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บทคัดยอ 
 

ประเทศไทย สามารถสงไหมในลักษณะใยไหมและเสื้อผาจากไหมเปนสินคาออกในตลาดโลก มีกลุมวิจัย
หลายกลุมที่ใหความสําคัญกับการเพิ่มผลผลติเสนใยไหมโดยการปรับปรุงพันธุไหมและหมอนโดยไมได
คํานึงถึงผลตอลักษณะโมเลกุลของเสนใยไหม งานวิจัยนี้จึงมีความสนใจศึกษาเสนใยไหมไฟโบรอินและ
กาวไหมเซริซนีในแงน้ําหนักโมเลกุลดวยเทคนิคโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต พอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็คโทร 
โฟริซีส (SDS-PAGE) และไซสเอกซคลูชันโครมาโทกราฟ (SEC) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาความเปน
ผลึกของไฟโบรอินและความทนตอแรงดึงของไฟโบรอินดวย จากผลการวิจัย พบวา เทคนิค SDS-
PAGE ของเซริซีนที่ผานการรีดิวซดวย 2-เมอรแคปโทเอทานอล ใหแถบโปรตีน 2 แถบ ซึ่งเรียกวา แถบ
ของโมเลกุลนํ้าหนักสูง (H-chain) และแถบน้ําหนักโมเลกุลต่ํา (L-chain) ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุล ในชวง 41 
– 70 และ 16 – 19 kDa ตามลําดับ เทคนิค SEC แสดงโครมาโทแกรมของไฟโบรอินและเซริซีนที่มี
หลายพีค จากการรีดิวซดวย 2-เมอรแคปโทเอทานอล ปรากฏวาไดไฟโบรอินที่มีน้ําหนักโมเลกุล 2 ชวง 
นั่นคือ H-chain และ L-chain เชนเดียวกนั ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 203 – 368 และ 1 – 7 กิโล
ดาลตัน ตามลําดับ การไฮโดรไลซิสไฟโบรอินดวยเอนไซมไคโมทริปซินมีผลทําใหไฟโบรอินขาดออก ได
พอลิเปไทดทีมี่ความยาวใกลเคียงกันและมีน้ําหนักโมเลกุล 17 – 18 and 1 – 8 กิโลดาลตัน สําหรับเซ
ริซีนที่ไมไดรีดิวซ พีคของ H-chain และ L-chain จากไหมไทยทุกสายพันธุมีคา 227 – 612 กิโลดาลตัน 
แตสําหรับไหมอีรี่ (ไหมปา) พบวา H-chain มีน้ําหนักโมเลกุลสูงมากคือ 2,328 กิโลดาลตัน การรีดิวซสา
มารถเปลี่ยนโมเลกุลเซริซีนใหมีความยาวใกลเคยีงกันมากขึ้นซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุล 0.05 – 30 กิโลดาล
ตัน 
 มอรโฟโลยีของไฟโบรอินประกอบดวยสวนผลึกและสวนอสัณฐาน ซึ่งอธิบายดวยเทคนิคการ
กระจายรังสีเอ็กซ กราฟเทนไซลของไฟโบรอินจากไหมไทยแสดงใหเห็นวา ไฟโบรอินมีคาความทนตอ
แรงดึงจําเพาะสูง อยูในชวง 15.85 - 37.45 กรัมตอเทกซ และมีความสามารถในการยืดตัว 
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Abstract 
 

Thailand is able to export silk as fiber and garment to world market. There are many 
researches focusing on increase in production volume of silk fiber by breeding silk and 
mulberry. However, data of Thai silks in molecular scale are shortage. Molecular characteristics 
of silk fiber (fibroin) and silk glue (sericin) by means of molecular weight determined by sodium 
dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and size exclusion 
chromatography (SEC) were interested. In addition, crystallinity and tensile strength of fibroin 
were analyzed. Results of SDS-PAGE of sericin from all silks reduced with 2-mercaptoethanol 
showed protein bands of two molecular weight ranges. High molecular weight chain (H-chain) 
and low molecular weight chain (L-chain) had molecular weights of 41 – 70 and 16 – 19 kDa, 
respectively. Chromatograms of ISEC from all silks showed many peaks of fibroin and sericin. 
By reducing fibroin with 2-mercaptoethanol, there were two ranges of molecular weight i.e. H-
chain and L-chain having molecular weight in the range of 203 – 368 and 1 – 7 kDa, 
respectively. Hydrolysis fibroin with chymotrypsin enzyme resulted in absence of H-chain peaks 
which was indicated cleavage of fibroin, uniform chain length polypeptides with low molecular 
weight as 17 – 18 and 1 – 8 kDa were obtained.  For sericin without reduction, peaks of H-
chain and L-chain from all silks were present in chromatogram. Molecular weight of H-chain 
was 227 – 612 kDa for Thai silks, but very high molecular weight as 2,328 kDa of H-chain from 
Eri (wild silk) was investigated. Reduction of sericin changed L-chain to more uniform chain 
length polypeptides with lower molecular weight of 0.05 – 30 kDa.  
 Morphology of fibroin composed of cryslline and amorphous regions which was revealed 
by X-ray diffraction technique. Tensile curve of fibroin from Thai silks showed high specific 
strength in the range of 15.85 - 37.45 g/tex with high elongation. 
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บทสรุปผูบรหิาร 
(Executive summary) 

 
ไหม เปนสัตวเศรษฐกิจของชาติ เสนใยไหมและผลติภัณฑอ่ืนจากไหมกลายเปนสินคาสงออก 

ประเภทสิ่งทอ นํารายไดเขาประเทศเปนจํานวนมาก งานวิจัยตางๆ ในประเทศมุงเนนการเพิ่มผลผลติ
เสนใยไหมโดยการปรับปรุงพันธุไหมหรือพันธุหมอนเพ่ือใหไดผลผลติเสนใยไหมสูงขึ้น โดยขาด
การศึกษาในระดับโมเลกุลของเสนใยไหม ที่อาจไดรับผลกระทบจากการปรับปรุงพันธุไหมหรือพันธุ
หมอน งานวิจัยนี้จึงไดศกึษาลักษณะของไหมพันธุพ้ืนบานในระดับโมเลกุลดานน้ําหนักโมเลกุลของเสน
ใยไหมและกาวไหมดวยเทคนิคไซสเอกซคลูชัน โครมาโทกราฟ และเทคนิคอิเลคโทรโฟรีซีส และได
เปรียบเทียบนํ้าหนักโมเลกุลกับไหมปา จากนั้นไดศึกษาความแข็งแรงของเสนใยในแงความทนตอแรงดึง 
ผลการรีดิวซโมเลกุลเสนใยไหม (ไฟโบรอิน) และกาวไหม (เซริซีน) ดวย 2-เมอรแคปโทเอทานอล พบวา 
โมเลกุลของไฟโบรอินและเซริซีนของไหมพันธุตางๆ ประกอบขึ้นมาเปนโครงสรางของโปรตีนที่มี
ลักษณะคลายกัน กลาวคอื ประกอบดวยสวนที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง (H-chain) และสวนที่มีน้ําหนัก
โมเลกุลต่ํา (L-chain) สวนการรีดิวซดวย 2-เมอรแคปโทเอทานอล และการไฮโดรไลซดวยเอนไซมไค
โมทริปซินจะไดพอลิเปปไทดที่มีความยนูิฟอรมมากขึ้น เน่ืองจากโมเลกุลของพอลิเปปไทดมีความยาว
ใกลเคยีงกันมากขึ้น (วเิคราะหดวยเทคนคิไซสเอกซคลูชัน โครมาโทกราฟ) ทําใหเกิดองคความรูในการ
ตัดโมเลกุลไฟโบรอินและเซริซีนใหมีการกระจายของน้ําหนักโมเลกุลที่แคบลง เพ่ือเปนประโยชนในการ
พัฒนาวสัดุทีส่ามารถนําไปประยุกตใชในดานอ่ืนที่มีมูลคาสูงกวาการเปนวัสดุสิ่งทอ เชน เครื่องสําอาง 
วัสดุทางการแพทยตอไป 

จากผลการวิเคราะหความเปนผลึกของเสนใยไหมไฟโบรอิน พบวา เสนใยไหมไฟโบรอินมี
สัณฐานวิทยาที่ประกอบไปดวยดวยผลึกและสวนอสัณฐาน ซึ่งมีความสัมพันธกับสมบัติทางเชิงกล คือ  
เสนใยไหมไฟโบรอินมีทั้งความแข็งแรง และความสามารถในการยืดตัวซึ่งแตกตางจากเสนใยธรรมชาติ
และเสนใยสังเคราะหอ่ืนๆ 
 
วัตถุประสงค 

- เพ่ือศึกษาลักษณะเฉพาะตัวของไหมไทยพันธุตาง ๆ เชน น้ําหนักโมเลกุล ความเปนผลกึ 
สัดสวนของกรดอะมิโนที่เปนสวนประกอบในเสนใยไหม 

- หาความสัมพันธระหวางสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของเสนใยไหม 
- เพ่ือเก็บขอมูลดังกลาวของไหมไทยจะไดใชเปนแหลงอางอิงทั้งในและตางประเทศ เพ่ือการ
ประยุกตใชตอไป 

 



บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ไหมและลักษณะของไหม 
 ไหม เปนเสนใยสิ่งทอที่เกิดจากตัวหนอนไหมพนของเหลวออกจากปาก กลายเปนเสนใย
ลอมรอบตัวเมื่อเขาสูวัยดกัแด ไหมเปนเสนใยโปรตีนที่นํามาทําเปนเสื้อผาเนื่องจากเสนใยมีความยาว
มาก (filament) ทนทาน มคีวามนุม และมันวาวใหความสวยงาม มกีารนําเสนใยไหมมาใชประโยชน
โดยเริ่มแรกทีร่าชวังจีน การเลี้ยงและผลิตไหมนํารายไดมาสูประเทศจีนเปนจํานวนมาก แลวเกดิการ
แพรหลายขึ้นในประเทศญี่ปุนในเวลาตอมา การเลี้ยงและผลิตไหมในประเทศไทยมกีําเนิดขึน้ในรชักาล
ที่ 5 เมื่อประเทศไทยมีสนธิสัญญากับประเทศญี่ปุน ชาวญี่ปุนไดเขามาใหความรูเร่ืองการปลูกหมอน
เล้ียงไหม และไดสรางสถานีทดลองปลูกหมอนล้ียงไหมขึ้นเปนแหงแรกที่จังหวัดนครราชสีมา  การ
สงเสริมการผลิตไหมในสวนราชการไดหยุดชะงกัไปในระยะเวลาหนึง่ เนื่องจากตวัหนอนไหมเกิดโรค
ระบาด แตในสวนของเอกชนยังมีการดําเนินตอจนสวนราชการมีนโยบายสงเสริมอีกครั้งในปพ.ศ. 2479 
โดยใหความชวยเหลือดานการตลาด สงเสริมการปลูกหมอนพันธุด ี การคัดเลือกพันธุไหมที่ตานทาน
โรค และการทอผาไหมอยางตอเนื่อง และในป 2514–2519 รัฐบาลไดกําหนดใหหมอนไหมเปนพชืสัตว
เศรษฐกิจตามแผนพัฒนาเศรษฐกิจและสังคมแหงชาติฉบับที่ 3 ในปจจุบันเกดิการเลีย้งและผลิตไหมเปน
ระบบอุตสาหกรรมแบบ Sericulture ขึ้น เร่ิมตั้งแตการปลูกหมอนเล้ียงไหม การผลิตเสนใยไหม และ
การทอผาไหม กอใหเกดิรายไดแกประเทศ ประเทศไทยจึงนับไดวาเปนหนึ่งในหลายประเทศที่เปนผูนํา
ดานการสงออกนอกเหนือจากประเทศจนี อิตาลี อินเดีย เกาหลี ตุรกี และบราซิล (มณฑา, 2541) ไหมที่
ใหเสนใยจากแมลงที่อยูในอันดับ Lopidoptera จีนัส Bombyx และสปชีส mori หรือเรียกกันวา Bombyx 
mori หรือ B. mori ไหมจําแนกออกเปน 3 ชนิด ตามจํานวนวงชวีิตตอป ไดแก ชนิดที่ฟกไดตาม
ธรรมชาติ 1  คร้ังตอป (monovoltine) และชนิดทีฟ่กไดตามธรรมชาติ 2 ครั้งตอป (bivoltine) มีกาํเนิด
จากเขตอบอุน และชนิดทีฟ่กไดตามธรรมชาติหลายครัง้ตอป (multivoltine) มีกําเนิดจากเขตรอน 
นอกจากนี้อาจจําแนกชนิดไหมตามสีของรังไหม ไดแก รังไหมสีขาว เหลือง เหลืองทอง เขียว ชมพ ู
ชนิดที่นยิมเลีย้งในประเทศในระดบัอุตสาหกรรม จะเปนพันธุผสมตางประเทศเนือ่งจากเปนรังไหมสี
ขาวและใหผลผลิตสูงกวาไหมพันธุไทย หรือพันธุไทยที่ชาวบานยังเลี้ยงกันอยูบาง 
 ไหมไดมาจากรังไหมหรือใยที่หอหุมตวัหนอนไหม (larvea) ในชวงชีวิตวยั5 (ดูรูปที่ 1.1) 
ในขณะที่จะกลายเปนดกัแด (pupae)  
 



 

 
 

รูปท่ี 1.1 วงชีวติของไหม 
ที่มา: พรรณี ศรีบรรเทา. เทคนิคการเลี้ยงไหมสําหรับประเทศไทย. 2530. 

 
 ไขไหมชนดิทีฟ่กตัวไดหลายครั้งตอปจะใชเวลาฟกตวัตามธรรมชาติ 9-12 วัน สวนไหมที่ฟกตวั 
1-2 คร้ังตอป จะใชวิธีการฟกเทียมซ่ึงจะทาํใหเกิดการฟกตัวภายใน 9-10 วัน เมื่อไขฟกตัวเปนตวัหนอน 
(larvae) จะกนิอาหารทันท ี ชวงที่เปนตัวหนอนจะใชเวลานานที่สุดในวงชวีิตของไหม มีการกินอาหาร
มาก ทําใหตัวหนอนไหมเจริญเติบโตเร็วมาก การเจริญเติบโตของหนอนไหมจะแบงออกเปนชวงๆ 
เรียกวา วัย คือ วัย1 วัย2 วัย3 วัย4 และวัย5 เมื่อถึงวัยสุดทาย ตัวหนอนไหมจะเจริญเตม็ที่ หยุดกินอาหาร 
ลําตัวมีสีเหลือง เรียกวาไหมสุก ตัวหนอนไหมจะเริ่มหาที่ทํารัง โดยพนของเหลวออกมาเมื่อสัมผัส
อากาศของเหลวจะแข็งตัวกลายเปนเสนใยหุมตัวเองทีเ่รียกวา รังไหม ภายในเวลา 2-3 วัน ตวัหนอนไหม
จะกลายเปนดกัแดนอนอยูในรังเปนเวลา 6-7 วัน ดักแดจะกลายเปนผีเสื้อและพนของเหลวที่มีฤทธิ์เปน
เบสละลายรังไหมดันตวัออกมา ผสมพันธุและวางไข หลังจากนั้นจะมีชีวิตตออีก 7-9 วัน (มณฑา, 2541) 

ไหมเปนโมเลกุลโปรตีนที่ผลิตออกมาจากตัวหนอนไหม โปรตีนไหมประกอบดวยสองสวนคือ 
กาวไหม มีลักษณะเปนกาวที่เรียกวาเซริซีนหุมเสนใยไหมซึ่งเรยีกวาไฟโบรอินไว ดังแสดงในรูปที่ 1.2 
และรูปที่ 1.3  
 



 

 
 

รูปท่ี 1.2 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเลกตรอนแสดงพื้นผิวของรังไหมที่มีกลุมเสนใยไฟโบรอินยึด
ดวยกาวไหม 

ท่ีมา : Horan et al., In vitro degradation of silk fibroin, 26, 3385 – 3393, 2003. 
 

  
 
รูปท่ี 1.3 ภาพถายเสนไหมจากกลองจุลทรรศนอิเลกตรอนแบบสองกราด (ก) เสนไหมดิบ (ข) เสนไหม

หลังการฟอก 
ท่ีมา : Horan et al., In vitro degradation of silk fibroin, 26, 3385 – 3393, 2003. 

