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บทคัดย่อ  

งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาวิธีการสกดัคอลลาเจนจากเยื่อเปลือกไข่โดยสกดัดว้ย 
กรดอะซิติกความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ท่ีสภาวะแตกต่างกนัของอตัราส่วนเยื่อเปลือกไข่ต่อตวัท า
ละลายเป็น 1:10 และ 1:20 และเวลาท่ีแตกต่างกนั 24 และ 48 ชั่วโมงพร้อมทั้งศึกษาลกัษณะของ
คอลลาเจน และโปรตีนท่ีสกดัไดโ้ดยวดัค่าการดูดกลืนแสง, ความเขม้ขน้โปรตีน และ ลกัษณะของ
โปรตีนดว้ยวธีิ SDS-PAGE ผลการศึกษาพบวา่ การสกดัโดยใชส้ัดส่วนเยือ่เปลือกไข่ต่อกรดอะซิติก
ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ท่ีอตัราส่วนเยื่อเปลือกไข่ต่อตวัท าละลาย 1:20  ท่ี 48 ชัว่โมง มีปริมาณร้อย
ละผลิตผลมากท่ีสุด (3.42±0.11%) และ อตัราส่วนเยื่อเปลือกไข่ต่อตวัท าละลาย 1:10 ท่ี 24 ชัว่โมง 
ใหป้ริมาณร้อยละผลิตผลนอ้ยท่ีสุด (1.28±0.17%) จากผลการศึกษาลกัษณะคอลลาเจน และ โปรตีน
ท่ีได ้พบวา่สารสกดัคอลลาเจนทั้ง 4 สภาวะมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุด (Maximum Absorbance) ท่ี
ความยาวคล่ืนประมาณ 230 นาโนเมตร ซ่ึงเป็นค่าการดูดกลืนแสงของกรดอะมิโนไฮดรอกซีโป
รลีนท่ีพบในคอลลาเจน นอกจากน้ีในการสกดัคอลลาเจนดงักล่าว ยงัพบโปรตีนอ่ืนรวมดว้ยซ่ึงมี
มวลโมเลกุล 44-54 kDa ซ่ึงอาจเป็นไกลโคโปรตีนในเปลือกไข่ ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่า เยื่อ
เปลือกไข่ท่ีเป็นวสัดุเศษเหลือสามารถใช้เป็นแหล่งโปรตีนในการสกัดคอลลาเจน และ ไกลโค
โปรตีนไดจึ้งเป็นทางเลือกหน่ึงเพื่อน าไปประยกุตใ์ชใ้นเคร่ืองส าอางและอุตสาหกรรมอ่ืนๆ 
 
ค าส าคัญ: การสกดั/ไกลโคโปรตีน/คอลลาเจน/โปรตีน/เยือ่เปลือกไข่/ 
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Abstract 
 This research was aimed to extract collagen from eggshell membrane by acid extraction 
(0.5 M acetic acid) using different ratio of eggshell membrane: solvent (1:10, and 1:20 w/w) and 
various extraction times (24, and 48 hours) and investigate the characteristics of collagen extracts 
by measuring maximum absorbance, total protein content, and protein characteristic using SDS-
PAGE. The results showed that the collagen extracted with eggshell membrane: solvent ratio of 
1:20 for 48 hours had the highest extractable yield (3.42±0.11% dry basis) and the lowest yield 
was from the extract using the ratio of 1:10 for 24 hours (1.28±0.17% dry basis). Moreover, all 
four collagen extracts had the maximum absorbance at 230 nm that is the absorbance of 
hydroxyproline amino acid in collagen. For SDS-PAGE result, all of extracts had other protein 
that showed the protein band at 44-54 kDa as glycoprotein in eggshell. The results suggested that 
eggshell might be used as alternative source of collagen and glycoprotein and these substances 
can be used as active ingredient in cosmetic and others. 
 
