเพิ่มขึ้นไมพบความแตกตางของชวงขนาดของ
โมเลกุลคอนดรอย ตินซัลเฟต  ในขณะที่เวลาการยอยเทากันคือ 1 หรือ 10  ช่ัวโมง (Figure 34 a, c  
หรือ34 b, d ) เมื่อเพิ่มความเขมขนเอนไซมสูงถึง 0.25%  ชวงโมเลกุลของคอนดรอยตินซัลเฟตเริ่ม
เล็กลง  ทั้งนี้อาจเนื่องจากปริมาณเอนไซมที่มากเกินพอ(>0.25%) จากการยอยโปรติโอไกลแคนจาก
กระดูกออน  จะไปชวยยอยแกนโปรตีนที่เชื่อมตอกลุมคอนดรอยตินซัลเฟตในกลุม aggrecanที่ได   
ดังนั้นทําใหโอกาสที่สายคอนดรอยตินซัลเฟตจะเปนสายโมเลกุลเดี่ยวๆ  มีมากขึ้นชวงขนาด
โมเลกุลของคอนดรอยตินซัลเฟตที่ไดจึงเล็กลง  ผลจากการยอยสารโปรตีโอไกลแคนดวยเอนไซม 
(proteolytic products) ขึ้นกับตําแหนงการตัดยอยซ่ึงควบคุมโดยชนิดของเอนไซม   Hardingham 
(2007) รายงานวาเอนไซมปาเปนสามารถยอยโปรตีนที่เปนองคประกอบของโปรตีโอไกลแคน 
ปลดปลอยสายโซของคอนดรอยตินซัลเฟตออกมา ขณะที่การใชเอนไซมทริปซินนั้นจะตัดยอยได
กลุมของคอนดรอยตินซัลเฟตประมาณ 2-10  สายที่ยังเชื่อมตออยูกับแกนโปรตีน  
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d c  
 
Figure 33.  Molecular size of CS from enzyme-treated duck trachea cartilage hydrolyzed for 1, 3, 

5, 7 and 10 h (lane1-5) with 0.0625% papain (a) with 1.0% papain (c) and from heat 
treated duck trachea cartilage hydrolyzed for 1, 3, 5, 7 and 10 h (lane1-5) with 
0.0625% papain (b) with 1.0% (d) compared to standard CS 15-40 kDa (Std) and 
commercial CS product(C) on 12% polyacrylamide gel using 100 μg CS sample 

   



 

2 67 

                              
                                                               

 Std   1  2    3     4     5      C Std     1     2    3     4     5      C 
 

a b  
 
 
 
 

     
 
 
 

Std     1     2    3     4     5      C Std     1     2    3     4     5      C 

c d 
 
 
Figure 34.  Molecular size of CS  from enzyme-treated duck trachea cartilage hydrolyzed with 

0.0625%, 0.125%, 0.25%, 0.5% and 1.0% papain (lane1-5) for 1h (a) hydrolyze for 
10 h (c) and from heat-treated duck trachea cartilage hydrolyzed for 1 h (lane1-5) 
with 0.0625%, 0.125%, 0.25%, 0.5% and 1.0% papain (b) hydrolyze for 10 h (d) 
compare to standard CS 15-40 kDa (Std) and commercial CS product (C) on 12% 
polyacrylamide gel using 100 μg CS sample 
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3.  ผลผลิต องคประกอบเคมีและสมบัติของผลิตภัณฑท่ีได 

   จากการทดลองในชวงตน ไดคัดเลือกขั้นตอนการเตรียมกระดูกออนโดยกําจัด
องคประกอบอื่นดวยวิธีการตม 1ช่ัวโมงและลอกเนื้อเยื่ออ่ืนๆที่ไมใชกระดูกออนออก จากนั้นนํา
สวนที่ไดไปยอยดวยเอนไซมปาเปน 0.25% เปนเวลา 1 หรือ 10 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 65o ซ เหวี่ยงแยก
สวนที่ไดจากการยอยเปนสวนสารละลายและสวนกาก  เนื่องจากผลิตภัณฑที่ยอยดวยเอนไซม
ปาเปนเปนเวลา 10 ช่ัวโมงมีกากนอยจึงใชเฉพาะสวนสารละลาย ทุกตัวอยางถูกทําแหงดวยวิธีทํา
แหงแบบแชเยือกแข็งกอนใชในการวิเคราะหสมบัติตางๆ   
 

3.1 ผลผลิตและองคประกอบทางเคมีของผลิตภัณฑ 
    ผลผลิตของผลิตภัณฑที่มีคอนดรอยตินซัลเฟตและคอลลาเจนไฮโดรไลเสทที่ผลิต
ดวยวิธีที่กลาวมาขางตน (เทียบกับน้ําหนักหลอดลมเปดเริ่มตน) มีคาดังแสดงใน Table 16 
ผลิตภัณฑจากการยอยดวยปาเปน 10 ช่ัวโมงมีผลผลิตสวนที่เปนสารละลาย (รอยละ46.23) มากกวา
ที่ไดจากการยอย 1 ช่ัวโมง (รอยละ33.10)    