 
มีรายงานวาไหมเปนสารปองกันอนุมูลอิสระ (antioxidant) กันแสงยวู ี (UV-blocking) เปนสาร

เพิ่มความชุมชืน้ (moisturizer) การแยกเอากาวไหมเซริซีนออกจากเสนไหมไฟโบรอนิดวยกระบวนการ 
Degumming จะทําใหไฟโบรอินสะอาดขึน้ ยอมติดสีไดงาย สวนเซรซีินนั้นสามารถนําไปใชประโยชน
ในดานตางๆ เชน เปนสวนผสมในเครื่องสําอาง การทําพอลิเมอรคอมพอสิทของกาวไหมเพื่อใชเปนเมม
เบรนแยกตัวทําละลายตางชนิดออกจากกนั การใชวัสดุรักษาบาดแผลจากไฟโบรอิน จะทําใหแผลหาย
งาย เซลลบริเวณบาดแผลเจริญไดเร็วขึ้น (Mizoguchi, 1991; Yoshikawa, 2001) เนือ่งจากทั้งเซริซีนและ
ไฟโบรอินเปนโปรตีน ในโมเลกุลจึงประกอบดวยกรดอะมิโนหลายชนิด ดังแสดงในตารางที่ 1.1 
 
 
 
 



 

ตารางที่ 1.1 สัดสวนของกรดอะมิโนในใยไฟโบรอินและเซริซีน   
ปริมาณ (%โดยโมล) 

ชนิดกรดอะมโิน โครงสรางของหมู R น้ําหนกัโมเลกลุ 
ใยไฟโบรอิน เซริซีน 

Glycine H - 75.06 44.60 13.49 
Alanine CH3 - 89.09 29.40 5.97 
Valine* (CH3)2 CH - 117.15 2.20 2.75 
Leucine* (CH3)2 CHCH2 - 131.17 0.53 1.14 
Isoleucine* CH3CH2CH (CH3) - 131.17 0.66 0.72 
Phenylalanine* C6H5CH2 - 165.19 0.63 0.53 
Methionine* CH3SCH2CH2 - 149.21 0.10 0.04 
Tryptophane* 

 

204.23 0.11 0.21 

Proline 

 

115.13 0.36 0.68 

Tyrosine 

 

181.19 5.17 2.61 

Cystine/2 SHCH2 - 240.30 0.20 0.15 
Serine  HOCH2 - 105.09 12.10 33.43 
Threonine* CH3CH (OH) - 119.12 0.91 9.74 
Aspartic acid HOOCCH2 - 133.10 1.30 16.71 
Glutamic acid HOOC CH2CH2 - 147.13 1.02 4.42 
Histidine 

 

155.16 0.14 1.30 

Lysine* H2N(CH2)3CH2 - 146.19 0.32 3.30 
Arginine 

 

174.20 0.47 3.10 

* กรดอะมิโนที่จําเปนตอรางกาย 
ที่มา : Robson, 1998 

CH2
NH

N
H

C O

O

CH2OH

CH2

N

NH

(CH2)3NHCNH2

NH



 

ในงานวิจยันี้จะไดใชเทคนิคอิเลกโทรโฟรีซีส และเทคนิคไซสเอกซคลูชันโครมาโทกราฟในการ
วิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของกาวไหมเซรซีินและเสนใยไหมไฟโบรอนิของไหมพนัธุตางๆ ทั้งพันธุ
พื้นบานและและไหมปา ซ่ึงน้ําหนักโมเลกุลของเสนใยไหมไฟโบรอินอาจจะสัมพันธกับสมบัติทาง
กายภาพ เชน สมบัติทางเชิงกลได 
 
1.2 เทคนิคไซสเอกซคลูชันโครมาโทกราฟ 
 เทคนิคไซสเอกซคลูชัน โครมาโทกราฟ เปนเทคนิคที่นยิมใชในการหาน้ําหนกัโมเลกลุของสาร
ขนาดใหญ เชน พอลิเมอร หรือสารชีวโมเลกุล แตละโมเลกุลของสารเหลานี้จะถูกแยกออกตามขนาด
ตามปริมาตรที่โมเลกุลจะเขาไปในรูพรุน (Vp) ดังรูปที่ 1.4 ในชวงทีเ่กิดการแยก (selectivity range) 
โมเลกุลของสารจะเดนิทางผานเขาไปในรูพรุนของวัสดใุนคอลัมน โมเลกุลเล็กจะผานเขาไปในรูพรุน
ขนาดตางๆ จะใชเวลานานในการเดินทางในคอลัมน ในขณะที่สารโมเลกุลใหญกวาจะเขาไปในรพูรุนที่
มีขนาดใหญขึ้นซึ่งมีจํานวนนอยกวา จึงใชเวลาเดินทางนอยกวา และสารที่มีขนาดโมเลกุลใหญเกนิกวา
ที่จะเขาไปในรูพรุนใดๆ ของวัสดุ จะผานเขาไปในคอลัมนตามชองวาง (void) ที่อยูระหวางอนุภาควัสดุ
เทานั้น และจะเดินทางออกมาอยางรวดเร็ว ไดปริมาตร Vo สวนโมเลกุลที่มีขนาดเลก็มาก จะใชเวลาใน
การเดินทางเขาไปในรูพรุนทุกๆ รูพรุน ไดปริมาตร Vt จากการที่ขนาดโมเลกุลของสารสัมพันธโดยตรง
กับน้ําหนักของโมเลกุล ซ่ึงจะมีผลตอเวลาคงคางในคอลัมนตามกราฟมาตรฐานในรูปที่ 1.5 ดังนั้นการ
หาน้ําหนักโมเลกุลของสารตัวอยางจึงสามารถหาไดจากเวลาคงคางในคอลัมน 

 
รูปท่ี 1.4 การแยกสารตามขนาดที่แตกตางกนัดวยวัสดุที่มรูีพรุน 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 1.5 กราฟมาตรฐานที่ใชในการหาน้ําหนักโมเลกุลของสารตัวอยาง 
 
1.3 เทคนิคอิเลกโตรโฟริซีส 
 เทคนิคอิเลกโตรโฟริซีส เปนเทคนิคที่นยิมใชหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน โดยใหโมเลกลุ
ของโปรตีนที่ถูกปรับสภาพใหมีประจุ เคลื่อนที่บนแผนเจลพอลิอะคริลาไมดดวยกระแสไฟฟาไปยังขั้ว
คาโทดและอาโนด ดังรูปที ่ 1.6 สารแตละชนิดสามารถถูกแยกออกจากกนัโดยอาศัยความแตกตางของ
ประจุสุทธิ ขนาด และรูปรางของโมเลกุล เทคนิคอิเลกโตรโฟริซีสที่มีการเติมโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตใน
บัฟเฟอร จะทําใหเกิดการทําลายพันธะไฮโดรเจนและแรงไฮโดรโฟบิกระหวางโมเลกุลโปรตีนที่เปน
เกลียวหรือกอนกลมคลายออกเปนโมเลกลุเสนตรง และโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตจะทําใหจํานวนประจุ
สุทธิตอน้ําหนกัโมเลกุลเฉลี่ยของโปรตีนเทากัน ดังนั้นโปรตีนจึงถูกแยกตามขนาด โมเลกุลที่มีน้ําหนัก
โมเลกุลนอยกวา จะเคลื่อนที่ไดระยะทางมากกวา ระยะการเคลื่อนทีสั่มพันธ (relative mobility) ของ
โปรตีนตัวอยางจะนําไปเทียบกับ ระยะการเคลื่อนที่สัมพันธของโปรตีนมาตรฐาน ทําใหไดน้ําหนัก
โมเลกุลของโปรตีนตัวอยาง 
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รูปท่ี 1.6 ชุดอิเลคโทรโฟริซีสและการเคลื่อนที่ของโมเลกุลโปรตีนบนแผนเจลดวยกระแสไฟฟา 
 
 Robson (Robson, 1998) ไดกลาวถึงความยุงยากในการหาน้ําหนักโมเลกุลของไฟโบรอิน 
เนื่องจากการละลายยาก ปญหาความบริสุทธิ์ และการสลายของโมเลกุลขณะการเตรียมสารละลาย ผล
การรายงานคาน้ําหนกัโมเลกลุของไฟโบรอินจึงมีความแตกตางกัน ทั้งวิธีการวิเคราะห ชนิดของตวัทํา
ละลาย เชน การใช Osmotic pressure โดยมีคิวปริเอทิลีนไดเอมีนเปนตัวทําละลายไฟโบรอินใหคา 
33,000 ดาลตัน ในขณะที่เทคนิค viscosity และ streaming birefringence ที่มีลิเทียมไทโอไซยาเนตเปน
ตัวทําละลายมคีา 55,000 ดาลตัน การวิเคราะหไฟโบรอนิจากตอมไหมโดยเทคนิค Ultracentrifugation 
ใหคา 103,000 ดาลตัน ทั้งนี้เขาไดกลาววา การใชตวัทาํละลายคิวปริเอทิลีนไดเอมนีเปนตวัทําละลายจะ
ทําใหไฟโบรอินเกิดปฏิกิริยา alkaline hydrolysis ในขณะที่ลิเทยีมไทโอไซยาเนตทําใหเกิด neutral 
reaction การสกัดไฟโบรอินจากตอมไหมดวยยูเรียหรือ guanidine-HCl ทําใหคาน้ําหนักโมเลกุล
คอนขางแนนอน และชวงของคาแคบลง คือ 350,000 360,000 365,000  และ 370,000 ดาลตัน การตัด
พันธะไดซัลไฟดในไฟโบรอินแลววิเคราะหดวยเทคนิคอิเลกโตรโฟรีซิส ไดคาน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 
103,000 ดาลตัน แสดงใหเห็นวาพันธะไดซัลไฟดในไฟโบรอินจะเชือ่มสองคอมโพเนนทที่มนี้ําหนัก
โมเลกุลสูงและต่ําเขาดวยกนั ซ่ึงพบวามนี้ําหนกัของ H-chain 350,000 และ L-chain 25,000 ดาลตัน 
ตามลําดับ ในอัตราสวนโดยโมลของ H-chain ตอ L-chain เทากับ 1:1 และเขาสรุปวา ยีนเปนสาเหตทุี่ทํา
ไฟโบรอินที่ไดจากแตละ species มีน้ําหนกัโมเลกุลตางกัน ซ่ึงอยูในชวง 340,000 ถึง 380,000 ดาลตัน  
 สวนเซริซีนนัน้ มีรายงานวา น้ําหนกัโมเลกุลของเซริซีนขึ้นอยูกับแหลงของเซริซีนที่ถูกสกัด
ออกมา เชน เซริซีนจากสวนกลางของ anterior region มีน้ําหนกัโมเลกุล 130,000  ถึง 220,000 ดาลตัน 
และน้ําหนักเซริซีนที่สกัดจากรังไหมดวยน้ํารอนมีคาน้ําหนักโมเลกุลในชวง 100,000 ถึง 120,000 ดาล
ตัน 
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 ในงานวิจยันี้ จะไดใชเทคนคิ SDS-PAGE และเทคนิคไซสเอกซคลูชัน โครมาโทกราฟในการ
วิเคราะหหาน้าํหนักโมเลกุลของโปรตีนไหมทั้งกาวไหมเซริซีนและเสนใยไหมไฟโบรอิน เพื่อหาคุณ
ลักษณะเฉพาะของไหมพันธุพื้นบานเปรยีบเทียบกับไหมปา ซ่ึงน้ําหนักโมเลกุลอาจมีความสัมพนัธกับ
ความแข็งแรงของเสนใยไหม 
  
1.4 โครงสรางทางเคมีของโปรตีน 
 โปรตีนเปนพอลิเปปไทดประกอบดวยกรดอะมิโนหลายชนิดตั้งแต 100 หนวยข้ึนไป เชน 
เอนไซมปาเปนในยางมะละกอประกอบดวยกรดอะมิโน 198 หนวย แตละหนวยของกรดอะมิโน
เชื่อมตอกันดวยพันธะเปปไทดซ่ึงเปนพันธะโควาเลนทที่แข็งแรง จึงทําใหโครงสรางของโปรตีนมีความ
แข็งแรง โครงสรางทั่วไปซึ่งแสดงดังรูปที่ 1.7 
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รูปท่ี 1.7 โครงสรางทั่วไปของโปรตีน 
 
 โปรตีนสวนใหญมีโครงสรางซับซอน และมีโครงสรางหลายระดับ ดงันี้ 
 1.4.1 โครงสรางปฐมภูม ิ
  โครงสรางปฐมภูมิ เปนโครงสรางที่งายที่สุดของโปรตีน ซ่ึงมักจะแสดงในรูปรหัสของ
ตัวอักษรของกรดอะมิโนที่เรียงตอกันจาก N-terminus ไปยัง C-terminus โปรตีนที่มีโครงสรางแบบ
ปฐมภูมิมีลักษณะเปนพอลิเพปไทดสายยาว (linear-chain polypeptide) โปรตีนแตละโมเลกุลประกอบ
ขึ้นจากกรดอะมิโนหลายตวัท่ีใชปลายดานหมูคารบอกซิลิกเขาทําปฏิกิริยาควบแนนกับปลายหมูอะมิโน
กอใหเกิดพนัธะเพปไทดดังแสดงในรูปที่ 1.8  
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รูปท่ี 1.8 โครงสรางปฐมภูมิของโปรตีน 
 
 ขอมูลการเรียงลําดับของกรดอะมิโน สวนใหญหาไดจากการทดลองหาลําดับดีเอนเอ แลว
แปลงใหเปนลําดับกรดอะมิโน เพื่อประโยชนในการวิเคราะหโปรตีน 
 1.4.2 โครงสรางทุติยภูม ิ

โครงสรางทุติยภูมิ   บอกถึงการจัดเรียงกรดอะมิโนที่มีลักษณะจําเพาะ   เพื่อเพิ่มความ 



 

เสถียรของโครงสรางโปรตีน สนับสนุนการทํางาน และปรับโปรตีนใหเหมาะกับสภาพแวดลอม 
โครงสรางทุติยภูมิที่สําคัญของโปรตีนไดแก α-helix เกิดจากการมวนตัวเปนเกลียวของสายเพปไทด 
เนื่องจากมพีันธะไฮโดรเจนระหวางกรดอะมิโน ขนแกะ (wool) มีโครงสรางชนิดนี้ และ β-pleated 
sheet เปนโครงสรางที่เกิดขึ้นจากการเกิดพันธะไฮโดรเจนระหวางหมูคารบอนิลและหมูอะมิโนของสาย
เพปไทดตางเสนที่เรียงขนานกัน มีรายงานวา เสนใยไหมไฟโบรอิน มีโครงสรางแบบ β-pleated sheet 
(พัชรา, 2541) รูปที่ 1.9 แสดงโครงสรางทุติยภูมิของโปรตีน 



 

(ก)

 (ข) 
 
รูปท่ี 1.9 โครงสรางทุติยภูมิของโปรตีน (ก) α-helix (ข) β-pleated sheet 



 

 1.4.3 โครงสรางตติยภูม ิ
โครงสรางตติยภูมิ เปนโครงสรางทุติยภูมิแบบ α-helix ที่มวนและไขวเขาหากันดวย 

แรงยึดเหนีย่วออนๆ แสดงดังรูปที่ 1.10 โครงสรางโปรตีนชนิดนี้มีความซับซอนมากขึ้นตามลําดบัของ
กรดอะมิโนที่เปนองคประกอบของสายเพปไทด เกดิเปนโครงสรางที่มีความจําเพาะตอการทําหนาที่
ตางๆ  

 
(ก)                                 (ข) 

รูปท่ี 1.10 โครงสรางตติยภูมขิองโปรตีน (ก) α-helix (ข) β-pleated sheet 
 
 1.4.4 โครงสรางจตุรภูม ิ
   โครงสรางจตุรภูมิ มีลักษณะเปนกลุมกอน (globular structure) ที่ประกอบจากหนวย
ยอยมากกวาหนึ่งหนวย เชน ฮีโมโกลบิน ดังรูปที่ 1.11 ซ่ึงประกอบดวยหนวยยอยส่ีหนวยมาเกาะกลุม
กันเปนกอน 

 
 

รูปท่ี 1.11 โครงสรางจตุรภูมิของโปรตีน 



 

 
โปรตีนสามารถเกิดปฏิกิริยาโดรไลซิสไดดวยกรดหรือเบส ในการวิเคราะหน้ําหนกัโมเลกุลของโปรตีน
ไหม (ทั้งเซรซีินและไฟโบรอิน) จะทําการรีดิวซโมเลกุลของโปรตีนไหมกอน เพื่อไดหนวยโปรตีนที่มี
น้ําหนกัโมเลกลุเล็กลง และเพื่อทําลายโครงสรางระดับทุติยภูมิของโปรตีน การเติม 2-mercaptoethanol 
ลงในสารละลายโปรตีน จะทําใหเกิดปฏิกริิยารีดักชันของโมเลกุลโปรตีน จะทําใหการเชื่อมตอกนัของ
โมเลกุลโปรตีนบริเวณซีสเตอีนในสวนของพันธะไดซัลไฟด (-S-S) ขาดออกจากกันดังรูปที่ 1.12 จะได
หนวยโปรตีน (sub-unit) ขึน้มา โดยท่ัวไปโมเลกุลของโปรตีนไหมจะประกอบดวย 2 หนวยหลัก คือ 
หนวยที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงและต่ํา ซ่ึงสามารถแยกออกจากกนัโดยทําการรีดิวซดวย 2-เมอรแคปโตเอ
ทานอล (Datta, 2001) ซ่ึงจากการทดลองโครมาโทแกรมที่ได พบวา ประกอบดวยบางพีคที่ไมแยกออก
จากกนัเปนพีคเดียว แสดงวามีหนวยของโปรตีนไหมที่มนี้ําหนกัโมเลกลุใกลเคียงกนัมาก และปรากฏ
พีคที่ไดคาน้ําหนักโมเลกุลสูงมาก อาจเกิดเนื่องจากหนวยโปรตีนไหมเกดิการเชือ่มโยงโมเลกุลทําให
เกิดเปนเจลของโปรตีน ทําใหมีน้ําหนักโมเลกุลสูงขึ้น 
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รูปท่ี 1.12 ปฏิกิริยาการรีดวิซโปรตีนดวย 2-เมอรแคปโตเอทานอล  
ท่ีมา : P. A. Bailey, An Introduction to Peptide Chemistry, 1990  
 

การใชเอนไซมไคโมทริปซินทําใหเกิดปฏกิิริยาไฮโดรไลซของโปรตีน เกิดการตัดสายโซ
โปรตีนจําเพาะที่ตําแหนงฟนิลอะลานีน ไทโรซีน และทริปโตเฟน (ดูรูปที่ 1.13) ทําใหสายโซของ
โปรตีนสั้นลง กลายเปนโปรตีนแฟรกชนัได 
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รูปท่ี 1.13 การไฮโดรไลซโปรตีนดวยเอนไซมไคโมทริปซินไดโปรตีนแฟรกชัน 
 
 



 

1.5 โครงสรางทางกายภาพของไหม 
 เสนใยไหม จดัเปนวัสดุจากพอลิเมอรทางธรรมชาติชนิดหนึ่ง มีลักษณะเปนเสนทีป่ระกอบมา
จากเสนใยขนาดเล็ก (microfibril) เปนโปรตีนชนิดเสนใย (fibrous protein) ช่ือไฟโบรอิน รูปที่ 1.14
แสดงสวนประกอบของเสนใยไหมที่ประกอบขึ้นมาจากไมโครไฟบริลของไฟโบรอิน ซ่ึงจะเหน็ไดวา 
ฟลาเมนทของเสนไหม (brin) มีลักษณะเปนเสนคูและมีกาวไหมเซรซีินหุมอยู สวนยอยที่ประกอบกัน
เปน brin คือ microfilament ซ่ึงประกอบมาจาก nanofilament ซ่ึงมีหนวยยอย fibroin ประกอบขึ้นมา 

 
 
รูปท่ี 1.14 สวนประกอบของเสนใยไหมแสดงใหเห็นไมโครไฟบริลที่ประกอบกันจากไฟโบรอิน  
ท่ีมา : O. Hakimi et al., Composites: Part B 38 (2007) 324–337. 
 