Keywords: Collagen/Eggshell membrane/Extraction/Glycoprotein/Protein 
 
บทน า 

ในแต่ละปีประเทศไทยมีก าลงัการผลิตไข่ไก่อยู่ท่ี 14915.82 ลา้นฟองต่อปี มีปริมาณการ
บริโภคไข่ไก่ 14823.24 ลา้นฟองต่อปี (สมาคมผูผ้ลิต, ผูค้า้ และ ส่งออกไข่ไก่, 2559) โดยส่วนท่ี
เหลือทิ้งคือส่วนเปลือกไข่ไก่  จากการศึกษาวิจัยท่ีผ่านมามีรายงานว่าเปลือกไข่ มี เยื่อเป็น
องค์ประกอบประมาณร้อยละ 3 โดยน ้ าหนัก (ช้างเผือก, 2541) และ ภายในเยื่อของเปลือกไข่ไก่มี 
คอลลาเจนเป็นส่วนประกอบอยูโ่ดยประมาณร้อยละ 10 โดยน ้ าหนกัของเยื่อเปลือกไข่ ภายในเยื่อ
เปลือกไข่ประกอบดว้ย Collagen type I, V , และ X ตามล าดบั (Balaz, 2014) 

 คอลลาเจนเป็นโปรตีนชนิดหน่ึงท่ีพบอยูท่ ัว่ร่างกายของมนุษย ์ยกตวัอยา่งเช่น คอลลาเจน 
ในผวิหนงั ผิวหนงัของมนุษยมี์อยูด่ว้ยกนัทั้งหมด 3 ชั้น โดยชั้นท่ีมีคอลลาเจนอยูคื่อชั้นท่ี 2 หรือชั้น
ของผิวหนงัแท ้(Dermis) โดยคอลลาเจนท่ีพบในชั้นผิวหนงัแทจ้ะเป็น Collagen type I และ III อีก
ทั้ งยงัมี Collagen type VII จะกระจายอยู่ในบริเวณรอยต่อผิวหนังชั้ นหนังแท้กับหนังก าพร้า 
(Epidermis) ซ่ึงเรียกวา่ Dermal-epidermal junction คอลลาเจนเป็นสารชนิดหน่ึงท่ีมีส่วนช่วยท าให้
ผิวมีความนุ่ม อีกทั้ งยงัช่วยในเร่ืองของการลดเลือนร้ิวรอย แต่ทว่าคอลลาเจน เหล่าน้ีก็มีการ
เส่ือมสภาพ โดยการเส่ือมสภาพน้ีเกิดข้ึนจากสองปัจจยัหลกัดว้ยกนั คือ ปัจจยัภายในร่างกายอนั
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เน่ืองมาจากกาลเวลาคอลลาเจนก็จะมีการเส่ือมสภาพและมีปริมาณลดลง และ ปัจจยัภายนอก ไดแ้ก่ 
รังสี UV ในแสงแดดท่ีเป็นตวักระตุน้ใหค้อลลาเจนเกิดการเปล่ียนแปลงและเส่ือมสภาพ 

 ในปัจจุบนัจึงมีความพยายามท่ีจะคน้หาคอลลาเจนจากแหล่งอ่ืนมาทดแทนคอลลาเจนท่ี
เกิดการเส่ือมสภาพตามกาลเวลา โดยแหล่งคอลลาเจนท่ีนิยมน ามาใช ้ไดแ้ก่ คอลลาเจนจากววัและ
หมู อยา่งไรก็ตามคอลลาเจนจากแหล่งเหล่าน้ีนั้นยงัมีขอ้จ ากดัในเร่ืองของการติดต่อของโรคจากคน
สู่สัตว ์เช่น โรคปากเทา้เป่ือย, โรคววับา้ เป็นตน้ หรือ จะเป็นในเร่ืองของทางศาสนาท่ีชาวมุสลิมผู ้
นบัถือศาสนาอิสลามนั้นไม่สามารถบริโภคเน้ือหมูและใช้ผลิตภณัท์ท่ีมีส่วนผสมของหมู เป็นตน้ 
ดงันั้นในปัจจุบนัจึงมีความพยายามท่ีจะหาคอลลาเจนจากแหล่งใหม่มาทดแทน เช่น คอลลาเจนท่ี
สกดัจากเกล็ดปลา แต่ดว้ยเร่ืองของราคาท่ีสูงมาก ท าให้ยงัมีการหาคอลลาเจนจากแหล่งใหม่เพิ่มข้ึน
อีกทั้งยงัมีการศึกษาวิจยัว่าเยื่อของเปลือกไข่มีความปลอดภยัและมีโอกาสน้อยท่ีจะเกิดการแพไ้ด ้
(Ruff, 2012) ดงันั้นผูว้ิจยัจึงมีความสนใจในการศึกษาการสกดัคอลลาเจนจากเยื่อเปลือกไข่ท่ีเหลือ
ทิ้งจากการบริโภค 