เมื่อวิเคราะหองคประกอบเคมีของผลิตภัณฑที่ไดพบวา ผลิตภัณฑทุกตัวอยางมี
โปรตีนเปนองคประกอบหลัก (52.32±2.43 - 75.00±1.92) ดังแสดงใน Table 17  โดยในผลิตภัณฑ
ที่มาจากสวนละลาย (soluble part) มีปริมาณโปรตีนสูงกวาสวนกากซึ่งมีเถาสูงคือรอยละ 
27.84±0.85  ซ่ึงปริมาณเถาสัมพันธกับปริมาณแคลเซียมและฟอสฟอรัสดังแสดงใน  Table 18  
สําหรับแรธาตุโซเดียมมีมากขึ้นในผลิตภัณฑจากการยอยนาน 10 ช่ัวโมง  อาจเปนสวนที่มาจาก
โซเดียมไฮดรอกไซด ที่ใชปรับพีเอชระหวางการยอย  เมื่อพิจารณาปริมาณคอลลาเจนซึ่งคํานวณ
จากไฮดรอกซีโปรลีนโดยใชแฟคเตอร 8.2 (Bergman และ Loxley, 1963) พบวามีคานอยกวา
ปริมาณโปรตีนทั้งหมด (ไนโตรเจนแฟคเตอร 6.25) ไมมากนัก  Caperna และคณะ(1994)เสนอแนะ
วาในการคํานวณโปรตีนจากไนโตรเจนในตัวอยางที่มีคอลลาเจนสูงควรโดยใชแฟคเตอรที่ต่ํากวา 
6.25 เนื่องจากสัดสวนของไนโตรเจนในคอลลาเจนสูงกวาโปรตีนกลามเนื้อทั่วไป ซ่ึงในการทดลอง
นี้หากใชไนโตรเจนแฟคเตอรที่ต่ําลงกวา 6.25 ก็จะยิ่งทําใหปริมาณโปรตีนและคอลลาเจนมีคา
ใกลเคียงกันมากขึ้น บงชี้วาโปรตีนสวนใหญในผลิตภัณฑ คือคอลลาเจนไฮโดรไลเสทนั่นเอง      
 ในผลิตภัณฑที่ยอยดวยปาเปนเปนเวลา 1 หรือ 10 ช่ัวโมงมีปริมาณคอนดรอยตินซัลเฟต
รอยละ 9.71 และ10.63 ซ่ึงมากกวาในกระดูกออนหลอดลม 1.2- 1.3 เทา และมากกวาตัวอยาง
หลอดลมเปดเริ่มตนประมาณ 2.3 - 2.5 เทา (Table 17)  เมื่อละลายกลับผลิตภัณฑและแยกโปรตีน
ออกโดยการตกตะกอนดวย TCA พบวาสามารถเพิ่มคอนดรอยตินซัลเฟตเปนรอยละ 35-39.06 หรือ
ประมาณ 8-9 เทาของคอนดรอยตินซัลเฟตในหลอดลมเปดเริ่มตน  ผลิตภัณฑที่ไดสามารถนําไปใช
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ทั้งในรูปแบบการบรรจุแคปซูล  หรือเปนสวนผสมรวมกับกลูโคซามีนซึ่งเปนผลิตภัณฑทางการคา
สําหรับเสริมความแข็งแรงและลดขออักเสบทั่วไป  โดยปริมาณที่แนะนําของสารคอนดรอยติน
ซัลเฟตเพื่อใหเกิดผลในการบรรเทาอาการของโรคขออักเสบคือวันละ 1,200 มิลลิกรัม  วรรณวิบูลย  
กาญจนกุญชร และอรุณี อิงคากุล (2548) ศึกษาการผลิตผงกระดูกออนอบแหงจากกระเบน, โรนัน  
และครีบฉลามพบวาผงกระดูกออนจากครีบฉลามมีคอนดรอยตินซัลเฟตสูงสุดคือ 8.16% (dry 
basis)  รองลงมาคือครีบฉลาม (7.64%) และโรนัน (5.33%) ตามลํา ดับ    
 

Table 16.  Weight yield of hydrolysis products from duck trachea  
 

Treatments Yield (% dry basis) 
  1 h  Hydrolysate (soluble part) 33.10 
  1 h  Hydrolysate (insoluble part) 22.82 
10 h  Hydrolysate (soluble part) 46.23 
10 h  Hydrolysate (insoluble part)   9.41 

 
 

Table 17.  Comparison of major composition of duck trachea, cartilage and hydrolysis products 

Composition*  (% dry basis) 
Sample 

Protein 1  Lipid Ash Collagen2 CS 

Tracheas 73.12±0.99 5.87±0.45 11.36±0.69 44.42±0.74 4.28±0.09 
Cartilage 62.01±0.74 1.16±0.22 12.94±0.21 43.19±1.11 7.93±0.11 
1 h Hydrolysate 
(soluble part) 

75.00±1.92 1.74±0.05 4.79±0.17 61.85±0.97 9.71±0.17 

1 h Hydrolysate 
(insoluble part) 

52.32±2.43 0.09±0.01 27.84±0.85 42.30±0.75 6.65±0.08 

10 h Hydrolysate 
(soluble part) 

70.22±1.12 0.55±0.02 5.58±0.31 60.67±0.53 10.63±0.10 

* Values are expressed as means ± SD. (n = 3)  
1  N Factor =  6.25 
2  Hydroxyproline x 8.2 
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Table 18.  Major mineral content of products hydrolyzed from duck trachea cartilage 

Mineral (% w/w dry basis) 
Products 

Ca P Mg Na 
Raw material 6.43±1.24 1.37±0.22 0.15±0.05 0.48±0.09 
1 h    Hydrolysate  (soluble part) 0.44±0.03 0.05±0.02 0.08±0.002 0.39±0.01 
1 h   Hydrolysate (insoluble part) 15.10±1.59 3.42±0.40 0.12±0.03 0.48±0.06 
10 h  Hydrolysate  (soluble part) 0.23±0.01 0.02±0.01 0.05±0.00 0.72±0.02 
* Values are expressed as means ± SD. (n = 3)  
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3.2  ชนิดและขนาดของคอนดรอยตินซัลเฟต 
คอนดรอยตินซัลเฟตในผลิตภัณฑจากการยอย 10 ช่ัวโมง(lane 2)  มีขนาดเล็กกวา