 เนื่องจากเสนใยไหมเปนโมเลกุลยาว จึงไมสามารถจัดเรียงตัวขนานกันสม่ําเสมอเกิดเปน
โครงสราง pleated sheet ไดทั้งหมด ดังนั้นมอรโฟโลยีของเสนใยไหมจึงมีสวนทีเ่ปนผลึก (crystalline 
region) และสวนอสัณฐาน (amorphous region) ดังเชนพอลิเมอรสวนใหญ โครงสรางความเปนผลึก
ของพอลิเมอรมีหลายโมเดล สามารถอธิบายมอรโฟโลยีของเสนใยไหมไดดังรูปที่ 1.15 (ก) และ1.15 (ข) 
 



 

 
 
รูปท่ี 1.15 มอรโฟโลยีของเสนใยไหมอธบิายดวย (ก) Fringed micelle structure (ข) Fringed fibril 

structure  
ท่ีมา :  C. Woodings, Regenerated cellulose fibres, 2001. 

 
Fringed micelle structure อธิบายวา สวนผลึกเปนสวนของโมเลกลุที่เปนระเบียบเรียกวาไม

เซลลฝงตัวอยูในสวนอสณัฐานที่เปนสวนของโมเลกุลที่ไมมีความเปนระเบียบ ในแบบจําลองของ 
Fringed fibril structure อธิบายวา สวนหวัทายของสวนผลึกมีสายโซโมเลกุลที่ไมเปนระเบียบคือสวน 
อสัณฐานโผลออกมาเปนไฟบริลตามแนวเสนใย เมื่อเสนใยไดรับแรงดึงจากภายนอก โครงสรางของ
เสนใยจะพยายามจัดเรยีงตวัตามแนวทิศทางของแรงดึง โมเลกุลจึงเกิดความเปนระเบียบ เหมือนกับการ 
drawing เสนใยสังเคราะห  
 
1.6 สมบัติทางเชิงกลของเสนใยไหม 
 สมบัติการทนตอแรงดึง (tensile properties) เปนสมบัติทางเชิงกลที่สําคัญอยางหนึ่งของเสน
ใยสิ่งทอ เปนสมบัติที่ตอบสนองตอแรงที่กระทําและการเสียรูปไปตามแกนของเสนใย ที่จะสงผลถึง
พฤติกรรมของเสนใยในขณะกระบวนการผลิตและสมบัติของสิ่งทอที่กลายเปนผลิตภัณฑ  
 สมบัติการทนตอแรงดึงของเสนใยที่สามารถทดสอบไดโดยงายคือ การยืดตวั และการขาด
ออกเมื่อมีการเพิ่มแรงดึงทีละนอยๆ ปจจยัทีจ่ะมีผลตอความแข็งแรงของเสนใย มีดังนี้ คือ 

- วัสดุที่จะทดสอบและภาวะขณะการทดสอบ 
พฤติกรรมของวัสดุ     ขึ้นอยูกับธรรมชาติและการจดัเรียงตัวของโมเลกุลที่ประกอบกับ 



 

กลายเปนวัสดนุั้น ความแตกตางดานธรรมชาติและการจัดเรียงตวัจะมีความแตกตางในแตละโมเลกุล 
และในแตละตวัอยางดวย นอกจากนี้ภาวะที่กระทําตอตวัอยางและภาวะขณะทดสอบตัวอยาง เชน 
ความชื้น อุณหภูมิ ก็มีผลตอคาความทนตอแรงดึงเชนเดียวกัน  

- การจัดเรียงตัวและขนาดของตัวอยางทีจ่ะทดสอบ 
   ขนาดของตัวอยางมีผลโดยตรงกับคาความทนตอแรงดึง เชน แรงที่จะทําใหตวัอยาง
ขาดจะเปนสัดสวนกับพืน้ทีห่นาตัดของเสนใย และการยืดจะเพิ่มขึน้ตามความยาวของเสนใย ดังนั้น จึง
ตองกําหนดความทนตอแรงดึงและความยาวของเสนใยที่จะทดสอบใหเทากัน ในกรณีที่ตัวอยาง
ประกอบจากเสนใยหลายเสน จึงไมจําเปนที่ตัวอยางแตละตัวอยางจะขาดที่แรงเทากันและยืดตวัออกได
เทากัน 

-  ธรรมชาติและระยะเวลาในการทดสอบ 
 การยืดตวัของเสนใยไมไดมผีลจากแรงที่ใชดึงอยางเดยีว     แตมีผลจากระยะเวลา 

ในการดึง นั่นคือ อัตราการดึง (test speed or rate of loading) ดวย  
 สมบัติทางเชิงกลของเสนใย สามารถนําเสนอไดดวยหลายตัวแปร ดังนี้ 

- กราฟของแรงดึง-การยืดตวัและกราฟของความเคน-ความเครียด 
   พฤติกรรมของเสนใยแตละเสนเมื่อถูกดึงดวยแรงที่เพิ่มขึน้ทีละนอย สามารถพิจารณา
ไดจากกราฟของแรงดึง-การยืดตวัที่มีจุดขาด ดังแสดงในรูปที่ 1.16 แรงที่ใชดึง (F) อาจจะเปนนวิตัน
หรือกรัมได สวนการยดืตัว (L) มีหนวยเปนเซนติเมตร เมื่อตองการเปรียบเทียบคาดังกลาวของเสนใย

คนละชนิดที่มขีนาดไมเทากนั แรงดึงจะถูกเปลี่ยนเปนความเคน (stress, σ) ดังสมการ  

      
A
F

=σ  

เมื่อ  σ คือ ความเคน มีหนวยเปน นิวตันตอตารางเมตร หรือ ปาสคาล 
 F คือแรงดึง มหีนวยเปนนิวตัน      
 A คือพื้นที่หนาตัด มีหนวยเปนตารางเมตร 
ในกรณีที่เปนเสนใยสิ่งทอ การกําหนดขนาดหรือพืน้ทีห่นาตัดของเสนใยหรือเสนดายทําไดยาก จึงใช
การพิจารณาน้าํหนักและความหนาแนนของเสนใยและเสนดายแทน จะได ความเคนจําเพาะ (specific 

stress, σ*) 

     
*/

*
LM

F
=σ    

เมื่อ  σ* คือ ความเคนจําเพาะ มีหนวยเปนนวิตันเมตรตอกโิลกรัมหรือปาสคาลลูกบาศกเมตรตอ
กิโลกรัม 
 F คือแรงดึง มหีนวยเปนนิวตัน      
 M คือน้ําหนกัเสนใยหรือเสนดายมีหนวยเปนกิโลกรัม 
 L* คือความยาวของเสนใยหรือเสนดายหนึง่หนวย (unit length) มีหนวยเปนเมตร 



 

 
 
รูปท่ี 1.16 กราฟของแรงดึง-การยืดตวัของเสนใยขนาด 30 เซนติเมตร ความละเอียด 0.3 เท็กซ และความ

หนาแนน 1.5 กรัมตอลูกบาศกเซนติเมตร 
 
เพื่อความสะดวกจากการทราบความละเอยีดหรือความหนาแนนเชิงเสนตรง (linear density) ของ
เสนดาย มีหนวยเปนเท็กซ ความเคนจําเพาะจะมีหนวยเปนนิวตนัตอเท็กซ ซ่ึงมีคาสูงกวานวิตันเมตรตอ
กิโลกรัมถึงลานเทา แตถาความเคนจําเพาะมีคานอย หนวยของความเคนจําเพาะอาจจะเปลีย่นเปนมิลลิ
นิวตันตอเท็กซ หรือถาความละเอยีดของเสนใยหรือเสนดายมีหนวยเปนดเีนยีร หนวยของความเคน
จําเพาะก็อาจจะใชกรัมตอดีเนียร (g/den หรือ gf/tex หรือ g-wt/tex) ได  
โดย      *ρσσ =  

 เมื่อพิจารณาความยาวของตวัอยาง การยดืตัว คือ ความเครียดของการยืดตวั (tensile strain, γ) 
หรือเปอรเซนตของการยืดตวั (percentage of extension) โดยที ่

     
L
LΔ

=γ  

เมื่อ  γ คือความเครยีดของการยดืตัว 
 LΔ คือการยืดตวัหรือความยาวทีเ่ปลี่ยนแปลง 
 L คือความยาวเริ่มตน 



 

     100% ×
Δ

=
L
Lγ  

เมื่อ  %γ คือเปอรเซนตของการยดืตัว 
 
ความแข็งแรง (strength) ของเสนใย จะเปนคาแรงมากทีสุ่ดที่ทําใหเสนใยขาด อาจเรียกวา แรงณ จุดขาด 
(breaking load) ดังนั้นความเคนจําเพาะ ณ จดุขาด (specific stress at break) จึงเปนคาความแขง็แรง
จําเพาะ (specific strength) หรือความเหนยีว (tenacity)  
 งานของการแยก (work of rupture, W) บางครั้งเรียกวา ความเหนยีว (toughness) หมายถึง
พลังงานที่ใชในการทําใหเสนใยขาด มีหนวยเปนจูล จากการดึงเสนใยดวยแรง F ความยาวเสนใยที่
เพิ่มขึ้นจากการถูกดึงเปน ld จะได 
 งานที่ทํา = แรงดึง x ความยาวเสนใยที่เพิ่มขึ้น  
ดังนั้น      lFW d.=  
ดังนั้น งานทีจ่ะทําใหเสนใยขาด คือ งานของการแยก 

     lFW
break

d.
0
∫=  

นั่นคือ พื้นทีใ่ตกราฟของแรงดึง-การยืดตวั ดังแสดงดังรูปที่ 1.17 

 
รูปท่ี 1.17 งานของการแยกหาไดจากพื้นที่ใตกราฟของแรงดึง-การยืดตวั 
 

   
length initiallength) (mass/unit

rupture ofwork   rupture of work specific
×

=  

     
LM

WW
×

=*  



 

เมื่อ  W* คือ งานการแยกจําเพาะ มีหนวยเปนนวิตันตอเทก็ซ หรือกิโลจูลตอกรัม 
 W คือ งานการแยก 
 M คือ น้ําหนกัเสนใยตอหนึ่งหนวยความยาว 
 L คือ ความยาวเริ่มตนของเสนใย 
 
ในงานวิจยันี้ไดแชเสนใยไหมในตวัทําละลายตางๆ เพื่อศึกษาการบวมตัวและไดดึงเสนใยไหมในตัวทํา
ละลายตางๆ เพื่อใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการจัดเรียงตวัของโมเลกุล และศึกษาถึงการเปลี่ยนแปลงสมบัติ
ทางเชิงกลที่เกีย่วของกับความแข็งแรงและความยืดหยุนของเสนใยไหม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

บทที่ 2 
วิธีการทดลอง 

 
2.1 วัสดุอุปกรณและสารเคมี 

งานวิจัยนี้ไดใชสารเคมี วัสดุและเครื่องมือดังแสดงในตารางที่ 2.1 และ 2.2 
 
ตารางที่ 2.1 สารเคมีในงานวิจัย 
 

ชื่อสารเคมี สูตรเคมี ความบริสุทธ์ิ บริษัทผูผลิต ประเทศ 
1)   Acetone  CH3COCH3 99.8 % Merck Germany 
2)   Bovine Serum Albumin  - 97.0 % Fluka Switzerland 
3)   Calcium chloride CaCl2.2H2O 98.0-103.0 % Univar Australia 
4)   Chymotrypsin - - Merck Germany 
5)   Copper (II) sulphate   
      pentahydrates 

CuSO4.5H2O 99.0 % Univar Australia 

6)   Dichloromethane  CH2Cl2 99.9 % Merck Germany 
7)   Ethanol C2H5OH 99.9 % Merck Germany 
8)   Folin- Ciocolteau reagent - - Merck Germany 
9)   Hexane C6H14 99.9 % Fisher U.S.A. 
10) Lithium bromide  LiBr 99.0 % Sigma  U.S.A. 
11) Lithium thiocyanate  LiSCN - Aldrich U.S.A. 
12) Magnesium chloride  MgCl2.6H2O 98.0 % Fluka Switzerland 
13) 2-Mercaptoethanol  C2H6OS 99.0 % Acros  U.S.A. 
14) Methanol  CH3OH 99.9 % Merck Germany 
15) Sodium azide NaN3 99.0 % Univar Australia 
16) Sodium carbonate  Na2CO3 99.9 % Merck  Germany 
17) Sodium dodecyl sulfate  C12H25 O4SNa - Sigma U.S.A. 
18) Disodium hydrogen 
      orthophosphate 

Na2HPO4 98.0-100.5 % Fisher U.K. 

19) Sodium dihydrogen  
     orthophosphate  

NaH2PO4 99.0 % Fisher U.K. 



 

ตารางที่ 2.1 สารเคมีในงานวิจัย (ตอ) 
 

20) Sodium hydroxide  NaOH 99.0 % Fisher U.K. 
21) Sodium potassium tartrate  NaKC4H4O6 99.0 % Fisher U.K. 
22) Standard protein  
     สําหรับอิเลกโทรโฟรีซีส 

  Biorad U.S.A. 

23) Standard protein  
     สําหรับไซสเอกซคลูชันโคร   
     มาโทกราฟ 

  Biorad U.S.A. 

หมายเหตุ – ไมระบุ 
 

ตารางที่ 2.2 วสัดุและเครื่องมือ 
 

วัสด-ุเครื่องมือ บริษัทผูผลิตและรุน ประเทศ 
 1)  เครื่องชั่งวเิคราะหละเอยีด 4 ตําแหนง  
      (Analytical balance) 

Metler Toledo 
 รุน AB 204 

Switzerland 

 2)  เครื่องเจลเพอรมีเอชันโครมาโทกราฟ 
     (Gel Permeation Chromatograph) 

Hewlett Packard U.S.A. 

 3)  Injector Rheodyne U.S.A. 
 4)  ปม (pump) Hewlett Packard U.S.A. 
 5)  เครื่องตรวจวัดชนิดอัลตราไวโอเลต (UV 
detector) 

Hewlett Packard U.S.A. 

 6)  คอลัมน Waters  
รุน Bio Suit SEC 175 

U.S.A. 

 7)  เครื่องใหความรอนของคอลัมน Timberline Instrument U.S.A. 
 8)  ชุดกรองสารละลาย ขนาด 0.45 ไมครอน Hewlett Packard U.S.A. 
 9)  แผนกรอง ขนาด 0.45 ไมครอน Hewlett Packard U.S.A. 
10) Syringe ขนาด 25 ไมโครลิตร Hewlett Packard U.S.A. 
11) Ultrasonic bath Metason รุน 120 U.S.A. 
12) เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) Thermo spectronic England 

 



 

ตารางที่ 2.2 วสัดุและเครื่องมือ (ตอ) 
 

13) เครื่องทดสอบสมบัติเชิงกล 
      (Texture analyzer) 

Stable Micro Systems 
รุน TA.XT.plus 

U.K. 

14) เครื่องวัดคาความเปนกรด-เบส 
      (pH/Ion Analyzer) 

Metler Toledo 
รุน MA 235 

Switzerland 

15) เครื่องวัดคาการนําไฟฟา 
      (pH-ISC-conductivity meter) 

Denver Instrument 
รุน 250 

U.S.A. 

16) อางน้ําควบคุมอุณหภูม ิ(Water bath) Memmert Germany 
17) เครื่องใหความรอน (Hot plate stirrer) Fisher Scientific U.S.A. 
18) ตูอบ (Isotemp oven) Heraeus Germany 
19) Dialysis membranes Cellu Sep U.S.A. 