 
วตัถุประสงค์ของการวจัิย 

เพื่อศึกษาการสกดัคอลลาเจนโดยใชเ้ยือ่เปลือกไข่เป็นวตัถุดิบในการสกดั 
 
ขอบเขตการศึกษา 
                ศึกษาคน้ควา้ขอ้มูลเก่ียวกบัการเตรียมคอลลาเจนจากเยื่อเปลือกไข่ ท าการสกดัคอลลาเจน
จากเยือ่เปลือกไข่ และ ทดสอบสมบติัการละลาย, ค่า pH รวมถึงลกัษณะทางกายภาพของสารสกดั, 
ทดสอบสารสกดัจากเยื่อเปลือกไข่ โดยวิเคราะห์ค่าการดูดกลืนแสงของสารสกดั รวมถึงหาความ
เขม้ขน้ของโปรตีนรวมในสารสกดัดว้ยวิธี Bradford Protein Assay และ วเิคราะห์หาคอลลาเจนดว้ย 
SDS-PAGE 
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ทบทวนวรรณกรรม 
                 ในชั้นของเยื่อเปลือกไข่ประกอบด้วยเส้นใยโปรตีนเป็นหลักอยู่ประมาณ 80-85% มี
คอลลาเจนเป็นองค์ประกอบอยู่ประมาณ 10% อีก 70-75% เป็นโปรตีนชนิดไกลโคโปรตีนท่ี
ประกอบดว้ยอนุพนัธ์ของ lysine จากการวิจยัพบวา่ในชั้นของเปลือกไข่และเยื่อเปลือกไข่มีโปรตีน
อยูม่ากกวา่ 500 ชนิด โดยในแกนกลางของเยื่อเปลือกไข่ชั้นนอกมีส่วนประกอบของ Collagen type 
I เป็นหลกั ในขณะท่ีแกนกลางของเยื่อเปลือกไข่ชั้นในมี Collagen type I & V เป็นองค์ประกอบ
หลกัส่วน Collagen type X นั้นพบอยูใ่นทั้ง 2 ชั้นของเยือ่เปลือกไข่ (Balaz, 2014)                     
 
วธีิด าเนินการวจัิย 

1. เตรียมเยื่อเปลือกไข่ น าเปลือกไข่ไก่เหลือใช้มาล้างท าความสะอาดด้วยน ้ าสะอาด แล้ว
สะเด็ดน ้าใหแ้หง้เป็นเวลา 30 นาที น าเปลือกไข่ไก่มาแช่ในกรดอะซิติกความเขม้ขน้ 0.5 โม
ลาร์ ในอตัราส่วนของเปลือกไข่ไก่ต่อกรดอะซิติกเป็น 1:16 เป็นเวลา 72 ชัว่โมง ลอกเยื่อ
ออกแลว้น ามาลา้งน ้ าให้สะอาด และน ามาอบในตูอ้บแห้ง จนแห้ง แลว้น าไปป่ันให้เป็นผง
ละเอียด  

2. สกดัคอลลาเจนจากเยื่อเปลือกไข่ท่ีสภาวะต่ออตัราส่วนเยือ่เปลือกไข่:ตวัท าละลาย  
(1:10, 1:20 w/w) ท่ีเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง 

3. ทดสอบสมบติัการละลายโดยท าการละลายสารสกดัในน ้ากลัน่ และ กรดอะซิติกความ
เขม้ขน้ 0.5 โมลาร์, ค่า pH รวมถึงลกัษณะทางกายภาพของสารสกดั 

4. น าสารสกดัท่ีละลายในน ้ากลัน่ และ กรดอะซิติกความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ มาวเิคราะห์ค่า
การดูดกลืนแสงของสารสกดัตั้งแต่ 200-700 nm โดยใชเ้คร่ือง UV-Vis Spectrophotometer 

5. วเิคราะห์หาความเขม้ขน้ของโปรตีนดว้ยวธีิ Bradford Protein Assay 
6. วเิคราะห์สารสกดัดว้ย SDS-PAGE เพื่อตรวจหา Collagen Type I ในสารสกดั 