คอนดรอยตินซัลเฟตในผลิตภัณฑจากการยอย 1 ช่ัวโมง (lane 1)  ดังแสดงใน Figure 35 โดยขนาด
โมเลกุลของคอนดรอยตินซลัเฟตของผลิตภัณฑที่ผลิตไดทั้ง 2 อยูในชวงเล็กกวา 40,000 Da แตไม
ต่ํากวา 15,000 Da และมขีนาดใหญกวาคอนดรอยตนิซัลเฟตทางการคา โดยทั่วไปคอนดรอยติน
ซัลเฟตในผลิตภัณฑทางการคาจะมีขนาดประมาณ 16,900 Da (NTP, 2002) Sim และคณะ(2007)ได
ศึกษาขนาดโมเลกุลของคอนดรอยตินซัลเฟตในกระดูกออนฉลามผง (shark cartilage powder : 
SCP) 8 ตัวอยาง และผลิตภัณฑสําเร็จรูป (Finished products: FP) โดยเทคนคิ Agarose gel 
electrophoresis พบวาโมเลกลุของคอนดรอยตินซัลเฟตใน SCPและใน FP มีขนาดไมต่ํากวา 15,000 
Da โดยสวนใหญมีขนาดเฉลี่ยประมาณ  40,000 Da  นอกจากนี ้Sim และคณะ(2006)ไดศึกษาขนาด
โมเลกุลของคอนดรอยตินซลัเฟตในสารสกัดที่ใชเปนสวนประกอบของอาหารเสริมเพื่อสุขภาพ
โดยใชเทคนิค HPSEC พบวา 12 ตัวอยางมีขนาดอยูในชวง  9,300 to 28,700 Da และ 7 ตัวอยางมี
ขนาดในชวง 14,000-19,000 Da  ขณะที่ 4 ตัวอยางมีขนาดใหญกวา 20,000 Da  และเพียง 1 ตัวอยาง
ที่มีขนาดเล็กกวา 10,000 Da  ขนาดของคอนดรอยตินมีความสําคัญในแงการดดูซึมโดยระบบใน
รางกาย Adebowale และคณะ (2000)ไดทําการทดลองการซึมผานของวัตถุดิบคอนดรอยตินซัลเฟต 
ทางการคาโดยใช Caco-2-cell monolayer ซ่ึงเปนที่ยอมรับวาเปนตวัแทนระบบการดูดซึมในสําไส
เล็กไดด ี พบวาสัมประสิทธิ์การซึมผานมีคาสูงขึ้นเมื่อขนาดโมเลกุลคอนดรอยตินซัลเฟตของ
ตัวอยางเล็กลงโดยขนาดของตัวอยางคอนดรอยดินซัลเฟตที่มีการนําไปศกึษาในสหรัฐอเมริกาและ
ยุโรปแลวพบวาสามารถถูกนําไปใชโดยรางกายไดและใหผลเชิงรักษาคือ 16,900 Da    
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  Std    1        2      C 
 

Figure 35.  Molecular weight of chondroitin sulfate hydrolyzed from heat treated duck trachea 
with 0.25% papain for 1 h (lane 1) and for 10 h (lane 2) compared to standard 
chondroitin sulfate of 15-40 kDa (Std) and commercial chondroitin sulfate 
product(C) 

3.3 คาการละลายของผลิตภัณฑ 
คาการละลายของผลิตภัณฑที่พีเอชตางๆ  ที่อุณหภูมิ 37oซ  ในชวงพีเอช 2-9 อาจ

เปนตัวบงชี้อยางคราวๆ ถึงความยากงายในการดูดซึมอาหารในระบบทางเดินอาหารของมนุษย   
โดยปกติพีเอชในกระเพาะอาหารมีสภาพเปนกรด pH 2-3 (ชูศักดิ์ เวชแพทย, 2540) สวนในลําไส
เล็กที่ pH 7-8 (มณี  อัศวรานนท, 2525) ผลิตภัณฑที่ผลิตไดมีโปรตีนและคอนดรอยตินซัลเฟตซึ่งมี
การดูดซึมที่ลําไสเล็กเปนหลัก  จากการศึกษาการละลายของผลิตภัณฑที่พีเอชตั้งแต 2-9 (Figure 36) 
พบวากระดูกออนหลอดลมที่ไมไดผานการยอยดวยเอนไซมปาเปน (ตัวอยางควบคุม)  มีการละลาย
ต่ําที่สุดคือรอยละ 10.26-19.15   ผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยดวยปาเปนเปนเวลา 1 หรือ 10 ช่ัวโมง 
(สวนสารละลาย)  มีคาการละลายไมแตกตางกัน(p>0.05)  ยกเวนที่พีเอช 4  โดยมีคาการละลายสูง
ที่สุดที่พีเอช 2 คือรอยละ 94.95 -  95.56  ผลิตภัณฑทุกตัวอยางมีการละลายต่ําสุดที่พีเอช 4 อาจ
เนื่องจากเปนจุดไอโซอิเล็กตริก (pI) ของโปรตีนซึ่งเปนองคประกอบสวนใหญของผลิตภัณฑ   
สําหรับสวนกากหรือสวนที่ไมละลายจากการยอยมีคาการละลายต่ํากวาสวนละลายแตสูงกวา
ตัวอยางควบคุมอยางมีนัยสําคัญ(p<0.05)    ผลการทดลองแสดงวาการยอยกระดูกออนโดยใช
เอนไซมปาเปนกอนการทําแหงมีผลเพิ่มการละลายของผลิตภัณฑทั้งในสวนที่ยังเปนกากและสวน
สารละลาย  โดยมีการละลายไดดีขึ้นทั้งสภาวะที่เปนกรดและดางซึ่งบงชี้วาผลิตภัณฑสามารถดูดซมึ
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ไดงายขึ้นหรือเร็วข้ึนทั้งในกระเพาะอาหารและสําไสเล็ก วรรณวิบูลย  กาญจนกุญชร และอรุณี อิง
คากุล (2548)ไดศึกษาคาการลายของกระดูกออนปนแหงของฉลามและกระเบนที่ผานการลวก
กระดูกสดและแยกเนื้อออก และนําไปอบแหงที่ 60 ๐ซ นาน 6 ช่ัวโมง พบวากระดูกปนแหงละลาย
ไดดีที่สุดที่พี่เอช 2 เมื่อพีเอชเพิ่มขึ้นถึง 8 การละลายจะลดลงตามลําดับ  โดยกระดูกออนปลา
กระเบนมีคาการละลายอยูในชวงรอยละ 23.31-60.58  และครีบฉลามมีคาการละลายอยูในชวงรอย
ละ21.38 – 36.89   
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Figure 36.  Solubility of  dried products at various pH 
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บทที่ 4 

บทสรุปและขอเสนอแนะ 
 

บทสรุป 

 