 
2.2 การเก็บตัวอยางรงัไหม 
 ตัวอยางรังไหมไดมาจากศูนยหมอนไหมเฉลิมพระเกียรติ จังหวดัเชียงใหม ศรีสะเกษ ชัยภูม ิ
และจังหวัดสุรินทร ศ.ดร.ทิพยวดี อรรถธรรม มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน 
 
2.3 การศึกษาลักษณะเฉพาะดานน้าํหนักโมเลกุลของไหม 
 2.3.1 การเตรียมสารละลายเซริซีนและสารละลายไฟโบรอิน 

1) การสกัดกาวไหมเซริซีนโดยนํารังไหม 5 รัง ตัดออกเปนชิ้นเล็กๆ แลวเติมน้ํา Ultra  

Pure ปริมาตร 20  mL นําแลวตมที่อุณหภมูิ 80 °C เปนเวลา 30 นาที จากนั้นระเหยแหงเพื่อใหไดผงเซริ
ซีน ในการวเิคราะหน้ําหนกัโมเลกุลเซริซีนดวยเทคนคิอิเล็คโทรโฟริซีสจะเตรียมเปนสารละลายเขมขน 
4 และ 6 g/L สวนการวเิคราะหน้ําหนกัโมเลกุลเซริซีนดวยเทคนิคไซสเอกซคลูชันโครมาโทกราฟ จะนํา
กาวไหมมาละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 6.7 ปริมาตร 0.5 mL แลวกรองสารละลายเซริซีนดวยเมม 
เบรนขนาด 0.45 μm กอนการวิเคราะห 

2) การทําความสะอาดเสนไหมไฟโบรอิน  โดยนําไหมดบิแตละพันธุมาตัดใหเปนชิ้น 
เล็กๆ แลวนํามาลางกาวไหมที่ยังเหลืออยูดวยสารละลายผสมของ 0.3 %(w/v) โซเดียมโดเดคซิลซัลเฟต 

และ0.02 M โซเดียมคารบอเนต ในอัตราสวน 1 g : 50 mL ที่อุณหภูม ิ80 °C เปนเวลา 1 ช่ัวโมง นําเสน
ไหมไฟโบรอนิไปลางดวยน้าํกลั่นใหสะอาด ผ่ึงใหแหง จากนั้นเสนไหมไฟโบรอินน้าํหนัก 10 mg มา
ละลายในลิเทยีมโบรไมดเขมขน 9.0 M สวนไหมอีร่ีนํามาละลายใน 9.0 M ลิเทียมไทโอไซยาเนท ที่ 80 

°C จนกวาเสนไหมจะละลายหมด (ใชเวลา 3-4 วัน) เนือ่งจากไฟโบรอินมีน้ําหนกัโมเลกุลสูงมาก จึงได



 

เตรียมเปนโปรตีนแฟรกชนั 3 ชนิด ดวยการทําปฏิกิริยา 3 แบบ ดังนี้ คือ (1) การรีดิวซไฟโบรอินดวย 2-

เมอรแคปโทเอทานอล 2 % (v/v) ของสารละลายทั้งหมด ที่ 37 °C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จะไดสารละลาย
ไฟโบรอินแฟรกชันชนิดที่ 1 (2)  การไฮโดรไลซดวยเอนไซมไคโมทริปซิน โดยเติมเอนไซมไคโมทริ

ปซิน 0.2 mg/ml ลงในสารละลายไฟโบรอิน แลวตั้งทิ้งไวที่อุณหภมูิ 37°C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จะได
สารละลายไฟโบรอินแฟรกชันชนิดที่ 2 (3) รีดิวซไฟโบรอินดวย 2-เมอรแคปโทเอทานอล 2 % (v/v) 

ของสารละลายทั้งหมด ที่ 37 °C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง แลวเติมเอนไซมไคโมทริปซิน 0.2 mg/ml ลงใน

สารละลายไฟโบรอิน แลวตัง้ทิ้งไวที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จะไดไฟโบรอินแฟรกชนัชนิด
ที่ 3 จากนัน้ทําใหสารละลายไฟโบรอินปราศจากลิเทยีมโบรไมดและลิเทียมไทโอไซยาเนทดวยวิธีได
อาไลซิส โดยใช cellulose membrane และใช dialysis buffer เปน Milli-Q water จะใชปริมาณ 1 ลิตร 
ตอ 1 คร้ัง ในการทําไดแอลิซีส และตองเปลี่ยน Milli-Q water ทุกครั้งหลังจากไดแอลิซีสจนกวาใน
สารละลายไมมีลิเทียมโบรไมดหรือลิเทียมไทโอไซยาเนตปนอยู โดยทดสอบคาการนําไฟฟาดวยเครื่อง 
pH-ISC-conductivity meter ซ่ึงคาการนาํไฟฟาที่วดัไดมีคานอยกวา 20 μS แลวนําสารละลายหนวย

โปรตีนของไฟโบรอินไประเหยจนแหงในตูอบที่อุณหภูมิ 50°C 
 2.3.2 การวิเคราะหหาปริมาณโปรตนีดวยวิธีเลาวรีย 
  สารละลายเซริซีนและสารละลายไฟโบรอนิที่เตรียมได ถูกนํามาวิเคราะหปริมาณ
โปรตีนดวยวิธีเลาวรีย 
  1) เตรียมสารละลายอัลคาไลน โดยผสม 0.2 M โซเดียมไฮดรอกไซด 49 mL กับ 4 
%(w/v) โซเดียมคารบอเนต 49 mL แลวเติม 1 %(w/v)  คอปเปอรซัลเฟต 1 mL จากนั้นจึงใส 2 %(w/v) 
โซเดียมโปแตส เซียมทารเทรต 1 mL ซ่ึงสารละลายนี้ตองเตรียมใหมทุกครั้งกอนการทดลอง 
  2) เจือจาง Folin-Ciocalteau reagent ในอัตราสวน 1:1 ดวยน้ํากลั่น 
  3) เตรียมสารละลายของไฟโบรอินที่ผานการไดอาไลซีสมาวิเคราะหหาโปรตีน โดย
การเติมสารตางๆ ตามตารางที่ 2.3 เพื่อหาปริมาณโปรตีน แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง              
สเปกโทรโฟโตมิเตอร ที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที่ 2.3 การเตรียมสารมาตรฐานและสารตัวอยางเพื่อวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนดวยเลาวรีย 
 

สารเคมี 

หลอดที่ 
1.0 g/ml 

BSA  
(mL) 

หนวยโปรตีน 
ไฟโบรอินท่ีผานการ 
ไดอาไลซีส (mL) 

น้ําปราศจาก
ไอออน 
(mL) 

สารละลาย 
อัลคาไลน 

(mL) 

dil.Folin 
Ciocalteu  

(mL) 
1 - - 1.0 5.0 5.0 
2 0.1 - 0.9 5.0 5.0 
3 0.2 - 0.8 5.0 5.0 
4 0.3 - 0.7 5.0 5.0 
5 0.4 - 0.6 5.0 5.0 
6 0.5 - 0.5 5.0 5.0 
7 0.6 - 0.4 5.0 5.0 
8 0.7 - 0.3 5.0 5.0 
9 0.8 - 0.2 5.0 5.0 

10 0.9 - 0.1 5.0 5.0 
11 1.0 - - 5.0 5.0 
12 - 1.0 - 5.0 5.0 

หมายเหตุ  เมื่อทําการเติมสารละลายอัลคาไลนแลวใหตั้งทิ้งไว 10 นาที หลังจากนั้นเมื่อเติมสารละลาย 
Folin - Ciocalteau reagent แลวใหเขยาหลอดทดลองใหเขากัน แลวตั้งทิ้งไว 30 นาที แลวจึงนําไปวัดคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร 
 

4) นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากสารละลายมาตรฐาน bovine serum albumin (BSA)  
มาเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร กับความเขมขนของสารละลาย
มาตรฐาน BSA แลวนํามาคํานวณหาปริมาณโปรตีนของสารละลายไฟโบรอิน กอนที่จะวิเคราะห
น้ําหนักโมเลกุลของไฟโบรอินและเซริซีนดวยสองเทคนิค ดังตอไปนี้ 
 2.3.3 การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของเซริซีนและไฟโบรอินดวยเทคนคิอิเล็คโทรโฟริซีส  

การวิเคราะหน้ําหนกัโมเลกลุของเซริซีนและไฟโบรอินดวยเทคนิคอิเล็คโทรโฟริซีส  
SDS-PAGE ทําไดดังนี ้

1) การเตรียม Acrylamide/bis (30%T, 2.67%C) 



 

 ช่ัง Acrylamide 29.2 กรัม และ N,N’-methylene-bis-acrylamide (Bis)  0.8 กรัม ละลายดวย

น้ําปราศจากไอออน แลวนํามาผสมกัน สามารถเก็บไวใชไดนานที่อุณหภูมิ 4 °C 
2) การเตรียม 1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 

 ช่ัง Tris base 18.15 กรัม ละลายดวยน้ําปราศจากไอออน 60 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหได 8.8 
ดวย 6 M HCl จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ําปราศจากไอออนจนถึงขีด 100 มิลลิลิตร 

3) การเตรียม 0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 
 ช่ัง Tris base 6 กรัม ละลายดวยน้ําปราศจากไอออน 60 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหได 6.8 ดวย 6 

M HCl จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ําปราศจากไอออนจนถึงขีด 100 มิลลิลิตร 
4) การเตรียมสารละลาย 10% w/v SDS 

 ช่ัง SDS 10 กรัม และละลายดวยน้ําปราศจากไอออน 90 มิลลิลิตร กวนเบาๆ แลวปรับ
ปริมาตรจนถึงขีด 100 มิลลิลิตร 

5) Running buffer, pH 8.3 
 ช่ัง Tris base 9 กรัม, SDS 3 กรัม ผสมกับ glycine 43.2 กรัม เติมน้ําปราศจากไอออนจนถึง

ขีด  100 มิลลิลิตร (หากจะนํามาใชงาน ตองเจือจาง 5 เทา) 
6) Sample buffer (SDS reducing buffer) 

เตรียมสารละลาย 4.0 มิลลิลิตร ที่ประกอบดวยสารดังนี้ 
  Deionized water   1.9 มิลลิลิตร  
  0.5 M Tris-HCl, pH 6.8   0.5 มิลลิลิตร 
  Glycerol   0.4 มิลลิลิตร 
  10% (w/v) SDS   0.8 มิลลิลิตร 
  2-mercaptoethanol  0.2 มิลลิลิตร 
  1% (w/v) bromophenol blue 0.2 มิลลิลิตร       (รวมทั้งหมด 4.0 มิลลิลิตร) 

7) การเตรียมสารละลายตัวอยาง 
  นําสารละลายเซริซีนเขมขน 4 และ 6 ppb ปริมาตรตางๆ แลวเติม Sample buffer ปริมาตร 

0.5 มิลลิลิตร จากนั้น เติม 0.2% w/v urea ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ในทุกๆ สารละลายตัวอยาง  
8) การเตรียมสารละลายที่ใชตรึงและยอม 

 ใชตรึง   12.5% w/v TCA  
 ใชยอม  1% w/v Coomassie Brillant Blue R250 : 12.5% TCA เปน 1 : 20  

9) สารละลาย Destaining 
 25% v/v ethanol, 10% v/v acetic acid และ 65% v/v Deionized water  

10) สารเพิ่มความถวงจําเพาะ 10% v/v glycerol 
 



 

การเตรียม Separating gel และ Stacking gel แสดงดังตารางที่ 2.4 
 
ตารางที่ 2.4 สารเคมี และปริมาตรสารเคมีสําหรับเตรียม Separating gel และ Stacking gel 

SDS-PAGE 

Separating gel Stacking gel  

12%T 3.9%T 

 

Acrylamide/Bis  
(30%T, 2.67%C) 

8.00 มิลลิลิตร 1.0 มิลลิลิตร - 

Deionized water 6.80 มิลลิลิตร 6.4 มิลลิลิตร - 
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 5.00 มิลลิลิตร  - 
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 - 2.5 มิลลิลิตร - 
10% Ammonium 
persulphate (APS) 

0.2 มิลลิลิตร 0.2 มิลลิลิตร เพิ่มปริมาณได 
ถา gel เกิดไมดี 

TEMED 13.20 ไมโครลิตร 13.20 ไมโครลิตร ใสสุดทาย 
 
11) ขั้นตอนการใสเจล 

- เตรียมเจลใหมีปริมาตรตามความหนาของสแปซเซอรที่ตองการ ดังเชนตัวอยาง 
              ความหนาของสแปซเซอร            ปริมาตร 
    0.50 นาโนเมตร  2.8 มิลลิลิตร   
    0.75 นาโนเมตร  4.2 มิลลิลิตร 
    1.0 นาโนเมตร  5.6 มิลลิลิตร 
    1.5 นาโนเมตร  8.4 มิลลิลิตร  
การประกอบแผน slab gel ดงัรูปที่ 2.1 
 

สารเคม ี หมายเหต ุ



 

 
 

รูปท่ี 2.1 การประกอบแผน slab gel  
ท่ีมา: ชุติมา คงจรูญ, เอกสารประกอบการสอนวิชา คม 322 ชีวเคมี, 2541 

 
- ทดสอบการรั่วโดยเติมการเติมน้ําลงไปในรองของแผนกระจกประมาณ 5 มิลลิลิตร 

 
รูปท่ี 2.2 การเติมน้ําเพื่อทดสอบการรั่วของแผน slab gel  

ท่ีมา: ชุติมา คงจรูญ, เอกสารประกอบการสอนวิชา คม 322 ชีวเคมี, 2541 
 
 - วัดจากปลายหวี ลงมา 1 cm พรอมกับทําเครื่องหมายไว จากนั้นเตรียม Separating gel 

แลวนําใสลงไปถึงระดับปลายหวีที่ทําเครื่องหมายไว 
- ปดผิวหนาเจลดวยน้ํากลั่น 5 มิลลิลิตร เพื่อปองกันการผสมกับ Stacking gel รอใหเจล

เกิด polymerization ประมาณ 1 ช่ัวโมง 
- เตรียม Stacking gel จากนั้น ดูดน้ํากล่ันออกจากผิวหนาเจลใหหมด แลวนําใสลงไป

จนทวมหวี รอใหเจลเกิด polymerization 1 ช่ัวโมง 



 

 
รูปท่ี 2.3 การเตรียม Stacking gel  

ท่ีมา: ชุติมา คงจรูญ, เอกสารประกอบการสอนวิชา คม 322 ชีวเคมี, 2541 
 

หยอดตวัอยางลงในชอง ดังรูปที่ 2.4 
 

 
 

รูปท่ี 2.4 หยอดตัวอยางลงในชอง  
 

- ตอ Power supply เขาไป ดังรูป โดยตอข้ัวบวกเขากับ chamber ลาง และขั้วลบเขา 
chamber บนและเปดสวิทซของเครื่องจายกระแสไฟฟา โดยใชกระแสที่ 30 mA, ความตางศักย 150 volt 
ดังแสดงในรูปที่ 2.5 
 

ใชไมโครปเปตดูดสารละลาย
ตั ว อ ย า ง  หยอดลงไป  40 
ไมโครลิตร ลงในแตละชอง 



 

 
 

รูปท่ี 2.5 ชุดอิเล็คโทรโฟรีซีสประกอบดวยเครื่องจายกระแสไฟฟาและSDS-PAGE 
 

- ปดเครื่องจายกระแสไฟฟา เมื่อเห็นสีของสีติดตาม (tracking dye, bromophenol blue) 
เคล่ือนมาถึงปลายลางของเจล ซ่ึงใชเวลาประมาณ 1-2  ช่ัวโมง 

- หลังจากสิ้นสุดการทําอิเล็คโทรโฟรีซีส นําแผนเจลมาแชในสารละลายที่ใชตรึง และ
ยอม โดยตรึง 115 นาที แลวยอมเจล  330 นาที เมื่อยอมเสร็จนําเจลออกมาลางดวย 40% v/v เมทานอล 
7% v/v กรดอะซิติก 53% v/v น้ําปราศจากไอออน นาน 3 ชม. 

- นําเจลมาวัดระยะทางของสีติดตาม จากบริเวณเริ่มตนกอนการยอมสี หลังจากยอมสี
แลวจึงวัดระยะทางการเคลื่อนที่ของโปรตีนมาตรฐาน เพื่อเขียนกราฟมาตรฐาน ดวยการวัดระยะทาง
การเคลื่อนที่ของโปรตีนมาตรฐาน โดยวัดตรงกึ่งกลางของแถบที่ปรากฏใหเห็น นําระยะทางการ
เคล่ือนที่มาคํานวณหาคาการเคลื่อนที่สัมพัทธ (relative migration, Rf) ของโปรตีนมาตรฐานแตละชนิด                   
    Rf    = ระยะทางการเคลื่อนที่ของโปรตีนจากจุดเริ่มตน 
                                   ระยะทางการเคลื่อนที่ของสีติดตาม 

- นําคา   Rf   ของโปรตีนมาตรฐานและคา log10 มวลโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานมา
เขียนกราฟมาตรฐาน จากนั้นนําคา Rf  ที่วัดไดจากตัวอยางไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานจะสามารถ
ทราบมวลโมเลกุลของโปรตีนไหมที่เราทําการวิเคราะหได 

 
2.3.4 การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของไฟโบรอินและเซริซีนดวยเทคนิคไซสเอกซคลูชันโครมา 

โทกราฟ 
          1) การเตรียมเฟสเคลื่อนที่ โดยชั่งโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 16.68XX กรัม (บันทึก
น้ําหนักที่แนนอน) และช่ังไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 5.95XX กรัม (บันทึกน้ําหนักที่แนนอน) 
นํามาละลายดวยน้ํา Ultra pure พอประมาณ แลวเทสารละลายใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 1000 mL 
และปรับปริมาตรดวยน้ํา Ultra pure จนถึงขีดบอกปริมาตร 



 

  2) ช่ังโซเดียมเอไซด 0.5000 กรัม ละลายดวยสารละลายในขอ 1) และนําสารละลายไป
ปรับคา pH ใหไดมี pH อยูในชวง 6.3-6.7 จากนั้นนําสารละลายที่ไดไปกรองโดยผานชุดกรอง
สารละลาย ซ่ึงใชแผนกรองขนาด 0.45 μm แลวนําไปไลฟองอากาศดวยเครื่อง Ultrasonic bath เปนเวลา 
30 นาที เก็บในขวดที่มีฝาปด 
  3) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 2 ชนิด คือ สารละลายพอลิเอทิลีนไกลคอลเขมขน 0.1% 
w/v และสารละลายโปรตีนมาตรฐานซึ่งเตรียมขึ้นโดยใชคําแนะนําจากผูผลิต คือ เติมน้ํา Ultra pure 0.5 
mL ลงใน vial ที่บรรจุสารมาตรฐานที่เปนโปรตีน แลวเขยาใหสารละลายเขากัน แลวนําไปแชในน้ําแข็ง 

2-3 นาที แลวเขยาอีกครั้ง จากนั้นปดฝา vial แลวเก็บไวในตูเย็นอุณหภูมิ 2-8°C (เก็บไวไดนาน 2 
สัปดาห) 
  4) การเตรียมสารละลายหนวยของโปรตีนไฟโบรอิน โดยนําหนวยโปรตีนไฟโบรอิน
บริสุทธิ์ที่ระเหยจนแหงมาละลายดวยเฟสเคลื่อนที่ 0.5 mL แลวกรองสารละลายดวยชุดกรองสาร
ตัวอยาง ขนาด 0.45 ไมครอน 