 
ผลการวจัิยและการอภิปรายผล 
 จากการสกดัคอลลาเจนจากเยือ่เปลือกไข่ทั้ง 4 สภาวะ การสกดัโดยใชส้ัดส่วนเยื่อเปลือกไข่
ต่อกรดอะซิติกความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ ท่ีอตัราส่วนเยื่อเปลือกไข่ต่อตวัท าละลาย 1:20  ท่ี 48 ชัว่โมง 
มีปริมาณร้อยละผลิตผลมากท่ีสุด (3.42±0.11%) และ อตัราส่วนเยื่อเปลือกไข่ต่อตวัท าละลาย 1: 10 
ท่ี 24 ชั่วโมง ให้ปริมาณผลิตผลน้อยท่ีสุด (1.28±0.17%) ในส่วนของปริมาณผลิตผลท่ีได้นั้ น 
ปริมาณสัดส่วนและระยะเวลาท่ีใชใ้นการสกดัท่ีมากนั้นจะไดป้ริมาณผลิตผลร้อยละท่ีสูง ซ่ึงเป็นไป
ตามความน่าจะเป็น 

M
ae

 F
ah

 L
ua

ng
 U

niv
ers

ity



              หลงัจากละลายสารสกดัทั้ง 4 สภาวะในน ้ า และ ใน กรดอะซิติกความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ 
พบว่าสารสกดัละลายใน กรดอะซิติกแต่ไม่ละลายในน ้ า จากนั้นน าสารสกดัท่ีละลายใน กรดอะ
ซิติกไปวดัค่าการดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคล่ืน 200-700 นาโนเมตร พบวา่ ทั้ง 4 สภาวะมีค่าการ
ดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคล่ืน 230 นาโนเมตร ซ่ึงตรงกับค่าการดูดกลืนแสงของกรดอะมิ
โนไฮดรอกซีโปรลีน (Rizka Pantris et al., 2018) จากขอ้มูลดังกล่าวจึงคาดว่าภายในสารสกัดมี
คอลลาเจนเป็นส่วนประกอบ และพบวา่ค่าการดูดกลืนแสงของสารสกดัท่ีสัดส่วน 1:20 มีค่ามากสุด 
โดยปริมาณสัดส่วนท่ีมากและระยะเวลาท่ีใช้ในการสกดัท่ีมากจะให้ปริมาณคอลลาเจน สูงสุดซ่ึง
เป็นไปตามความน่าจะเป็น   

ตารางที ่1  ร้อยละผลผลิตและลกัษณะของสารสกดัคอลลาเจนและโปรตีนจากเยื่อเปลือกไข่ 

Ratio 
Time 

(hours) 
% Yield 

Max Absorbance Physical characteristics 
λ max (nm) Abs Description Solubility pH 

1:10 24 1.28±0.17a 
 

236 
 

0.070 
ผงละเอียด
สีน ้าตาล 

ละลายใน 0.5M 
กรดอะซิติก 

ไม่ละลายในน ้า 

In Acid: 
2.32 

In DI: 5.42 

1:10 48 
 

1.34±0.25a 
 

 
232 

 
0.118 

ผงละเอียด
สีน ้าตาล 

ละลายใน 0.5M 
Acetic acid 

ไม่ละลายในน ้า 

In Acid: 
3.10 

In DI: 6.09 
 

1:20 
 

24 
 

2.29±0.39b 
 

 
232 

 
0.160 

ผงละเอียด
สีขาวอ่อน 

ละลายใน 0.5M 
กรดอะซิติก 

ไม่ละลายในน ้า 

In Acid: 
2.31 

In DI: 6.03 

1:20 48 3.42±0.11c 
 

231 
 

0.131 
ผงละเอียด
สีขาวอ่อน 

ละลายใน 0.5M 
Acetic acid 

ไม่ละลายในน ้า 

In Acid: 
2.30 

In DI: 5.37 
Mean±S.D. (n=3) ตวัอกัษรยกท่ีแตกต่างกนัแสดงถึงการแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(P<0.05 ANOVA Turkey test)   
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กรดอะซิติกความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ 
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ภาพที ่1  ลกัษณะการดูดกลืนแสงของสารละลายคอลลาเจนท่ีสกดัดว้ยกรดอะซิติกท่ีอตัราส่วน   
เพพพพพ1:20 เวลา 24 ชัว่โมง โดยละลายดว้ยกรดอะซิติกความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ 

 ความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีไดก้ารสกดั ท่ีสัดส่วนเยือ่เปลือกไข่ต่อ กรดอะซิติกท่ี 1:10 สกดั
เป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมงมีความเข้มข้นของโปรตีนมากท่ีสุด ทั้ งน้ีเน่ืองจากในเยื่อเปลือกไข่ มี 
คอลลาเจน เป็นองค์ประกอบอยู่ประมาณ 10% อีก 70-75% เป็นโปรตีนชนิด ไกลโคโปรตีน ท่ี
ประกอบดว้ยอนุพนัธ์ของ lysine (Balaz, 2014) และ การวิเคราะห์ดว้ยวิธี Bradford จะวิเคราะห์หา
อนุพนัธ์ของ Arginine, lysine ไดดี้ ท าให้คาดว่าในสารสกดัท่ีสัดส่วน 1:10 อาจมีปริมาณของไกล
โคโปรตีนมากกวา่คอลลาเจน ซ่ึงผลท่ีไดส้อดคลอ้งกบัการวดัค่าการดูดกลืนแสงของสารสกดั และ
การวเิคราะห์ดว้ย SDS-PAGE 
 โดยปกติแถบมวลโมเลกุลของคอลลาเจน จะมีมวลโมเลกุลอยู่ท่ี 116 kDa (Yu-Hong, & 
Yu-Jie 2009) จากผล SDS-PAGE ดังภาพท่ี 2 แถบทั้ง 2 แถบมีมวลโมเลกุลเท่ากับ 44-54 kDa ท่ี
เหมือนกบั ไกลโคโปรตีน ทั้งน้ีเน่ืองจากในการเตรียมสารตวัอยา่ง ไดท้  าการละลายสารสกดัในน ้ า
กลัน่และดึงสารละลายท่ีมีตะกอนของสารสกดัปนอยู่ไปท าการวิเคราะห์ SDS-PAGE ท าให้ตรวจ
เจอแต่ ไกลโคโปรตีน ท่ีพบอยู่ในเยื่อเปลือกไข่ 70-75% (Balaz, 2014) อีกทั้งเม่ือเทียบเทียบจาก
ความเขม้ของสี ยิ่งมีความเขม้ขน้มากสีก็จะยิ่งเขม้ แสดงให้เห็นวา่สารสกดัท่ีใชส้ัดส่วนเยื่อเปลือก
ไข่ไก่ต่อ กรดอะซิติกท่ีสัดส่วน 1:10 สกัดเป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมงมีความเข้มข้นของไกลโค
โปรตีนมากท่ีสุดซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการวเิคราะห์หาความเขม้ขน้ของโปรตีนดว้ยวธีิ Bradford  
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ภาพที ่2  SDS-PAGE ของสารสกดั 4 สภาวะเทียบกบัสารมาตรฐาน Collagenase Type I 
หมายเหตุ.  M= Protein Marker 1=Collagenase Type I, 2=สัดส่วนเยือ่เปลือกไข่ไก่ต่อ กรดอะซิติก
1:20, 24 hours 3=สัดส่วนเยื่อเปลือกไข่ไก่ต่อ กรดอะซิติก 1:20, 48 hours. 4=สัดส่วนเยื่อเปลือกไข่
ไก่ต่อ กรดอะซิติก1:10, 24 hours 5=สัดส่วนเยือ่เปลือกไข่ไก่ต่อ กรดอะซิติก1:10, 48 hours 
 
สรุปผลการวจัิย 
 สารท่ีสกดัไดจ้ากเยื่อเปลือกไข่ทั้ง 4 สภาวะ คือ คอลลาเจน จากการน าสารสกดัไปท าการ
วเิคราะห์ค่าการดูดกลืนแสงพบค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคล่ืน 230 nm ซ่ึงตรงกบัค่าการ
ดูดกลืนแสงของคอลลาเจน และ เม่ือเปรียบเทียบวิธีสกดัของในแต่ละสภาวะพบว่า การสกดัท่ีมี
สัดส่วนเยื่อเปลือกไข่ต่อ กรดอะซิติกเท่ากบั 1:20  สกดัเป็นเวลา 48 ชัว่โมง มีปริมาณผลิตผลมาก
ท่ีสุดเท่ากบั 3.42±0.11% และ การสกดัท่ีมีสัดส่วนเยื่อเปลือกไข่ต่อ กรดอะซิติกท่ี 1:10 สกดัเป็น
เวลา 24 ชัว่โมงมีปริมาณผลิตผลนอ้ยท่ีสุดเท่ากบั 1.28±0.17% 
               นอกจากน้ีการศึกษาหาปริมาณโปรตีนพบ ไกลโคโปรตีน มากท่ีสภาวะสกดัท่ีมีสัดส่วน
เยื่อเปลือกไข่ต่อ กรดอะซิติกท่ีสัดส่วน 1:10 สกัดเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ซ่ึงสอดคล้องกับผลการ
วเิคราะห์ดว้ย SDS-PAGE 
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