1.  หลอดลมนกกระจอกเทศ มีปริมาณไฮดรอกซีโปรลีนและคอนดรอยตินซัลเฟ
ตมากที่สุด แตมีขอจํากัดในเรื่องปริมาณวัตถุดิบ หลอดลมเปดซึ่งมีปริมาณคอนดรอยตินซัลเฟตมาก
รองมาจากหลอดลมนกกระจอกเทศจึงมีความเหมาะสมเปนวัตถุดิบในการผลิต  

 2.   หลอดลมของสัตวปกที่ศึกษา มีคอนดรอยติน -4-ซัลเฟตมากกวาคอนดรอ
ยติน-6-ซัลเฟตและคอนดรอยติน-0-ซัลเฟตตามลําดับ   มีคาสัดสวนของคอนดรอยติน-4-ซัลเฟตตอ
คอนดรอยติน-6-ซัลเฟตมากกวา 1 ซ่ึงเปนคอนดรอยตินซัลเฟตจากสัตวบก และประกอบดวย
คอลลาเจน type I และ type II ขณะที่กลองเสียงเปดประกอบดวยคอลลาเจน typeII เปน
องคประกอบหลัก  

 3.   การเตรียมกระดูกออนจากหลอมลมเปดการตมในน้ําเดือด (90-95OC) รวมกับ
ลอกสามารถกําจัดโปรตีนไดมากที่สุด (รอยละ 42.7-48) และสูญเสียคอนดรอยตินซัลเฟตนอยที่สุด 
แตคอลลาเจนที่ไดจากการตมถูกยอยบางสวน 

4.   สภาวะที่ใชในการยอยกระดูกออนที่ดีที่สุดคือการใชเอนไซมปาเปนเขมขน 
0.25% เปนเวลา 10 ช่ัวโมง โดยสามารถสกัดยอยคอนดรอยตินซัลเฟตไดถึงรอยละ 80  

5.  ผลผลิตจากการยอยดวยปาเปนเปนเวลา 1 และ 10 ช่ัวโมงมีปริมาณมากที่สุดคือ
รอยละ 46.23 (โดยน้ําหนักแหงหลอดลม) ผลิตภัณฑประกอบดวยโปรตีน และคอนดรอยตินซัลเฟต
เปนหลัก โดยปริมาณคอนดรอยตินซัลเฟตในผลิตภัณฑเพิ่มขึ้นจากหลอดลมเปดเริ่มตนประมาณ 
2.3-2.5 เทา และมีขนาดโมเลกุลอยูในชวง 15,000-40,000 Da  

6.   ผลิตภัณฑผงแหงจากการยอยดวยเอนไซมปาเปน 1 และ 10 ช่ัวโมงสามารถ
ละลายไดดีที่สุดที่พีเอช 2 และละลายไดต่ําสุดที่พีเอช 4 โดยมีการละลายในชวง pH 2-9 เทากับรอย
ละ 68.12 - 94.95 
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ขอเสนอแนะ 
 

 1.    ศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับใชกลองเสียงเปดในการผลิตผลิตภัณฑที่มีคอนดรอ
ยตินซัลเฟตและคอลลาเจนไฮโดรไลเสท เนื่องจากกลองเสียงเปดมีเนื้อเยื่อที่หอหุมกระดูกออนที่
สามารถกําจัดโดยการลอกไดงาย และมีปริมาณคอนดรอยตินซัลเฟตที่ใกลเคียงกับหลอดลมเปด 
นอกจากนี้ยังมี collagen type II เปนองคประกอบหลัก กลองเสียงเปดจึงเปนอีกแหลงวัตถุดิบที่
นาสนใจ  

2.    ศึกษาการใชเอนไซมโปรตีเนสอื่นๆเชนอัลคาเลส หรือความรอนรวมกับ
เอนไซม หรือ ดางในขั้นตอนการตัดยอยคอนดรอยตินซัลเฟตใหเปนอิสระจากแกนโปรตีนเพื่อเพิ่ม
ผลผลิตและ/หรือลดระยะเวลาที่ใชในการยอยดวยเอนไซมอยางเดียว  

3.   ศึกษาวิธีการผลิตคอนดรอยตินซัลเฟตที่มีความบริสุทธมากขึ้นและการนํา
ผลิตภัณฑที่ผลิตไดนําไปบรรจุแคปซูลหรืออัดเม็ด ตลอดจนการศึกษาผลของผลิตภัณฑตอการ
รักษาโรคขอกระดูกอักเสบเปรียบเทียบกับผลิตภัณฑทางการคาที่มีคอนดรอยตินจากแหลงอ่ืนๆ 
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1. การวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธี micro- Kjeldahl (ดัดแปลงจาก AOAC, 1999) 

วัสดุ  เคร่ืองมอืและอุปกรณ 
1. อุปกรณยอยโปรตีน  ประกอบดวยเตายอย  และเครื่องดกัจับไอกรด  
2. อุปกรณกล่ันโปรตีน 
3. ขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร  และขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 
4. ปเปตแบบกระเปาะ  ขนาด 5 และ 10 มิลลิลิตร 
5. บิวเรตต  ขนาด 25 มิลลิลิตร 
6. เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง 

สารเคมี 
1. โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขนรอยละ 40 
2. กรดบอริกความเขมขนรอยละ 4 
3. กรดเกลือที่มีความเขมขน 0.5 N 
4. อินดิเคเตอรเปนสารผสมระหวางเมทิลีนบลู  และโบรโมครีซอลกรีน 

วิธีการทดลอง 
       ขั้นตอนการยอย 

1. ช่ังตัวอยางหลอดลมใหไดน้าํหนักแนนอนประมาณ 3 กรัมใสในหลอดยอยและทําแบลงค 
2. ใสสารผสมคอปเปอรซัลเฟตและโพแทสเซียมซัลเฟต 5 กรัม 
3. เติมกรดซัลฟูริกเขมขน  ปริมาณ  20 มิลลิลิตร 
4. วางหลอดยอยโปรตีนในเตายอย  แลวประกอบสายยางระหวางฝาครอบ  ขวดใสดางและ