 5) การทํากราฟมาตรฐานและการหาน้ําหนักโมเลกุลของหนวยโปรตีน โดยเปดเครื่อง
ไซสเอกซคลูชันโครมาโทกราฟ โดยมีคอลัมนยี่หอ Waters รุน Bio Suit SEC 175 อุณหภูมิของคอลัมน 

30°C และใชเฟสเคลื่อนที่เปน 0.1 M ฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.7 ผสม 0.05 % โซเดียมเอไซด ฉีด
สารละลายมาตรฐานสองชนิดไดแก พอลิเอทิลีนไกลคอล น้ําหนักโมเลกุลในชวง 106 – 20600 Da โดย
วิเคราะหที่อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ 0.5 และ1.0 มิลลิตรตอนาที และอุณหภูมิของคอลัมนและ
เครื่องตรวจวัดเทากับ 28 และ 30 องศาเซลเซียส และสารละลายมาตรฐานโปรตีนชนิดตางๆ ที่มีน้ําหนัก
โมเลกุลในชวง 1,350 Da ถึง 670 kDa ปริมาตร 25 ไมโครลิตร รอจนพีคสุดทายออกหมดแลวจึงหยุด
การวิเคราะห จากนั้นนําขอมูลน้ําหนักโมเลกุลและเวลาคงคางที่ไดไปคํานวณเพื่อสรางกราฟมาตรฐาน
ระหวาง log Mw กับเวลาคงคาง (tR) แลวฉีดสารละลายตัวอยางไหมที่เปนหนวยโปรตีนไฟโบรอิน และ
เซริซีนเชนเดียวกับสารละลายมาตรฐาน แตนําคาที่ไดไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน แลววิเคราะห
หาคาน้ําหนักโมเลกุลของหนวยโปรตีน   
 
2.4 การวิเคราะหความเปนผลึกของไฟโบรอิน 

วิเคราะหความเปนผลึกของไฟโบรอินดวยเทคนิค X-ray diffraction ตามแนวเสนไหมไฟโบร 
อินโดยใชเครื่อง X-ray diffractometer ยี่หอ Bruker รุน D5005  
 
2.5 การวิเคราะหสมบัติทางทางเชิงกลของเสนใยไหม 
 ศึกษาสมบัติทางกายภาพของเสนไหมไฟโบรอิน ดวยการวัดความทนตอแรงดงึดวยเครื่อง 
Texture Analyzer รุน TA.XT.plus โดยใชเสนไหมพนัธุชัยภูมิ ไหมพันธุบุรีรัมย ไหมพันธุนางนวล
แพงพวย ไหมพันธุนางเหลอืง ไหมพันธุนางนอย ไหมพันธุดอกบวั1 ไหมพันธุดอกบัว2 (สาวจากรัง



 

ไหมชั้นใน) และไหมพนัธุดอกบัว2 (สาวจากรังไหมชั้นนอก) ตวัอยางละ 20 เสน โดยใชเครื่องทดสอบ
สมบัติเชิงกล (Texture analyzer) โดยใชสภาวะที ่ Test Mode คือ Tension, Test speed เทากับ 1.0 
mm/sec, Target Mode คือ Distance, Distance เทากับ 40 mm และระยะหางระหวางหัวจับตัวอยาง 
เทากับ 5 cm 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

บทที่ 3 
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

 
3.1 ลักษณะภายนอกของรังไหม 

จากการเก็บตัวอยางรังไหมไทยพันธุตางๆ จากสถานีหมอนไหมแหลงตางๆ แหลงทีไ่ด ช่ือพันธุ
และลักษณะเบื้องตนของรังไหม แสดงในตารางที่ 3.1 
 
ตารางที่ 3.1 พนัธุ แหลงตัวอยางและลักษณะของรังไหม  
ลําดับ ช่ือพันธุ พันธุแท/ 

พันธุปรับปรุง 
แหลงตัวอยาง ลักษณะ 

1 รังไหมพันธุชัยภูม ิ3 พันธุแท จังหวดัศรีสะเกษ สีเหลืองทอง รังมี
ขนาดเล็ก 

2 รังไหมพันธุนาง
เหลือง 

พันธุแท ศูนยหมอนไหมเฉลิมพระเกยีรติ
พระนางเจาสิริกิติ์   
จังหวดัศรีสะเกษ 

สีเหลืองทอง รังมี
ขนาดเล็ก 

3 รังไหมพันธุสําโรง พันธุพื้นเมือง ศูนยหมอนไหมเฉลิมพระเกยีรติ
พระนางเจาสิริกิติ์  
จังหวดัสุรินทร 

สีเหลืองทอง รังมี
ขนาดเล็ก 

4 รังไหมพันธุยบูี พันธุปรับปรุง ศูนยหมอนไหมเฉลิมพระเกยีรติ
พระนางเจาสิริกิติ์   
จังหวดัเชยีงใหม 

สีขาว รังมีขนาดใหญ 

5 รังไหมอีร่ี พันธุแท มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
วิทยาเขตกําแพงแสน  
จังหวดันครปฐม 

สีขาว มีขนาดใหญ 

6 รังไหมพันธุนางนวล
แพงพวย 

 ศูนยหมอนไหมเฉลิมพระเกยีรติ
พระนางเจาสิริกิติ์   
จังหวดัศรีสะเกษ 

สีเหลือง รังมีขนาด
ใหญ 

7 รังไหมพันธุเหลือง
สุรินทร 

พันธุพื้นเมือง ศูนยหมอนไหมเฉลิมพระเกยีรติ
พระนางเจาสิริกิติ์   
จังหวดัสุรินทร 

สีเหลืองทอง รังมี
ขนาดเล็ก 

 



 

ตารางที่ 3.1 พนัธุ แหลงตัวอยางและลักษณะของรังไหม (ตอ) 
 

8 รังไหมพันธุนางนอย พันธุแท ศูนยหมอนไหมเฉลิมพระเกยีรติ
พระนางเจาสิริกิติ์   
จังหวดัเชยีงใหม 

สีเหลืองทอง รังมี
ขนาดเล็ก 

9 รังไหมพันธุดอกบัว พันธุปรับปรุง ศูนยหมอนไหมเฉลิมพระเกยีรติ
พระนางเจาสิริกิติ์   
จังหวดัสุรินทร 

สีขาว รังมีขนาดใหญ 

10 รังไหมพันธุบรีุรัมย พันธุปรับปรุง ศูนยหมอนไหมเฉลิมพระเกยีรติ
พระนางเจาสิริกิติ์   
จังหวดัศรีสะเกษ 

สีเหลือง รังมีขนาด
เล็ก 

 
3.2 สมบัติการละลายของโปรตีนไหม 
 กาวไหมเซริซีน สามารถละลายไดดใีนน้ํารอน สวนเสนใยไหมไฟโบรอินจากไหมทุกพันธุไม
ละลายน้ําและสารละลายบัฟเฟอร แตสามารถละลายไดในสารละลายเกลือเขมขน เชน สารละลาย
ลิเทียมโบรไมดเขมขน 9 โมลาร ยกเวนเสนใยไหมพันธุอีร่ีที่ละลายไดในสารละลายลิเทียมไทโอไซ
ยาเนทเขมขน 9 โมลาร การนําเสนใยไหมไปตมในสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 6 โมลาร และ
สารละลายดางโซเดียมไฮดรอกไซดจะทําใหเกิดการละลายเชนเดยีวกนั แตการละลายนี้เกิดขึ้น
เนื่องมาจากการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของโมเลกุลโปรตีน กลายเปนพอลิเพปไทด หรือกรดอะมิโน 
ดังปฏิกิริยาในรูปที่ 3.1 

R NH
R'

O

OH
OHNH
O

R R'
R OH

O

RCO2 +  H2O

+ H2N-R'

OH

 
รูปท่ี 3.1 ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของโมเลกุลโปรตีนในสารละลายเบส 
ที่มา : Bailey, 1990 
 



 

การทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของโปรตีนดวยกรดไฮโดรคลอริก อาจทําใหสารที่ไดมีสีดํา เนื่องจากการ
เกิดเปนสารประกอบซัลไฟดของกรดอะมโินซีสเตอีน (Bailey, 1990) 
 
3.3 การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของไหมไทยพันธุตางๆ 

3.3.1 การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของเซริซีนแฟรกชันดวยเทคนิคอิเล็คโทรโฟริซีส 
กอนนํากาวไหมเซริซีนไปวิเคราะหหาน้าํหนักโมเลกุล ดวยเทคนิคอิเล็คโทรโฟริซีสได

ทําการหาความเขมขนโปรตีนกอนดวยวิธีเลาวรีย  คาการดูดกลืนแสงของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 
BSA ที่ 750 นาโนเมตร ทีค่วามเขมขนในชวง 0 - 0.1 มก.ตอมล. แสดงดังตารางที่ 3.2 และคาการ
ดูดกลืนแสงของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA ที่ 750 นาโนเมตร สัมพันธกับความเขมขนเปน
เสนตรง ดังแสดงในรูปที่ 3.2 โดยมีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (R2)  เทากับ 0.9978 เมื่อนําสารละลาย
ตัวอยางของเซริซีนที่ไดจากไหมพันธุตางๆ มาหาความเขมขนไดคาดังแสดงในตารางที่ 3.2 
 
ตารางที่ 3.2 คาการดูดกลืนแสงของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA ที่ 750 นาโนเมตร ในชวงความ

เขมขน 0.1 มก.ตอมล. 
 

ความเขมขนของ 
BSA (มก.ตอมล.) 

คาการดูดกลนืแสง 
ท่ี 750 นาโนเมตร 

พันธุไหม 
คาการดูดกลนืแสง 
ท่ี 750 นาโนเมตร 

ความเขมขนของเซริซีน  
(มก./มล.) 

0 0 ดอกบัว 0.120 0.04 
0.02 0.090 นางเหลือง 0.288 0.08 
0.04 0.168 นางนอย 0.575 0.19 
0.06 0.242 ยูบ ี 0.403 0.13 
0.08 0.308 สําโรง 0.648 0.22 
0.10 0.385    

 



 

y = 3.79x + 0.0093
R² = 0.9978
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รูปท่ี 3.2 ความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงและความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน BSA  
 
จากการนําสารละลายเซริซีนที่สกัดออกจากรังไหมพันธุตางๆ เพื่อหาปริมาณโปรตีน

เบื้องตนโดยวิธีเลาวรียกอนการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลดวยเทคนิคอิเล็คโทรโฟรีซีส ไดขอมูลแสดงดัง
ตารางที่ 3.2 
 
 ดวยเทคนิคอิเล็คโทรโฟรีซีสแบบโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจล ที่ความเขมขน
เจล 30%T, 2.67%C กระแสไฟฟา 0.03  แอมแปร ความตางศักย 150 โวลท ของเซริซีนเขมขนของเซริ
ซีน 1 และ 2 g/L ไมปรากฏแถบโปรตีนใดๆ บนแผนเจล นั่นอาจเปนเพราะวาสารละลายมีโปรตีนนอย
เกินไปและโปรตีนนั้นกระจายอยูบนแผนเจลปริมาณโปรตีนจึงเจือจางลง ทําใหไมสามารถยอมติดสีได 
อยางไรก็ตามพบแถบโปรตีนมาตรฐานที่ประกอบไปดวย Myosin,Phosphorylase B, BSA, Ovalbumin, 
Carbonic anhydrase, Trypsin inhibitor และ Lysozyme ซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุลในชวง 17.3 – 224  kDa 
ขอมูลระยะทางของแถบโปรตีนมาตรฐานบนแผนเจลแสดงไดในรูปที่ 3.3  
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
  (ก)            (ข) 
รูปท่ี 3.3 SDS-PAGE แผนที่ 1 แถบโปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนักโมเลกุลในชวง 17.3 – 224  kDa 
 ของเจลแผนที่ 1 (ก) สแกนจากแผนเจล  (ข) สเก็ทชมาจากรูปสแกน (A; Myosin, B; 
 Phosphorylase B, C; BSA, D; Ovalbumin, E; Carbonic anhydrase, F; Trypsin inhibitor 
 และ G; Lysozyme) 
 
ระยะทางการเคลื่อนที่ของโปรตีนมาตรฐานแตละชนิดขึ้นอยูกับน้ําหนักโมเลกุล โปรตีนมาตรฐานใดมี
น้ําหนักโมเลกุลสูงจะเคลื่อนที่ไดชา ซ่ึงตรงกันขามกับโปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา ซ่ึงจะ
เคล่ือนที่ไดเร็วเนื่องจากเคลื่อนที่ผานชองวางของเจลไดดีกวา จึงไดระยะทางการเคลื่อนที่สูงกวา การหา
คา relative mobility (Rf) จากระยะทางการเคลื่อนที่ของแถบโปรตีนนั้นๆ หารดวยระยะทางการ
เคล่ือนที่ทั้งหมด คือ 9.6 ซม. ไดคา Rf ของโปรตีนมาตรฐานแตละชนิดดังตารางที่ 3.3 
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ตารางท่ี 3.3 ระยะทางในการเคลื่อนที่ และคา relative mobility (Rf) ของโปรตีนมาตรฐานชนิดตางๆ 
ของเจลแผนที่ 1 

ชนิดโปรตนี 
น้ําหนัก

โมเลกุล (kDa) 
log Mw 

ระยะทางการ
เคล่ือนท่ี (cm) 

Rf 

Myosin  224 2.3502 0.20 0.02 
Phosphorylase B  112 2.0492 0.60 0.06 
BSA  83 1.9191 2.10 0.22 
Ovalbumin  47 1.6721 3.10 0.32 
Carbonic 
anhydrase  

32 1.5051 5.20 0.54 

Trypsin inhibitor  26 1.4150 7.20 0.75 
Lysozyme  17.3 1.2380 8.50 0.89 

หมายเหตุ ระยะทางในการเคลื่อนที่ของสารทั้งหมดเทากับ 9.60 cm  
 
เมื่อแสดงความสัมพันธระหวาง log Mw กับคา Rf จะไดเปนกราฟมาตรฐานของสารละลายโปรตีน
มาตรฐาน แสดงดังรูปที่ 3.4 

 
รูปท่ี 3.4 กราฟความสัมพันธระหวาง log Mw กับคา Rf ของโปรตีนมาตรฐานของเจลแผนที่ 1 
   
จากกราฟมาตรฐานของโปรตีนมาตรฐาน ที่มีน้ําหนักโมเลกุลในชวง 17.3 – 224  kDa  ไดสมการ
เสนตรง y = -0.950x + 2.073 และไดคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (R2) มีคาเทากับ 0.9604 เมื่อเพิ่มความ
เขมขนของเซริซีนเปน 4,000 และ 6,000 มก.ตอมล. ในการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของเซริซีนดวย
เทคนิคอิเล็คโทรโฟรีซีส พบวาหลังยอมสีแผนเจล ปรากฏแถบโปรตีนหลายแถบ ดังแสดงในรูปที่ 3.5  



 

 
 

                   
        (ก)        (ข) 
รูปท่ี 3.5 แถบโปรตีนเซริซีนของไหมแตละพันธุที่ความเขมขนตางกันบนเจลแผนที่ 2   (ก) สแกนจาก

เจล (ข) สเก็ทชมาจากรูปสแกน 
หมายเหตุ (เลน 1) = โปรตีนมาตรฐาน, (เลน 2) = นางนอย 4 g/L (เลน 3 และเลน 8) = นางนอย 6 g/L, 

(เลน 4) = ดอกบัว 4 g/L, (เลน 5) = ยูบี 4 g/L (เลน 6 และเลน 10) = ยูบี 6 g/L, (เลน 7 และเลน 9) 
= ดอกบัว 6 g/L 

 
จากรูปวิเคราะหไดวาเซริซีนเปนโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลอยู 2 กลุม คือ กลุมน้ําหนักโมเลกุลต่ําและ
กลุมน้ําหนักโมเลกุลสูง และแผนเจลที่ 2 ปรากฏแถบโปรตีนมาตรฐาน ซ่ึงใหคา Rf  ดังแสดงในตารางที่ 
3.4  และใหกราฟมาตรฐานดังรูปที่ 3.6  
 
ตารางที่ 3.4 ระยะทางในการเคลื่อนที่ และคา relative mobility (Rf) ของโปรตีนมาตรฐานของ           
เจลแผนที่ 2 

ชนิดของโปรตีนมาตรฐาน 
น้ําหนักโมเลกุล  

(kDa) 
Log Mw 

ระยะทางการ
เคล่ือนท่ี (cm) 

คา Rf 

Myosin  224 2.3502 0.35 0.03 
Phosphorylase B  112 2.0492 1.45 0.13 
BSA  83 1.9191 2.45 0.22 
Ovalbumin  47 1.6721 4.50 0.41 
Carbonic anhydrase  32 1.5051 6.30 0.57 
Trypsin inhibitor  26 1.4150 7.20 0.65 
Lysozyme  17.3 1.2380 9.30 0.85 
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y = ‐1.2862x + 2.261
R² = 0.9661
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รูปท่ี 3.6 กราฟความสัมพันธระหวางล็อกน้ําหนักโมเลกุลกับคา Rf ของสารละลายโปรตีนมาตรฐานของ
เจลแผนที่ 2 

 
  จากการใชโปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนักโมเลกุลในชวง 17.3-224 กิโลดาลตัน พบวา
คาล็อกของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานกับคา Rf มีความสัมพันธเปนเสนตรงโดยมีสมการ
เสนตรงคือ y = -1.286x + 2.261 และไดคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (R2) มีคาเทากับ 0.966 เมื่อนําไป
คํานวณหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนที่ประกอบกันในเซริซีนจากไหมทั้ง 5 สายพันธุ ผลแสดงดัง
ตารางที่ 3.5 
 
ตารางที่ 3.5 น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนในเซริซีนจากไหมพันธุตางๆ โดยเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน

 บนเจลแผนที่ 2 

น้ําหนักโมเลกุลของเซริซีนแฟรกชัน 
พันธุไหม น้ําหนักโมเลกุลสูง 

(kDa) 
น้ําหนักโมเลกุลต่ํา

(kDa) 

นางนอย  1.88 
1.61 

1.23 

ดอกบัว  1.62 1.21 
ยูบี  1.67 1.25 

 
ผลการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนในเซริซีนจากไหมพนัธุนางนอย ดอกบวั และยูบี ซํ้า พรอม
ผลการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนในเซริซีนจากไหมพนัธุนางเหลือง และอีร่ี ไดผลการ
วิเคราะหบนแผนเจลแผนที่ 3 ดังแสดงดังรูปที่ 3.7 



 

 

 
     (ข) 

(ก)                                                                            (ข) 
รูปท่ี 3.7 แถบโปรตีนเซริซีนของไหมพันธุตางๆ บนเจลแผนที่ 3  (a) สแกนจากแผนเจล  (b) สเก็ทชมา

จากรูปสแกน 
หมายเหตุ (เลน 1) = โปรตีนมาตรฐาน, (เลน 2) = นางนอย 4 g/L, (เลน 3) = นางนอย 6 g/L, (เลน 4) = 

ดอกบัว 4 g/L, (เลน 5) = ดอกบัว 6 g/L, (เลน 6) = ยูบี 4 g/L, (เลน 7) = ยูบี 4 g/L, (เลน 8) = นาง
เหลือง 4 g/L, (เลน 9) = นางเหลือง 6 g/L, (เลน 10) = อีร่ี 4 g/L และ(เลน 11 และเลน 12) = อีร่ี 6 
g/L 

 
ระยะทางในการเคลื่อนที่ของแถบโปรตีนมาตรฐานบนแผนเจลที่ 3 สัมพันธกับน้ําหนักโมเลกุลของ
โปรตีนชนิดตางๆ และน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนชนิดตางๆ นั้นมีความสัมพันธกับ คา Rf  ดังแสดงใน
ตารางที่ 3.6 และรูปที่ 3.8 
 
ตารางที่ 3.6 ระยะทางในการเคลื่อนที่ และคา relative mobility (Rf) โปรตีนมาตรฐานของเจลแผนที่ 3 

ชนิดของโปรตีน น้ําหนักโมเลกุล 
(kDa) 

ล็อกน้ําหนักโมเลกุล ระยะทาง (cm) คา Rf   

Myosin  224 2.3502 0.35 0.03 
Phosphorylase B  112 2.0492 1.45 0.13 
BSA  83 1.9191 2.45 0.22 
Ovalbumin  47 1.6721 4.50 0.41 
Carbonic anhydrase  32 1.5051 6.30 0.57 
Trypsin inhibitor  26 1.4150 7.20 0.65 
Lysozyme  17.3 1.2380 9.30 0.85 
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  แถบโปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนักโมเลกุลในชวง 17.3-224 kDa สารมาตรฐานซึ่ง
ประกอบดวย myosin, phosphorylase B, BSA,  ovalbumin, carbonic anhydrase, trypsin inhibitor และ 
lysozyme  ที่ไดจากเทคนิคอิเล็คโทรโฟรีซีสแบบโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต พอลิอะคริลาไมดเจล มาเขียน
กราฟความสัมพันธระหวางล็อกของน้ําหนักโมเลกุลกับคา Rf ไดกราฟดังรูปที่ 3.8 

 
รูปท่ี 3.8 กราฟความสัมพันธระหวางล็อกของน้ําหนักโมเลกุลกับคา Rf ของโปรตีนมาตรฐานบนเจล 

แผนที่ 3 
 
  จากกราฟสารมาตรฐานโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลในชวง 17.3-224 kDa ไดสมการ
เสนตรง คือ y = -1.230x + 2.303 และไดคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (R2) มีคาเทากับ 0.971 เมื่อนําไป
คํานวณหาน้ําหนักโมเลกุลของเซริซีนแฟรกชันจากไหมทั้ง 5 สายพันธุ แสดงคาน้ําหนักโมเลกุลไดดัง
ตารางที่ 3.7 
 
ตารางที่ 3.7 น้ําหนักโมเลกุลของเซริซีนแฟรกชันในไหมพันธุตางๆ โดยเทียบกับโปรตีนมาตรฐานของ

เจลแผนที่ 3 

น้ําหนักโมเลกุลของเซริซีนแฟรกชัน 
พันธุไหม น้ําหนักโมเลกุลสูง 

(kDa) 
น้ําหนักโมเลกุลต่ํา 

(kDa) 

นางนอย  1.84 1.22 
ดอกบัว  1.65 1.22 
ยูบ ี 1.68 1.26 
นางเหลือง  1.82 1.23 
อีร่ี  1.84 1.24 



 

 
  จากการทดลองแผนเจลทั้งหมด 10 แผน ไดน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของโปรตีนในเ ซริ
ซีนในไหมพันธุตางๆ โดยการใชกราฟมาตรฐานที่แสดงความสัมพันธระหวางล็อกของน้ําหนักโมเลกุล
และคา Rf ของโปรตีนมาตรฐานที่ปรากฏบนแผนเจลในแตละแผน ไดคาแสดงดังตารางที่ 3.8 
 
ตารางท่ี 3.8 น้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของเซริซีนแฟรกชันในไหมพันธุตางๆโดยเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน

ของเจลแตละแผน 
 

น้ําหนักโมเลกุลของเซริซีนแฟรกชัน  
พันธุไหม 

น้ําหนักโมเลกุลสูง (kDa) น้ําหนักโมเลกุลต่ํา (kDa) 

ดอกบัว  41.69 17.78 
นางนอย 70.79 

40.74 
19.05 

ยูบี  43.65 18.20 
อีร่ี  44.16 17.38 
นางเหลือง  67.61 16.98 

 
3.3.2 การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลไหมดวยเทคนิคไซสเอกซคลูชันโครมาโทกราฟ 
 3.3.2.1 น้ําหนกัโมเลกุลของไฟโบรอิน 

  จากการนําเอารังไหมจากไหมพันธุตางๆ มาลอกเสนใยออกแลวตัดเปนเสนสั้นๆ 
จากนั้นเติมน้ําน้ําปราศจากไอออน ในอัตราสวนรังไหม 1 กรัม ตอน้ําปราศจากไอออน 50 มิลลิลิตร แลว

ใหความรอนที่อุณหภูมิ 80°C เปนเวลา 30 นาที จากนั้นกรองดวยกระดาษกรองเพื่อแยกออกเสนใยไหม
ไฟโบรอินและสารละลายเซริซีนออกจากกัน เพื่อนําเสนใยไหมไฟโบรอิน และสารละลายเซริซีนไป
วิเคราะหหาน้ําหนักโมเลกุลตอไป 

 - การใชพอลิเอทิลีนไกลคอลเปนสารมาตรฐาน 
 จากการพอลิเอทิลีนไกลคอลเปนสารมาตรฐาน โดยการวิเคราะหดวยเทคนิคไซสเอกซคลูชัน
โครมาโทกราฟที่อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่เปน 0.5 และ 1.0 มล.ตอนาที ที่ 28 และ 30 องศา
เซลเซียส ไดผลดังแสดงในรปูที่ 3.9 ถึงรูปที่ 3.11 



 

 
 

รูปท่ี 3.9  โครมาโทแกรมของสารละลายพอลิเอทิลีนไกลคอลน้ําหนักโมเลกุลตางๆ ที่อัตราการไหล 1.0 
ml/min อุณหภูมิคอลัมนและเครื่องตรวจวัด 28 องศาเซลเซียส 

 

รูปท่ี 3.10  โครมาโทแกรมของสารละลายพอลิเอทิลีนไกลคอลน้ําหนักโมเลกุลตางๆ ที่อัตราการไหล 
0.5 ml/min อุณหภูมิคอลัมนและเครื่องตรวจวัด 28 องศาเซลเซียส 

 



 

 

รูปท่ี 3.11 โครมาโทแกรมของสารละลายพอลิเอทิลีนไกลคอลน้ําหนักโมเลกุลตางๆ ที่อัตราการไหล 
0.5 ml/min อุณหภูมิคอลัมนและเครื่องตรวจวัดเทากับ 30 oC  

 
 ตารางที่ 3.9 ถึงตารางที่ 3.10 แสดงขอมูลน้าํหนักโมเลกุลของพอลิเอทิลีนไกลคอลที่ใชเปนสาร
มาตรฐานและเวลาคงคางของโมเลกุลของพอลิเอทิลีนไกลคอลในคอลัมน เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงอัตรา
การไหลของเฟสเคลื่อนที่จาก 1.0 mL/min เปน 0.5 mL/min ที่อุณหภูมิในคอลัมนและเครื่องตรวจวัด
เทากับ 28 องศาเซลเซียส 
 
ตารางที่ 3.9 เวลาคงคางของพอลิเอทิลีนไกลคอลที่มีน้ําหนักโมเลกุลในชวง 106 – 20600 Da ที่อัตรา

ไหล 1.0 mL/min อุณหภูมิของคอลัมนและเครื่องตรวจวดัเทากับ 28 องศาเซลเซียส 

เวลาคงคาง (min) 
น้ําหนักโมเลกุล (Da) log Mw (Da) 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 เฉล่ีย 
106 2.0253 11.537 11.546 11.542 
194 2.2878 11.469 11.466 11.468 
440 2.6435 11.240 11.231 11.236 
628 2.7980 11.152 11.153 11.153 
960 2.9823 10.548 10.549 10.549 
1460 3.1644 10.126 10.127 10.127 
4290 3.6325 8.785 8.783 8.784 
7130 3.8531 8.045 8.038 8.042 



 

ตารางที่ 3.9 เวลาคงคางของพอลิเอทิลีนไกลคอลที่มีน้ําหนักโมเลกุลในชวง 106 – 20600 Da ที่ อัตรา
ไหล 1.0 mL/min อุณหภูมิของคอลัมนและเครื่องตรวจวดัเทากับ 28 องศาเซลเซียส (ตอ) 

 
เวลาคงคาง (min) 

น้ําหนักโมเลกุล (Da) 
ล็อกน้ําหนัก
โมเลกุล (Da) คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 เฉล่ีย 

12900 4.1106 7.177 7.175 7.176 
20600 4.3139 6.552 6.553 6.553 

 
ตารางที่ 3.10 เวลาคงคางของพอลิเอทิลีนไกลคอลที่มีน้ําหนักโมเลกุลในชวง 106 – 20600 Da ที่อัตรา

ไหล 0.5 ml/min อุณหภูมิของคอลัมนและเครื่องตรวจวัดเทากับ 28 องศาเซลเซียส 

เวลาคงคาง (min) 
น้ําหนักโมเลกุล (Da) 

ล็อกน้ําหนัก
โมเลกุล (Da) คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 เฉล่ีย 

106 2.0253 23.361 23.362 23.362 

194 2.2878 23.245 23.244 23.245 

440 2.6435 23.235 23.236 23.236 

628 2.7980 22.962 22.965 22.964 

960 2.9823 22.436 22.436 22.436 

1460 3.1644 22.286 22.288 22.287 

4290 3.6325 19.708 19.705 19.707 

7130 3.8531 18.308 18.309 18.309 

12900 4.1106 16.321 16.323 16.322 

20600 4.3139 14.751 14.752 14.752 
 

 จะเห็นไดวา เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่จาก 1.0 mL/min เปน 0.5 
mL/min ทําใหพอลิเอทิลีนไกลคอลเคลื่อนที่ออกจากคอลัมนไดชาลงประมาณ 2 เทา เนื่องจากฟอสเฟต
บัฟเฟอรเคล่ือนที่ชาลง โมเลกุลของพอลิเอทิลีนไกลคอลที่ละลายอยูในฟอสเฟตบัฟเฟอรจึงมีเวลาอยูใน
รูพรุนของวัสดุบรรจุคอลัมนมากขึ้น ทาํใหเวลาคงคางในคอลัมนมากขึ้น นอกจากนีย้ังจะเหน็ไดวา
ลักษณะของโครมาโทแกรมของพอลิเอทิลีนไกลคอลมีขนาดกวางขึ้น เนื่องจากโมเลกุลของพอลิเอทิลีน
ไกลคอลมีการแพรเขาไปในรูพรุนที่มีขนาดตางๆ กันไดดีขึ้น 



 

 เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงอุณหภมูิในคอลัมนและเครื่องตรวจวัดจาก 28 องศาเซลเซียสเปน 30 
องศาเซลเซียส โดยใชอัตราการไหล 0.5 ml/min เวลาคงคางของพอลิเอทิลีนไกลคอลที่มีน้ําหนัก
โมเลกุลตางๆ แสดงไดดังตารางที่ 3.11 จะเหน็ไดวาเวลาคงคางของโมเลกุลพอลิเอทิลีนไกลคอลมีคา
แตกตางจากการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส 
 
ตารางที่ 3.11 เวลาคงคางของพอลิเอทิลีนไกลคอลที่มีน้ําหนักโมเลกุลในชวง 106 – 20600 Da ที่อัตรา

ไหล 0.5 ml/min อุณหภูมิของคอลัมนและเครื่องตรวจวัดเทากบั 30 องศาเซลเซียส 

เวลาคงคาง (min) 
น้ําหนักโมเลกุล (Da) 

ล็อกน้ําหนัก
โมเลกุล (Da) คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 เฉล่ีย 

106 2.0253 23.451 23.453 23.452 

194 2.2878 23.321 23.322 23.322 

440 2.6435 23.125 23.127 23.126 

628 2.7980 22.980 22.989 22.985 

960 2.9823 22.542 22.549 22.546 

1460 3.1644 22.256 22.259 22.255 

4290 3.6325 19.954 19.955 19.955 

7130 3.8531 18.674 18.678 18.676 

12900 4.1106 16.557 16.553 16.555 

20600 4.3139 14.971 14.976 14.974 
 

นําขอมูลในตารางที่ 3.9 มาสรางกราฟมาตรฐาน โดยการพล็อตความสัมพันธระหวางล็อกน้ําหนัก
โมเลกุลและเวลาคงคางในคอลัมนของพอลิเอทิลีนไกลคอล ไดกราฟมาตรฐานดังรูปที่ 3.12 
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รูปท่ี 3.12 ความสัมพันธระหวางล็อกน้ําหนกัโมเลกุลกับเวลาคงคางของพอลิเอทิลีนไกลคอล 
  
 จากรูปที่ 3.12 จะเห็นไดวา สามารถใชพอลิเอทิลีนไกลคอลเปนพอลิเมอรมาตรฐานในการหา
น้ําหนกัโมเลกลุไหมได เมื่อมีน้ําหนกัโมเลกุลในชวง 628 – 20600 Da เนื่องจากเปนชวงที่เปนเสนตรง 
ซ่ึงมีความสัมพันธระหวางล็อกน้ําหนักโมเลกุลกับเวลาคงคางของพอลิเอทิลีนไกลคอล ดังรูปที่ 3.13 
 

y = -0.331x + 6.5002
R2 = 0.9983
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รูปท่ี 3.13 ความสัมพันธระหวางล็อกน้ําหนักโมเลกุลกบัเวลาคงคางของพอลิเอทิลีนไกลคอลในชวงที่

เปนเสนตรง 
 
สวนรูปที่ 3.14 แสดงโครมาโทแกรมของไฟโบรอินแฟรกชันจากไหมตัวอยางทีว่ิเคราะหได 
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รูปท่ี 3.14 โครมาโทแกรมของโปรตีนแฟรกชันจากไฟโบรอิน (a) พันธุเหลืองสุรินทร  (b) พันธุสําโรง 
ตารางที่ 3.12 น้ําหนกัโมเลกลุของไฟโบรอินแฟรกชนัจากไหมพนัธุสําโรง 

พีค เวลาคงคาง (นาที) 
ล็อกน้ําหนกัโมเลกุลของ
พอลิเอทิลีนไกลคอล 

(Da) 

น้ําหนกัโมเลกลุของ 
โปรตีนแฟรกชัน (Da) 

1 5.737 4.60 39907 

2 6.271 4.42 26564 

3 6.537 4.34 21690 

4 6.851 4.23 17073 

5 7.434 4.04 10948 

6 7.898 3.89 7687 

7 8.539 3.67 4716 

8 9.119 3.48 3031 

9 9.588 3.33 2120 

10 10.213 3.12 1317 

11 10.734 2.95 885 

12 11.471 2.70 505 

13 12.005 2.53 336 

14 13.806 1.93 85 

(a) 
 
 
 

(b) 



 

ตารางที่ 3.13 น้ําหนกัโมเลกลุของไฟโบรอินแฟรกชนัจากไหมพนัธุเหลืองสุรินทร 

พีค เวลาคงคาง (นาที) 
ล็อกน้ําหนกัโมเลกุลของ
พอลิเอทิลีนไกลคอล 

(Da) 

น้ําหนกัโมเลกลุของ 
โปรตีนแฟรกชัน (Da) 