เครื่องดักจับไอกรดใหเรียบรอย 
5. เปดสวิทซเครื่องดักจับไอกรดและเตายอยแลวตั้งอุณหภมูิ 200 องศาเซลเซียส 
6. ปลอยทิ้งใหเยน็ประมาณ 30-45 นาท ี
7. นํามาถายลงในขวดปรับปรมิาตรขนาด 100 มิลลิลิตร  และใชน้ํากลั่นลางหลอดยอยให

หมดสารละลายตัวอยาง  แลวปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร เก็บไวกล่ันตอไป 
      ขั้นตอนการกลั่นและไทเทรต 

1. จัดอุปกรณกล่ันแลเปดสวิทซใหความรอน  และเปดน้ําหลอเย็นเครื่องควบแนน 
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2. นําขวดรูปชมพูขนาด 250  มิลลิลิตรซึ่งบรรจุกรดบอริกเขมขนรอนละ 4 ปริมาณ 40 
มิลลิลิตรและเติมอินดิเคเตอรเรียบรอยแลวไปรองรับขวดที่กล่ันไดโดยใหสวนปลายของ
อุปกรณควบแนนจุมลงในสารละลายกรดนี้ 

3. ดูดสารละลายตัวอยางดวยปเปตแบบกระเปาะขนาดความจุ 10 มิลลิลิตร  ใสลงในชองใส
ตัวอยาง  แลวเติมโซเดียมไฮดรอกไซดลงไป 20 มิลลิลิตร 

4. กล่ันประมาณ 10  นาที  ลางปลายอุปกรณควบนานดวยน้ํากลั่นลงในขวดรองรับ 
5. ไตเตรตสารละลายที่กล่ันไดดวยกรดเกลือที่มีความเขมขน 0.5 นอรมาล  จนสารละลาย

เปลี่ยนเปนสีมวง 
6. คํานวณหาปรมิาณโปรตีนจากสูตร 
ปริมาณโปรตีนคิดเปนรอยละโดยน้ําหนกั  =  (A-B) x N x 1.4007 x F
                                                                                            W 
เมื่อ  A = ปริมาตรกรดที่ใชไทเทรตกับตัวอยาง (มิลลิลิตร) 
        B = ปริมาตรกรดที่ใชไทเทรตกับแบลงค  (มิลลิลิตร) 
        N=  ความเขมขนของกรด (นอรมาล) 
        F=  แฟกเตอรของโปรตีนเทากับ 6.25 
        W= น้ําหนักตัวอยางเริม่ตน 
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2. การวิเคราะหโปรตีนโดยใชไบยูเรท (Copeland, 1994) 
 

วัสดุ  เคร่ืองมอืและอุปกรณ 
1. หลอดทดลอง 
2. vortex mixer 
3. เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร 

 

สารเคมี 
1. สารละลายไบยูเรท(ช่ัง CuSO4 5H2O 1.5 กรัม โซเดียมโพแทสเซียมทาเตรท 6 กรัม  เติมน้ํา

จนมีปริมาตร 500 มิลลิลิตร  กวนจนเปนเนือ้เดียวกัน  เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด
รอยละ 10  จํานวน 300  มิลลิลิตรในขณะกวน  ปรับปรมิาตรดวยน้ํากลั่นใหได 1000 
มิลลิลิตร) 

2. สารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

การเตรียมโปรตีนมาตรฐาน BSA 
   ดูดสารละลาย BSA เขมขน 10  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  จํานวน 100, 200,  300,  

400,  500  ไมโครลิตร  ปรับปริมาตรดวยน้าํกลั่นใหได  500 ไมโครลิตร  เติมสารละลายไบยเูรท 2
มิลลิลิตร  ผสมใหเขากนัดวย vortex mixer  วางทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที  วัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  540 นาโนเมตร 
 

วิธีการทดลอง 
1. ดูดสารละลายโปรตีน 500 ไมโครลิตร  ใสหลอดทดลอง 
2. เติมสารละลายไบยูเรท 2 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากันดวย vortex mixer  วางทิ้งไวที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที 
3. วัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร  คาํนวณปริมาณโดยอานคาจาก

กราฟมาตรฐาน BSA 
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y = 0.0048x + 0.0114
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 Figure 1 Standard curve of BSA content 
 

3. การวิเคราะหปริมาณไฮดรอกซีโปรลีน (ดัดแปลงจากวิธีของ Kolar, 1990) 
 

วัสดุ  เคร่ืองมอืและอุปกรณ 
1. ขวดรูปชมพูขนาด 250  มิลลิลิตร 
2. ไมโครปเปตขนาด  200  และ 1000  ไมโครลิตร 
3. หลอดทดลอง 
4. vortex  mixer 
5. เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร 
6. Oil  bath 

 

สารเคมี 
1. กรดซัลฟูริกเขมขน  7 N 
2. สารละลาย acetate  buffer:  ช่ัง Sodium acetate trihydrate มา 60 กรัม, citric acid 23 กรัม , 

sodium hydroxide 17 กรัม และดูดกรด acetic acid มา 6 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัแลวนํามา
ละลายในน้ํากลั่น 400  มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเปน 6  ดวย NaOH หลังจากนั้นปรับปรมิาตร
ใหได 500 มิลลิลิตร ใสในขวดสีชาแลวเกบ็ในตูเย็น 

3. สารละลาย Ehrlich’ s  Reagent : ช่ัง 4-dimethylaminobenzaldehyde 2.5 กรัม ปเปต 
perchloric acid มา 9 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ปเปต n-propanal มา 16 มิลลิลิตร ผสมให
เขากัน (เตรียมใหมทุกครั้งทีใ่ช) 

Concentration of BSA(mg/ml)
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4. สารละลาย Chloramine T:  ช่ัง Chloramine T มา 1.410 กรัม  แลวปเปต n-propanal และ
น้ํากลั่นมาอยางละ 10 มิลลิลิตร  ละลายใหเขากัน  หลังจากนั้นเติม acetate buffer จนได
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เก็บในตูเยน็ 

 