1 5.713 4.61 40644 

2 6.207 4.45 27892 

3 6.482 4.35 22618 

4 7.872 3.89 7841 

5 8.583 3.66 4561 

6 9.153 3.47 2954 

7 9.604 3.32 2094 

8 10.744 2.94 878 

9 11.418 2.72 526 

10 12.005 2.53 336 

11 12.642 2.32 207 
  

จากโครมาโทแกรมในรูปที ่ 3.14 จะเห็นไดวาโครมาโทแกรมของไฟโบรอินจากไหมพันธุ
เหลืองสุรินทรและพันธุสําโรงมีลักษณะคลายคลึงกัน คือมีหลายแฟรกชัน และปรากฏพีคที่ตําแหนง
เวลาคงคางใกลเคียงกัน แตใหน้ําหนักโมเลกุลแตกตางกนัเล็กนอย เนือ่งจากมีพีคของโปรตีนแฟรกชัน
กวางแคบไมเทากัน จึงมีผลตอเวลาคงคางที่จะนําไปคํานวณหาน้ําหนกัโมเลกุลของโปรตีนแฟรกชันนัน้ 
น้ําหนกัโมเลกลุโปรตีนแฟรกชันในไฟโบรอินจากไหมพันธุเหลืองสุรินทรและพันธุสําโรง แสดงดัง
ตารางที่ 3.12 และ ตารางที่ 3.13 จะเห็นวาโปรตีนแฟรกชันของไหมทั้งสองพันธุมีหลายแฟรกชนั และ
คาน้ําหนกัโมเลกุลใกลเคียงกัน คือ อยูในชวง 200 – 40,000 Da แตพันธุสําโรงมีโปรตีนแฟรกชนัที่มี
น้ําหนกัโมเลกลุต่ํามาก คือ 85 Da ซ่ึงเปนคาที่ไมอยูใน selectivity range ของคอลัมนที่ใช การวิเคราะห
น้ําหนกัโมเลกลุของโปรตีนแฟรกชันในไฟโบรอิน ดวยการใชพอลิเอทลีินไกลคอลเปนสารมาตรฐาน
อาจไดคาน้ําหนักโมเลกุลคลาดเคลื่อนไปได เนื่องจากพอลิเอทิลีนไกลคอลมีโครงสรางทางเคมีแตกตาง
จากโปรตีน การเกิดอันตรกริิยากับตัวทาํละลายหรือเฟสเคลื่อนที่จึงแตกตางกัน ซ่ึงมีผลตอขนาดโมเลกุล
ของพอลิเอทิลีนไกลคอลและโปรตีนแฟรกชันของไฟโบรอิน เนื่องจากโมเลกุลที่เกิดอันตรกิริยากับตัว
ทําละลายนอยจะมีลักษณะเปน random coil แตถาโมเลกุลที่เกิดอันตรกิริยากับตวัทําละลายมากจะทําให
โมเลกุลยืดตัวออก ทําใหมีรูปรางแบบ rod 

 



 

 
 - การใชโปรตนีเปนสารมาตรฐาน 

   จากการนําสารละลายโปรตีนมาตรฐานซึ่งประกอบดวย  vitamin B12, 

myoglobin, ovalbumin, γ-globulin และ thyroglobulin มีน้ําหนักโมเลกุล 1350 Da, 17, 44, 158 และ 
670 kDa ฉีดเขาเครื่องเจลเพอรมีเอชันโครมาโทกราฟ ปริมาตร 25 μL อัตราการไหล 1.0 mL/min ใช 0.1 
M ฟอตเฟสบัฟเฟอร pH 6.7 เปนเฟสเคลื่อนที่ อุณหภูมิของคอลัมนและเครื่องตรวจวัด 30 องศา
เซลเซียส ตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงดวยยูวีเครื่องตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร ไดโครมา
โทแกรมของสารละลายโปรตีนมาตรฐานดังแสดงในรูปที่ 3.15 
 

 
 

รูปท่ี 3.15 โครมาโทแกรมของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน (a) thyroglobulin (b) γ-globulin (c) 
ovalbumin (d) myoglobin (e) vitamin B12 

 
 จากโครมาโทแกรมในรูปที่ 3.15 จะเห็นไดวากลไกการแยกสารมาตรฐานและโปรตีนที่มี
น้ําหนักโมเลกุลตางๆ ดวยเทคนิคเจลเพอรมีเอชันโครมาโทกราฟเปนไปตามทฤษฎี คือ มีการแยกตาม
ขนาดของโปรตีน โดย vitamin B12 มีน้ําหนักโมเลกุลนอย โมเลกุลขนาดเล็กจะมีเวลาคงคางมากกวา 
thyroglobulin ที่มีน้ําหนักโมเลกุลมาก ซ่ึงมีขนาดใหญกวา ซ่ึงคาเวลาคงคางของสารมาตรฐานแตละ
ชนิดจะแสดงดังตารางที่ 3.14 
 
 
 
 

(a) 

(b) (c) 

(d) 

(e)  



 

ตารางที่ 3.14 เวลาคงคางของโปรตีนมาตรฐานที่มีน้ําหนกัโมเลกุลในชวง 1,350 Da-670 kDa 
 

เวลาคงคาง (min) 
สารมาตรฐาน น้ําหนักโมเลกุล (Da) 

ล็อกน้ําหนัก
โมเลกุล (Da) คร้ังท่ี 1  คร้ังท่ี 2 เฉล่ีย 

Thyroglobulin 670,000 5.8261 5.551 5.552 5.552 

γ-globulin 158,000 5.1987 6.539 6.539 6.539 

Ovalbimin 44,000 4.6435 7.749 7.748 7.749 

Myoglobin 17,000 4.2304 9.314 9.314 9.314 

Vitamin B12 1,350 3.1303 12.287 12.291 12.289 
  
 นําคาเวลาคงคางของโปรตีนมาตรฐานแตละชนิดออกมา แลวพล็อตกราฟความสัมพันธ
ระหวางล็อกน้ําหนักโมเลกุล (Da) กับเวลาคงคาง (นาที) ซ่ึงจะไดกราฟดังรูปที่ 3.16 
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รูปท่ี 3.16 ความสัมพันธระหวางล็อกน้ําหนกัโมเลกุลกับเวลาคงคางของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 

 
  จากกราฟในรูปที่ 3.16 ไดนําคาเวลาคงคางชวงที่มีความเปนเสนตรงมากที่สุด คือ ชวงเวลาคง
คาง 6.54–12.29 นาที มาพล็อตกราฟมาตรฐานระหวางล็อกน้ําหนักโมเลกุลกับเวลาคงคาง ซ่ึงจะได
กราฟดังรูปที่ 3.17 เพื่อใชในการเปรียบเทียบหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนแฟรกชันจากไฟโบรอินและ
เซริซีนจากไหมพันธุตางๆ ตอไป 



 

y = -0.3512x + 7.4523

R2 = 0.9948
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รูปท่ี 3.17 กราฟมาตรฐานของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 

 
   จากกราฟมาตรฐานในรูปที่ 3.17 ไดสมการเสนตรง คือ y = -0.3512x + 7.4523 และได
คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (R2) เทากับ 0.9948 ซ่ึงสมการเสนตรงสามารถนําไปคํานวณหาน้ําหนัก
โมเลกุลของโปรตีนแฟรกชันตอไป 
 

- การหาปริมาณโปรตีนในโปรตีนไหมโดยวธีิเลาวรีย 
  โดยวิธีเลาวรีย การดูดกลืนแสงของสารละลายโปรตีนที ่ 750 นาโนเมตร 

สัมพันธกับความเขมขนของ BSA ดังขอมูลในตารางที่ 3.15 ซ่ึงเมื่อนํามาพล็อตกราฟมาตรฐานแสดง
ความสัมพันธของคาการดูดกลืนแสงและความเขมขนแลว สามารถแสดงไดดังรูปที่ 3.18 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที่ 3.15 คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตรของ BSA 
 

หลอดท่ี 
ความเขมขนของBSA 

(mg/mL) 
คาการดูดกลนืแสง 

1 0.000 0 

2 0.100 0.179 

3 0.200 0.413 

4 0.300 0.645 

5 0.400 0.878 

6 0.500 1.122 

7 0.600 1.367 

8 0.700 1.586 

9 0.800 1.815 

10 0.900 2.047 

11 1.000 2.371 
 

y = 2.2862x
R² = 0.9974
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รูปท่ี 3.18 กราฟมาตรฐานระหวางคาการดดูกลืนแสงและความเขมขนของ BSA  
 



 

ผลจากคาการดูดกลืนแสงของสารละลายกาวไหมเซริซีน สามารถนํามาหาคาความเขมขนไดผลดัง
ตารางที่ 3.16 
 
ตารางที่ 3.16 คาการดูดกลืนแสงและคาความเขมขนของสารละลายเซริซีนโดยเทียบกบักราฟมาตรฐาน 

BSA  
เซริซีน  

พันธุไหม 
คาการดูดกลนืแสง ความเขมขน (mg/ml) 

สําโรง 0.832 0.364 
เหลืองสุรินทร 0.433 0.189 
นางเหลือง 0.559 0.245 
นางนวลแพงพวย 0.620 0.271 
ชัยภูม ิ 0.775 0.339 
อีร่ี 1.602 0.701 
ยูบ ี 0.435 0.190 
ดอกบัว 1.885 0.825 
นางนอย 0.741 0.324 

    
สวนคาการดดูกลืนแสงของสารละลายไฟโบรอินมีคานอยกวาคาการดูดกลืนแสงของสารละลายเซริซีน 
ซ่ึง เมื่อนํามาคํานวณหาคาความเขมขนของโปรตีนไดคาแสดงดังตารางที่ 3.17 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที่ 3.17 คาการดูดกลนืแสงและคาความเขมขนของสารละลายไฟโบรอินโดยเทียบกับกราฟมาตร- 
ฐานของโปรตีน BSA 

 
ไฟโบรอิน 

พันธุไหม 
คาการดูดกลนืแสง ความเขมขน (mg/ml) 

ชัยภูม ิ 0.124 0.054 
นางนวลแพงพวย 0.095 0.041 
นางเหลือง 0.201 0.088 
เหลืองสุรินทร 0.110 0.048 
สําโรง 0.211 0.092 
นางนอย 0.153 0.067 
ดอกบัว 0.059 0.026 
ยูบ ี 1.643 0.719 
อีร่ี 2.120 0.927 

 
สารละลายเซริซีนและสารละลายไฟโบรอนิดังกลาว นําไปรีดิวซดวย 2-เมอรแคปโตเอทานอล 

แลววเิคราะหน้ําหนกัโมเลกลุดวยเทคนิคไซสเอกซคลูชันโครมาโทกราฟ ซ่ึงตอกับเครื่องตรวจวดัชนิด
อัลตราไวโอเลต โดยใชฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 6.7 เปนเฟสเคลื่อนที่ อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาท ี
โครมาโทแกรมของไฟโบรอินแฟรกชนัชนิดที่ 1 จากการรีดิวซไฟโบรอินจากไหมพันธุตางๆ แสดงได
ดังรูปที่ 3.19  

 
 
 



 

 (ก) 
 

 (ข) 
  

รูปท่ี 3.19 โครมาโทแกรมของไฟโบรอินแฟรกชันชนิดที ่1 จากการรีดวิซไฟโบรอินดวย 2-เมอรแคปโต
เอทานอลของ (ก) ไหมพนัธุสําโรง ไหมพันธุเหลืองสุรินทร ไหมพันธุนางเหลอืง ไหมพนัธุ
นางนวลแพงพวย ไหมพนัธุชัยภูม ิและ (ข) ไหมพันธุอีร่ี ไหมพันธุยูบ ีไหมพันธุดอกบัว และไหม
พันธุนางนอย  

หมายเหต ุพีคที่ประมาณ 5-6 นาที มีความสูงต่ํามาก ไม สามารถมองเห็นไดในรูป 
 

จะเห็นไดวาโครมาโทแกรมของโปรตีนแฟรกชันชนิดที ่ 1 จากการรีดิวซไฟโบรอนิของไหมทุก
สายพันธุดวย 2-เมอรแคปโตเอทานอล มีลักษณะคลายกัน คือใหแฟรกชนัที่มหีลายขนาดเหมือนกัน 
เนื่องจากมจีํานวนพีคใกลเคยีงกัน  นอกจากนีย้ังพบวาแตละโปรตีนแฟรกชันแตละแฟรกชนัใหเวลาคง



 

คางใกลเคียงกนั แสดงวาโปรตีนแตละแฟรกชันมีน้ําหนักโมเลกุลใกลเคียงกัน น้ําหนักโมเลกุลของไฟ
โบรอินแฟรกชันชนิดที่ 1 แสดงไดดังตารางที่ 3.18 

 
ตารางที่ 3.18 เวลาคงคางและน้ําหนักโมเลกุลของไฟโบรอินแฟรกชันชนิดที่ 1  

พันธุสําโรง พันธุเหลืองสุรินทร พันธุนางเหลือง 

พีคที่ เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

1 5.760 268.77 6.103 203.67 5.724 276.71 
2 10.218 7.31 10.217 7.31 10.217 7.31 
3 10.619 5.28 10.628 5.25 10.628 5.25 
4 11.972 1.77 11.967 1.78 11.967 1.78 

พันธุนางนวลแพงพวย พันธุชัยภูม ิ พันธุอีร่ี 

พีคที่ เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

1 6.075 208.33 5.370 368.43 6.003 220.82 
2 10.245 7.15 10.234 7.21 10.228 7.25 
3 10.615 5.30 10.612 5.31 10.620 5.23 
4 12.007 1.72 11.238 3.20 11.996 1.77 
5   11.969 1.77   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที่ 3.18 เวลาคงคางและน้ําหนักโมเลกุลของไฟโบรอินแฟรกชันชนิดที่ 1 (ตอ) 
พันธุยูบ ี พันธุดอกบวั พันธุนางนอย 

พีคที่ เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

1 5.984 224.24 6.261 179.24 6.121 200.73 
2 10.222 7.28 10.234 7.21 10.218 7.31 
3 10.620 5.28 10.641 5.19 10.613 5.31 
4 11.991 1.74 12.000 1.73 11.985 1.75 

 
โครมาโทแกรมของไฟโบรอินแฟรกชนัชนิดที่ 1 ของไหมทุกสายพนัธุ   แบงออกเปน 2 สวน

เหมือนกนั คือ สวนน้ําหนักโมเลกุลสูงซ่ึงแสดงดวยพีคจํานวน 1 พีค ที่มีเวลาคงคางในชวง 5.7 ถึง 6.1 
นาที (พีคมีความสูงต่ํามาก ไมปรากฏในรปู) ซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 179 ถึง 368 กิโลดาลตัน 
และสวนของน้ําหนกัโมเลกลุต่ําซ่ึงปรากฏ 3-4 พีคที่มีเวลาคงคางในชวง 10.2 ถึง 11.9 นาท ีซ่ึงมีน้าํหนัก
โมเลกุลอยูในชวงประมาณ 1,000 ถึง 7,000 ดาลตัน คาน้ําหนักโมเลกุลของไฟโบรอินแฟรกชนัชนดิที่ 1 
จากการรีดวิซไฟโบรอิน อยูในชวง 368.43-1.73 kDa ซ่ึงสามารถจัดเรียงลําดับและแยกชวงคาน้ําหนัก
โมเลกุลของไฟโบรอินแฟรกชันชนิดที่ 1 จากการรีดวิซไฟโบรอินจากไหมทั้ง 9 สายพันธุ ไดดังใน
ตารางที่ 3.19 

 
ตารางที่ 3.19 ลําดับและแยกชวงคาน้ําหนกัโมเลกุลของไฟโบรอินแฟรกชันชนิดที ่ 1 จากการรีดิวซไฟ

โบรอินจากไหมทั้ง 9 สายพันธุ  
พันธุไหม ชวงน้าํหนักโมเลกุล (kDa) 

ชัยภูม ิ 368.43-1.77 
นางเหลือง 276.71-1.78 
สําโรง 268.77-1.77 
ยูบ ี 224.24-1.74 
อีร่ี 220.82-1.77 
นางนวลแพงพวย 208.33-1.72 
เหลืองสุรินทร 203.67-1.78 
นางนอย 200.73-1.75 
ดอกบัว 179.24-1.73 



 

 
จากผลการทดลองแสดงวา ไฟโบรอินจากไหมทุกสายพันธุมีลําดับของกรดอะมิโนซีสทีนเหมือนกนั 
โปรตีนแตละสายโซจึงเกิดการขาดออกทีต่ําแหนงเดยีวกันเมื่อถูกรีดวิซ กลายเปนโปรตีนแฟรกชันที่มี
ความยาวเทากนั และซ่ึงมีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกัน เนื่องจากแตละแฟรกชันใหเวลาคงคางใกลเคียง
กัน เนื่องมาจากมีขนาดของโมเลกุลใกลเคียงกัน จึงมีผลใหน้ําหนักโมเลกุลใกลเคียงกันดวย 
 โปรตีนไฟโบรอินแฟรกชันที่มีขนาดเล็กทีสุ่ดมีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 1700 Da จากเทคนคิ
ไซสเอกซคลูชันโครมาโทกราฟโดยการใชโปรตีนชนิดตางๆ เปนสารมาตรฐาน ทําใหสามารถวิเคราะห
น้ําหนกัโมเลกลุของโปรตีนแฟรกชันจากไฟโบรอิน ไดคาที่ใกลเคียงความเปนจรงิมากกวาการใชพอลิ
เอทิลีนไกลคอลเปนสารมาตรฐาน ทั้งนี้เนื่องจากอันตรกิริยาระหวางโมเลกุลโปรตีนกับเฟสเคลื่อนที่มี
ความแตกตางกันกับอันตรกริิยาระหวางพอลิเอทิลีนไกลคอลกับเฟสเคลื่อนที่ ผลการวิเคราะห
สอดคลองกับ Robson (Robson, 1998) ซ่ึงไดกลาววาการหาน้ําหนกัโมเลกุลของไฟโบรอินทําไดยาก 
เนื่องจากทําใหไฟโบรอินบริสุทธิ์ยาก การสลายตัวของไฟโบรอินในขณะที่เตรยีมเปนสารละลายดวยตัว
ทําละลายตางๆ ปจจัยดังกลาวนี้มีผลตอคาน้ําหนกัโมเลกุลของไฟโบรอิน คาที่ไดมีหลายคาและอยูใน
ชวงกวาง และสรุปวาโมเลกุลของไฟโบรอินประกอบไปดวย 2 สวน ที่เรียกวา H-chain และ L-chain ที่
เชื่อมกันดวยพนัธะไดซัลไฟด ซ่ึงมีน้ําหนกัโมเลกุล 350,000 และ 25,000 ดาลตัน ตามลําดับ อยางไรก็
ตาม คาน้ําหนกัโมเลกุลของไฟโบรอินอาจเปลี่ยนแปลงไปไดตามสายพนัธุเนื่องจากเหตุผลในเรื่องยีน มี
รายงานวาจากการใชเทคนิคอิเล็คโทรโฟริซีส พบน้ําหนกัโมเลกุลของไฟโบรอินอยูในชวง 340,000 ถึง 
380,000 ดาลตัน Hakimi และคณะ (Hakimi et al., 2007) อธิบายเชนเดียวกนัวา ไฟโบรอินจากไหม
ประกอบไปดวย P25 ซ่ึงทําหนาที่เปน chaperone ซ่ึงชวยในการเคลื่อนยายและขับถาย และสวนที่
เรียกวา H-chain (High) และ L-chain (Light) ซ่ึงเชื่อมกันดวยพนัธะไดซัลไฟด  นอกจากนีย้ังกลาววา
พันธะไดซัลไฟด  ยังประกอบอยูภายใน L-chain ดวย Dattaและคณะ (Datta et al., 2001) ไดสกัดไฟโบร 
อินจากตอมสวนหลังของหนอนไหมAntheraea mylitta ดวยโซเดียมโดเดคซิลซัลเฟต แลววิเคราะหดวย 
SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphate–polyacrylamide gel electrophoresis) พบวา มีแถบโปรตีน 1 
แถบ น้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 395 kDa เมื่อไมรีดิวซ แตเมื่อรีดิวซปรากฏแถบโปรตีน 2 แถบซึ่งมี
น้ําหนกัโมเลกลุประมาณ 197 kDa 