วิธีการวิเคราะห 
ขั้นตอนการยอย 

1. ช่ังตัวอยางหลอดลมประมาณ 3 กรัม 
2. เติมกรดซัลฟูริกเขมขน7 นอรมาล ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
3. นําตัวอยางไปยอยที่อุณหภูม ิ115 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24  ช่ัวโมง 
4. นํามาปรับ pH เปน6.5  และปริมาตรใหเปน 250  มิลลิลิตร  และกรองใชเฉพาะสวนใส 

ขั้นตอนการวัดหาปริมาณไฮดรอกซีโปรลีน 
1. ปเปตสารละลายตัวอยางที่กรองได  50 ไมโครลิตร  ลงในหลอดทดลอง  และเติมน้ํากล่ัน

ใหไดปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร 
2. ปเปต chloramine T ลงไป 500  ไมโครลิตร  ทําการผสมใหเขากนัทันทีดวยเครื่อง vortex 

mixer  หลังจากนั้นตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 25 นาที 
3. ปเปต Ehrlich’s Reagent ลงไปและผสมใหเขากันทันทีดวยเครื่อง vortex mixer  หลังจาก

นั้นนําไปแชใน water bath  ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที  
4. นําไปวดั OD ดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร  ที่ความยาวคลื่น 558 นาโนเมตร 
5. คํานวณหาปรมิาณไฮดรอกซีโปรลีนโดยเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน 

 

y = 0.1427x + 0.0304
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Figure 2.  Standard curve of  hydroxyproline content 
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6. คํานวณไฮดรอกซีโปรลีนในตัวอยางโดยสูตร 
                              

                              % ไฮดรอกซีโปรลีน =  25A
                                                                    MV 
                             เมื่อ A= ปริมาณไฮดรอกซีโปรลีนจากขอ 5 
                                    M= น้ําหนักตวัอยาง 
                                    V= ปริมาตรที่ใชในการวิเคราะหในขอ 1 (ไมโครลิตร) 
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4. การวิเคราะหหาปริมาณไขมัน (ดดัแปลงจาก AOAC., 1990) 
        

      วัสดุ  เคร่ืองมือและอุปกรณ 
1. อุปกรณชุดสกดัไขมันประกอบดวยขวดกลม  ซอคเลต  อุปกรณควบแนนและเตาใหความ

รอน 
2. หลอดใสตัวอยาง 
3. สําลี 
4. ตูอบไฟฟา 
5. เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง 
6. โถดูดความชืน้ 

         

       สารเคมี 
1.  ปโตรเลียมอีเทอร   
 

วิธีการวิเคราะห 
1.  อบขวดกลมสาํหรับหาปริมาณไขมัน  ซ่ึงมขีนาดบรรจุ 250 มิลลิลิตร  ในตูอบไฟฟา  ทิ้ง

ใหเย็นในโถดดูความชื้น  และชั่งน้ําหนักทีแ่นนอน 
2. ช่ังตัวอยางบนกระดาษกรองที่ทราบน้ําหนกั  ประมาณ 4 กรัม  แลวใสลงในขวดสําหรบัใส

ตัวอยาง  คลุมดวยสําลีเพื่อใหสารตัวทําละลายมีการกระจายอยางสม่ําเสมอ 
3. นําหลอดใสตวัอยางใสลงในซอกเลต 
4. เติมสารตัวทําละลายปโตรเลียมอีเทอรลงในขวดหาไขมนัปริมาณ 250 มิลลิลิตร  แลววาง

บนเตาใหความรอน 
5. ประกอบอุปกรณชุดสกัดไขมัน  พรอมทั้งเปดน้ําหลออุปกรณควบแนนและเปดสวิทซให

ความรอน 
6. ใชเวลาในการสกัดไขมันนาน 14 ช่ัวโมง  โดยปรับความรอนใหสารตัวทําละลายกลั่นตัว

จากอุปกรณควบแนนดวยอัตรา 150 หยดตอนาที 
7. เมื่อครบ 14 ช่ัวโมงแลว  นําหลอดใสตัวอยางออกจากซอคเลต  ทิ้งใหตัวทําละลายไหลออก

จากซอคเลตลงในขวดกลมจนหมด 
8. ระเหยตัวทําละลายออกดวยเครื่องระเหยสญุญากาศ 
9. นําขวดหาไขมนัอบในตูอบทีอุ่ณหภูมิ 80-90 องศาเซลเซียสจนแหง  ใชเวลาประมาณ 30 

นาที  ทิ้งใหเยน็ในโถดูดความชื้น 
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10. ช่ังน้ําหนกั  แลวอบซ้ํานานครั้งละ 30 นาที  จนกระทั่งผลตางของน้ําหนัก 2 คร้ังติดตอกัน
ไมเกิน 1-3 มิลลิกรัม 

11. คํานวณหาปรมิาณไขมันจากสูตรตอไปนี ้
ปริมาณไขมันคิดเปนรอยละโดยน้ําหนัก =  น้ําหนกัไขมนัหลังอบ x 100
                                                                        น้ําหนกัตัวอยางเริ่มตน 

 

5. การวิเคราะหปริมาณเถา 
 

วัสดุ  เคร่ืองมอื  และอุปกรณ 
1. เตาเผา 
2. ถวยกระเบื้องเคลือบ 
3. โถดูดความชืน้ 
4. เครื่องชั่งไฟฟา 

 

วิธีการวิเคราะห 
1. เผาถวยกระเบือ้งเคลือบในเตาเผาที่อุณหภมูิ 550 องศาเซลเซียส  เปนเวลาประมาณ 3 

ช่ัวโมง  ปดสวทิซเตาเผาแลวรอประมาณ 30-45  นาที  เพือ่ใหอุณหภูมภิายในเตาเผาลดลง
กอนแลวนําออกจากเตาเผาใสในโถดูดความชื้น  ปลอยใหเยน็จนถึงอุณหภูมิหองแลวช่ัง
น้ําหนกั 

2. เผาซ้ําอีกครั้งประมาณ 30  นาที  และกระทําเชนขอ 1 จนไดผลตางของน้ําหนกัทั้งสองครั้ง
ติดตอไมเกนิ 1-3 มิลลิกรัม 

3. ช่ังตัวอยางใหไดน้ําหนักแนนอนประมาณ 1-2 กรัม  ใสในเครื่องกระเบือ้งเคลือบซึ่งทราบ
น้ําหนกัแลว  นําไปเผาในตูควันจนหมดควัน  แลวจึงนําเขาเตาเผา  ตั้งอุณหภูมิเตาเผาไวที่ 
550 องศาเซลเซียส  และกระทําเชนเดยีวกบัขอ 1-2 

4. คํานวณหาปรมิาณเถาจากสตูร 
ปริมาณเถาคิดเปนรอยละโดยน้ําหนัก = น้ําหนักตวัอยางหลังเผา x 100 
                                                                 น้ําหนักตวัอยางเริ่มตน 
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6.  การวิเคราะหปริมาณความชื้น 
 

วัสดุ  เคร่ืองมอื  และอุปกรณ 
1. ภาชนะอลูมิเนยีมสําหรับหาความชื้น 
2. ตูอบไฟฟา 
3. โถดูดความชืน้ 
4. เครื่องชั่งไฟฟา 

 

วิธีการวิเคราะห 
1. อบภาชนะสําหรับหาความชื้นในตูอบไฟฟาที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส ขามคืน  นํา

ออกจากตูอบใสไวในโถดดูความชื้น  หลังจากนั้นชั่งหาน้ําหนกั 
2. กระทําเชนขอ 1 ซํ้า  จนไดผลตางขอน้ําหนักที่ช่ังทั้งสองครั้งติดตอกันไมเกิน 1-3 

มิลลิกรัม 
3. ช่ังตัวอยางใหไดน้ําหนักทีแ่นนอนอยางละเอียด  ประมาณ 3 กรัม  ใสในภาชนะหา

ความชื้นที่ทราบน้ําหนกัแลว 
4. นําไปอบในตูอบไฟฟาที่อุณหภูมิ 105  องศาเซลเซียส ขามคืน 
5. นําออกจากตูอบใสในโถดูดความชื้น  หลังจากนั้นชั่งหาน้ําหนกั 
6. อบซ้ําอีกครั้งประมาณ 2 ช่ัวโมงและกระทาํเชนเดิมจนไดผลตางของน้ําหนักที่ช่ังทั้งสอง

คร้ังติดตอกันไมเกิน 1-3 มิลลิกรัม 
7. คํานวณหาปรมิาณความชืน้จากสูตร 

 

รอยละปริมาณความชืน้โดยน้ําหนัก =  ผลตางของน้ําหนักตัวอยางกอนอบและหลังอบ x100 
                                                                                 น้ําหนกัตัวอยางเริ่มตน 
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7.  การวิเคราะหปริมาณและชนิดของคอนดรอยตินซัลเฟต (CS)   
 

7.1 การเตรียมและสกัดคอนดรอยตินซัลเฟต  (CS) 
 

เคร่ืองมือ  วัสดุ  และอุปกรณ 
1.  เครื่องหมุนเหวีย่ง 
2.  เครื่อง stirer 
3. ถุงไดอะไลซิสขนาด MWCO 3500  
4.  water bath 
5.  เครื่อง freeze dry 

 

สารเคมี 
1. เอนไซมปาเปน 
2. EDTA 
3. cysteine hydrochloride 
4. sodium azide 
5. Na2PO4 
6. TCA 
7. Cetylpyridinium chloride1 
8. Potassium thiocyanate 
 

วิธีการ 
เตรียมตัวอยางโดยการนําหลอดลมเปดตมเปนเวลา  2 นาที ขูดสวนที่ไมใชกระดูก

ออนออกไป และสกัดคอนดรอยตินซัลเฟต ดวยวิธีการของ Garnjanagoonchorn และคณะ (2006)  
ตามขั้นตอนตอไปนี้  

                

ตัวอยางบด 10 กรัม 
 

เติมเอนไซมปาเปน 4 มิลลิกรัม/กรัมตัวอยางใน 100 มิลลิลิตรของ Na2PO4 buffer pH 7.0 (0.005 M EDTA+     
0.005 M cysteine hydrochloride+ 0.02% sodium azide) 

 
บมที่ 65 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 

                                      2 x TCA (20% w/v) 
เก็บที่ 4 องศาเซลเซียส ขามคืน 
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หมุนเหว่ียงที่ 10,000 rpm เปนเวลา 30 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส 

                                                                     ตะกอน 
Dialyze สารละลายในน้ําเย็น เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

 
เติม Cetylpyridinium chloride 1.5 กรัม 

 
หมุนเหว่ียงที่ 10,000 rpm เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

                                                                  สารละลาย 
                                                                                       ตะกอน 

 
ลางตะกอนดวย 0.04 M NaCl 40 ml 

 
หมุนเหว่ียงที่ 10,000 rpm เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

                                                                  สารละลาย 
                                                                                        ตะกอน 

 
ละลายตะกอนดวย  2.1 M NaCl 100 ml 

 
เติม 1M Potassium thiocyanate เพื่อตกตะกอน Cetylpyridinium thiocyanate 

แลวกรองผานกระดาษกรอง whatman No. 4 
 

dialyze สารละลายที่ไดมาดวยน้ํากลั่น 
 

                                                                                      Freeze dry 
 

                                                                      สารสกัดคอนดรอยตินซัลเฟต 
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         7.2  การวิเคราะหชนิดและปริมาณคอนดรอยตนิซัลเฟต (CS) 
 

เคร่ืองมือ  วัสดุ  และอุปกรณ 
1. High Performance Liquid Chromatography  (HPLC) 
2. กระดาษกรอง 0.4  
3. กระบอกฉีดยาแบบใชแลวทิง้ 
4. vial 

 

สารเคมี 
1. Chondroitinase ABC 
2. Trizma base 
3. Sodium acetate 
4. Bovine serum albumin 

 

วิธีการ 

     ใช Strong Anion-exchange High Performance Liquid Chromatography (SAX-
HPLC) วิเคราะห   disaccharides ที่ยอยจาก CS ตามขั้นตอนของ Sim และคณะ, 2007  ดังตอไปนี ้
 

การเตรียมสารมาตรฐานคอนดรอยตนิซัลเฟต 
เตรียมสารมาตรฐานคอนดรอยตินโดยชั่งสารมาตรฐานคอนดรอยติน-0-ซัลเฟต,  

คอนดรอยติน-4-ซัลเฟต และคอนดรอยติน-6-ซัลเฟต  ที่ระดับความเขมขน 0, 50, 100, 200, 500, 
700 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ในสารละลาย บัฟเฟอร 50 mM Trizma  base กับ 60 mM sodium acetate, 
pH 8.0   
 

การเตรียมเอนไซมคอนดรอยติเนส  เอบีซี 
               เตรียมเอนไซมใหมีความเขมขน 1 mU/μl  โดยช่ังเอนไซมละลายใน diH2O  ที่มี 
BSA เขมขน 0.2%  ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  และ 50 mM Trizma  base กับ 60 mM sodium acetate, 
pH 8.0  ที่มี BSA เขมขน 0.1%  ปริมาตร 900 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากันดวย vortex mixer 
 

วิธีการวิเคราะห 
1. เตรียมสารสกัดคอนดรอยตนิซัลเฟตจากหลอดลมความเขมขนประมาณ 5 มิลลิกรัม/ 

มิลลิลิตร  โดยละลายสารสกัดคอนดรอยตนิซัลเฟตใน diH2O  
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2. ปเปตสารลายตัวอยางที่เตรียมจากขอ 1 ปริมาตร 100  ไมโครลิตร  และปเปตบัฟเฟอร 50 
mM Trizma  base กับ 60 mM sodium acetate, pH 8.0  ปริมาตร 850  ไมโครลิตร  ผสม
ใหเขากนั 

3. ปเปตสารละลายเอนไซม chondroitinase ABC เขมขน 1 mU/μl  ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากัน  นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลซียส  ขามคืน 

4. หยุดปฏิกิริยาของเอนไซมดวยการตมดวยน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที 
5. ตั้งทิ้งไวใหเยน็  และกรองดวยกระดาษกรองที่มีรูพรุน 0.4 ไมครอน 
6. นําสารละลายตัวอยาง 100 ไมโครลิตรไปวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC 
7. หาปริมาณของสารคอนดรอยตินซัลเฟตโดยอานคาจากพืน้ที่ใตกราฟของโครมาโตร 

แกรมและนําไปเทียบกับกราฟมาตรฐานคอนดรอยติน-0-ซัลเฟต, คอนดรอยติน-4-ซัลเฟต และคอน
ดรอยติน-6-ซัลเฟต 
 

y = 30.337x
R2 = 0.9937
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Figure 3 Standard curve of Chondroitin-4-sulfate content 
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y = 29.61x
R2 = 0.9988
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Figure 4 Standard curve of Chondroitin-0-sulfate content 
 

y = 21.856x
R2 = 0.9936
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Figure 5 Standard curve of Chondroitin-6-sulfate content 
 

8. คํานวณหารอยละคอนดรอยตินซัลเฟตโดยสูตร 
รอยละคอนดรอยตินซัลเฟต =  VxAx1000000 

                                                                             B 
                                  A= ปริมาณคอนดรอยตินซัลเฟตเทยีบกับกราฟมาตรฐาน 
                                  B= น้ําหนักตวัอยาง 

                                         V= ปริมาตรที่ใชในการวิเคราะห 
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8.  การวิเคราะหขนาดโมเลกลุคอนดรอยตนิซัลเฟตโดย PAGE  ดัดแปลงวิธีจาก Cowman และ
คณะ (1984) Sim และคณะ(2007)   
 

สารเคมี 
1. Azure A 
2. เมทานอล 
3. กรดอะซิติก 
4. EDTA 
5. Tris base 
6. Boric acid 
 

การเตรียมสียอม Azure A 
1.    เตรียมสารละลายกรดอะซิติกใหไดความเขมขน 1.0% โดย ตวงกรดอะซิติกมา 10 

มิลลิลิตร และปรับปริมาณดวยน้าํกลั่นจนไดปริมาตร 1 ลิตร   
2.    ช่ังสาร azure A มา 5 กรัม และละลายใน 1.0% สารละลายกรดอะซติิก 

 

Sample buffer 
1. เตรียมสารละลายซูโครส  2 M  โดยละลายใน TBE  buffer  
2. ช่ังสารโบรโมฟนอลบลู 0.002 g ละลายในสารละลายซูโครส  2 M  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

 

การเตรียม 10 x TBE Buffer 
           1.  ช่ัง Tris base 108 กรัม และ Boric acid 55 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน เติมสารละลาย 0.5 M 
EDTA pH 8.0 ปริมาตร 40 มิลลิลิตร 
           2.  ปรับ pH ของสารละลายใหเปน 8.3 และปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร 
 

การเตรียมเจล 
            1.  ปเปต Acrylamide gel (30%) ปริมาตร 6 มิลลิลิตร เติม 10 X TBE buffer 1.5 มิลลิลิตร 
เติมน้ํากลั่น 6.434 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน  
           2.  ปเปต 10% ammonium persulfate 60 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน และเติม TMED 
ปริมาตร 6 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั 
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วิธีการ  
1 เตรียมตัวอยางใหไดความเขมขน 10  มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร  โดยช่ังสารสกัดคอนดรอยติน

ซัลเฟตมาผสมกับ sample buffer  
2 โหลดตัวอยางที่เตรียมไดจากขอ 1 ลงบน 12% Acrylamide gel ประมาณ 10 ไมโครลิตร  

และทํางานดวยกระแสไฟฟา 15 มิลลิแอมแปร  ภายใต TBE buffer 
3 หลังจากนัน้นาํแผนเจลมายอมสีดวย Azur A  เปนเวลา 30 นาที 
4 ลางสียอมออกจากแผนเจลโดยสารละลายผสมของ  น้ํา : เมทานอล:กรดอะซิติก  ใน

อัตราสวน 60:30:10 เปนเวลาประมาณ 90  นาที 
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