จากการนําไฟโบรอินจากไหมพันธุตางๆ ไปไฮโดรไลซดวยเอนไซมไคโมทริปซนิไดไฟโบร- 
อินแฟรกชนัชนิดที่ 2 แลววิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลดวยเทคนิคไซสเอกซคลูชันโครมาโทกราฟ ซ่ึงตอ
กับเครื่องตรวจวัดชนิดอัลตราไวโอเลต โดยใชฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 6.7 เปนเฟสเคลื่อนที่ อัตราการ
ไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที ไดโครมาโทแกรม ดังรูปที่ 3.20 

 



 

 
(ก) 

 

 
(ข) 
 

รูปท่ี 3.20 โครมาโทแกรมของไฟโบรอินแฟรกชันชนิดที ่2 จากการไฮโดรไลซไฟโบรอินดวยเอนไซม 
ไคโมทริปซิน (ก) ไหมพันธุสําโรง ไหมพันธุเหลืองสุรินทร ไหมพนัธุนางเหลือง ไหมพันธุ
นางนวลแพงพวย ไหมพันธุชัยภูม ิและ (ข) ไหมพันธุอีร่ี ไหมพันธุยบูี ไหมพันธุดอกบัว และ
ไหมพันธุนางนอย  

 
จากโครมาโทแกรมที่ไดจากการวิเคราะหหาน้ําหนักโมเลกุลของไฟโบรอินแฟรกชนัชนิดที่ 2 

โดยการไฮโดรไลซไฟโบรอินดวยเอนไซมไคโมทริปซิน จากไหมทัง้ 9 สายพันธุ โดยใชเทคนคิไซส
เอกซคลูชันโครมาโทกราฟ  จะเห็นไดวา ไมปรากฏพคีที่ประมาณ 5 นาที ของแฟรกชันที่มีน้ําหนัก



 

โมเลกุลสูง ซ่ึงแตกตางจากกับโครมาโทแกรมของไฟโบรอินแฟรกชนัชนิดที่ 1 ที่ไดจากการรีดิวซ 
แสดงวาการไฮโดรไลซทําใหโมเลกุลโปรตีนขาดออกเปนสายโซส้ันกวาการรีดวิซ เนื่องจากเกิดการตัด
สายโซโปรตีนจําเพาะที่ตําแหนงกรดอะมิโนฟนิลอะลานีน ไทโรซีน และทริปโตเฟน ดังปฏิกิริยาที่
แสดงในรูปที่ 1.13  

นอกจากนี้จากโครมาโทแกรมยังพบวา จาํนวนแฟรกชนัของโปรตีนที่ไฮโดรไลซไดใหแฟรก
ชันที่มีหลายขนาดเหมือนกนั เนื่องจากมจีํานวนพีคเทากัน และยังพบวาโปรตีนแฟรกชันแตละแฟรกชัน
ใหเวลาคงคางใกลเคียงกัน แสดงวาโปรตีนแตละแฟรกชันมีน้ําหนกัโมเลกุลใกลเคียงกัน เวลาคงคาง
และน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนแฟรกชนันั้น แสดงดังตารางที่ 3.20 
 
ตารางที่ 3.20 เวลาคงคางและน้ําหนกัโมเลกุลของไฟโบรอินแฟรกชนัชนิดที่ 2 โดยการไฮโดรไลซไฟ

โบรอินดวยเอนไซมไคโมทริปซิน 
 

พันธุสําโรง พันธุเหลืองสุรินทร พันธุนางเหลือง 

พีคที่ เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

1 9.086 18.25 9.050 18.79 9.094 18.13 
2 10.106 8.00 10.602 5.36 10.096 8.06 
3 10.826 4.47 11.514 2.56 10.869 4.32 
4 11.429 2.74 12.321 1.33 11.483 2.63 
5 12.501 1.15   12.352 1.30 

พันธุนางนวลแพงพวย พันธุชัยภูม ิ พันธุอีร่ี 

พีคที่ เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

1 9.077 18.38 9.071 18.47 9.108 17.93 
2 10.807 4.54 10.082 8.16 10.156 7.68 
3 12.364 1.29 10.907 4.19 10.902 4.20 
4   12.689 0.99 11.419 2.77 
5   12.811 0.89 11.751 2.12 
6     12.623 1.04 

 



 

ตารางที่ 3.20 เวลาคงคางและน้ําหนกัโมเลกุลของไฟโบรอินแฟรกชนัชนิดที่ 2 โดยการไฮโดรไลซไฟ
โบรอินดวยเอนไซมไคโมทริปซิน (ตอ) 

 
พันธุยูบ ี พันธุดอกบวั พันธุนางนอย 

พีคที่ เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

1 9.046 18.85 9.046 18.85 9.053 18.75 
2 10.755 4.73 10.142 7.78 10.764 4.70 
3 11.466 2.66 10.764 4.70 10.866 4.33 
4 12.500 1.15 11.364 2.89 11.433 2.74 
5   12.329 1.33 11.994 1.74 

 
 คาน้ําหนกัโมเลกุลของไฟโบรอินแฟรกชนัชนิดที่ 2 จากการไฮโดรไลซไฟโบรอินดวยเอนไซม
ไคโมทริปซิน ที่ไดอยูในชวง 18.85–1.04 kDa ซ่ึงสามารถจัดเรียงลําดบั และแยกชวงคาน้ําหนกัโมเลกุล
ของเซริซีนแฟรกชันจากการรีดิวซดวย 2-เมอรแคปโตเอทานอลจากไหมทั้ง 9 สายพันธุ  
 
ตารางที่ 3.21 ลําดับและแยกชวงคาน้ําหนักโมเลกุลของไฟโบรอินแฟรกชันชนิดที่ 2 จากการไฮโดรไลซ

ไฟโบรอินดวยเอนไซมไคโมทริปซิน 
พันธุไหม ชวงน้าํหนักโมเลกุล (kDa) 

นางเหลือง 18.13-1.30 
เหลืองสุรินทร 18.79-1.33 
ยูบ ี 18.85-1.15 
นางนอย 18.75-1.74 
ดอกบัว 18.85-1.33 
นางนวลแพงพวย 18.38-1.29 
สําโรง 18.25-1.15 
ชัยภูม ิ 18.47-0.89 
อีร่ี 17.93-1.04 

 



 

จากโครมาโทแกรมของไฟโบรอินแฟรกชนัชนิดที่ 2 จะเหน็ไดวาไหมทุกสายพันธุใหไฟโบร
อินแฟรกชนัทีม่ีลําดับของกรดอะมิโนเหมือนกัน เนื่องจากแตละพีคของไฟโบรอินแฟรกชันจากไหมคน
ละพันธุใหเวลาคงคางใกลเคียงกัน แสดงวาการไฮโดรไลซไฟโบรอินดวยเอนไซมไคโมทริปซินขนาด
โมเลกุลของโปรตีนแฟรกชนัมีขนาดโมเลกุลใกลเคียงกนั 

อยางไรก็ตาม พบวา ความสูงของพีคที่เวลาคงคางประมาณ 10.0 และ10.1 นาที ของไฟโบร
อินแฟรกชนัชนิดที่ 2 จากไหมพันธุสําโรง นางเหลือง ชัยภูมิ อีร่ี ยูบ ี และนางนอย มีคาสูง นั่นแสดง
วาแฟรกชันมปีริมาณสูงดวย  

จากการวิเคราะหหาน้ําหนักโมเลกุลของไฟโบรอินแฟรกชันชนิดที่ 3 โดยรีดิวซดวย 2-เมอร
แคปโตเอทานอล และไฮโดรไลซดวยเอนไซมไคโมทริปซิน จากไหมทั้ง 9 สายพันธุ โดยใชเทคนคิไซส
เอกซคลูชันโครมาโทกราฟ ซ่ึงตอกับเครื่องตรวจวดัชนดิอัลตราไวโอเลต โดยใชฟอสเฟตบัฟเฟอร พี
เอช 6.7 เปนเฟสเคลื่อนที่ อัตราการไหล 1 มลิลิลิตรตอนาที ไดโครมาโทแกรม ดังรูปที่ 3.21 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
(ก) 

 
(ข) 

รูปท่ี 3.21 โครมาโทแกรมของไฟโบรอินแฟรกชันชนิดที่ 3 จากการรีดิวซดวย 2-เมอรแคปโตเอทานอล
และไฮโดรไลซดวยเอนไซมไคโมทริปซิน (ก) ไหมพนัธุสําโรง ไหมพันธุเหลืองสุรินทร 
ไหมพันธุนางเหลือง ไหมพนัธุนางนวลแพงพวย ไหมพนัธุชัยภูม ิและ(ข) ไหมพนัธุอีร่ี ไหม
พันธุยูบ ีไหมพันธุดอกบวั และไหมพันธุนางนอย  

 
โครมาโทแกรมของไฟโบรอินแฟรกชนัชนิดที่ 3 จากการรีดิวซดวย 2-เมอรแคปโตเอทานอล

และไฮโดรไลซดวยเอนไซมไคโมทริปซินของไหมทุกสายพันธุมีลักษณะคลายกัน ใหจํานวนพีคไมมาก
และพีคเหลานีม้ีเวลาคงคางสูงขึ้น อีกทั้งยังไมพบพีคที่เวลาคงคางที่ 5-6 นาที (H-chain) เชนเดยีวกับ
ไฮโดรไลซดวยเอนไซมไคโมทริปซินอยางเดียว นัน่แสดงวาการรีดวิซและการไฮโดรไลซไฟโบรอินทํา
ใหไดโปรตีนแฟรกชันทียู่นฟิอรมมากขึ้น ใหเวลาคงคางที่ 10-12 นาที ดังแสดงในตารางที่ 3.22 
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ตารางที่ 3.22 เวลาคงคางและน้ําหนักโมเลกุลของไฟโบรอินแฟรกชันชนิดที่ 3 
 

พันธุสําโรง พันธุเหลืองสุรินทร พันธุนางเหลือง 

พีคที่ เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

1 10.061 8.30 10.124 7.88 10.177 7.55 
2 10.931 4.11 10.796 4.58 10.896 4.22 
3 12.115 1.58 12.099 1.60 12.097 1.60 
4 14.047 0.33 14.153 0.30 14.126 0.31 

พันธุนางนวลแพงพวย พันธุชัยภูม ิ พันธุอีร่ี 

พีคที่ เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

1 10.231 7.23 10.187 7.49 10.168 7.61 
2 10.770 4.68 10.957 4.02 10.930 4.11 
3 12.098 1.60 12.101 1.59 12.131 1.56 
4 14.099 0.32 14.168 0.30 14.088 0.32 

พันธุยูบ ี พันธุดอกบวั พันธุนางนอย 

พีคที่ เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

1 10.080 8.17 10.044 8.41 10.967 3.99 
2 10.892 4.24 10.915 4.16 12.179 1.50 
3 12.136 1.55 12.107 1.59 13.919 0.37 
4 14.066 0.33 14.195 0.29   

 
จะเห็นไดวา ไฟโบรอินแฟรกชันชนิดที่ 3 ซ่ึงผานการรีดิวซไฟโบรอินจากไหมพนัธุตางๆ ดวย 2-

เมอรแคปโตเอทานอลและไฮโดรไลซดวยเอนไซมไคโมทริปซินมีจํานวนพีคลดลง เหลือแค 4 พีค ยกเวน
ไหมพันธุนางนอยที่มี 3 พีค แสดงวา การรีดิวซและการไฮโดรไลซไฟโบรอินทําใหไดโปรตีน แฟรกชันที่มี
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ขนาดใกลเคยีงกันมากขึ้น โดยแฟรกชันทีม่ีเวลาคงคางที่ 12.0 และ 12.1 นาที มีความสูงพีคมากที่สุด แสดง
วาโมเลกุลของไฟโบรอินเริ่ม uniform มากขึ้น มีความยาวของโมเลกุลใกลเคียงกนัมากขึ้น ทําใหโมเลกุล
สวนใหญมีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 1.55–1.60 kDa  

คาน้ําหนกัโมเลกุลของหนวยโปรตีนไฟโบรอินจากการรีดิวซดวย 2-เมอรแคปโตเอทานอลและ
ไฮโดรไลซดวยเอนไซมไคโมทริปซิน ที่ไดอยูในชวง 8.41–0.29 kDa ซ่ึงสามารถจัดเรียงลําดับและแยกชวง
คาน้ําหนกัโมเลกุลของหนวยโปรตีนไฟโบรอินจากการรีดิวซดวย 2-เมอรแคปโตเอทานอลและไฮโดรไลซ
ดวยเอนไซมไคโมทริปซิน ดังตารางที่ 3.23 

 
ตารางที่ 3.23 ลําดับและชวงน้ําหนกัโมเลกลุของของไฟโบรอินแฟรกชนัชนิดที่ 3 
  

พันธุไหม ชวงน้าํหนักโมเลกุล (kDa) 

ดอกบัว 8.41-0.29 
สําโรง 8.30-0.33 
ยูบ ี 8.17-0.33 
เหลืองสุรินทร 7.88-0.30 
อีร่ี 7.61-0.32 
นางเหลือง 7.55-0.31 
ชัยภูม ิ 7.49-0.30 
นางนวลแพงพวย 7.23-0.32 
นางนอย 3.99-0.37 

 
 3.3.2.2 น้ําหนกัโมเลกุลของเซริซีน 

เนื่องจากเซริซีนสามารถละลายน้ําได จงึละลายไดในฟอสเฟตบัฟเฟอร ทําใหสามารถ
วิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลดวยเทคนิคไซสเอกซคลูชันโครมาโทกราฟไดโดยไมตองผานการรีดิวซ ผลการ
วิเคราะหเซริซีนไดโครมาโทแกรมดังรูปที่ 3.22 
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(ก) 

 
 (ข) 
 

รูปท่ี 3.22 โครมาโทแกรมของเซริซีน (ก) ไหมพันธุสําโรง ไหมพันธุเหลืองสุรินทร ไหมพันธุนางเหลือง 
ไหมพันธุนางนวลแพงพวย ไหมพันธุชัยภูม ิ และ(ข) ไหมพันธุอีร่ี ไหมพันธุยูบ ี ไหมพันธุดอกบัว 
และไหมพันธุนางนอย  

 
โครมาโทแกรมของเซริซีน มีลักษณะคลายกับโครมาโทแกรมของไฟโบรอินแฟรกชันที่ถูกรีดวิซ 

คือมีแฟรกชันที่มีน้ําหนกัโมเลกลุสูงที่เวลาคงคาง 3.0–5.9 นาที และแฟรกชันที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําที่เวลาคง
คางในชวง 8.4–14.7  นาท ีโดยที่เซริซีนจากไหมพนัธุอีร่ีมีแฟรกชันที่มนี้ําหนกัโมเลกลุสูง 2 แฟรกชนั ซ่ึงให
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เวลาคงคางที่ 3.0 และ 5.3 นาที จากโครมาโทแกรมที่ไดสามารถนํามาวิเคราะหหาน้ําหนกัโมเลกลุของเซ
ริซีนจากไหมทั้ง 9 สายพันธุ โดยละเอยีด ไดคาดังแสดงในตารางที่ 3.24 

 
ตารางที่ 3.24 เวลาคงคางและน้ําหนักโมเลกุลของเซริซีน 

ไหมพันธุสําโรง พันธุเหลืองสุรินทร พันธุนางเหลือง 

พีคที่ เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกั
โมเลกุล 
(kDa) 

เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกั
โมเลกุล 
(kDa) 

เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกั
โมเลกุล 
(kDa) 

1 5.522 325.82 4.260 904.04 4.741 612.72 
2 10.844 4.40 5.303 388.94 5.344 376.26 
3 12.886 0.84 8.924 20.81 8.460 30.28 
4 13.983 0.35 9.294 15.43 9.372 14.48 
5 16.271 0.05 10.239 7.18 10.274 6.98 
6   10.985 3.93 11.006 3.86 
7   12.435 1.22 12.453 1.20 
8     13.564 0.49 
9     13.992 0.35 

ไหมพันธุดอกบัว พันธุนางนวลแพงพวย พันธุชัยภูม ิ

พีคที่ เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกั
โมเลกุล 
(kDa) 

เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกั
โมเลกุล 
(kDa) 

เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกั
โมเลกุล 
(kDa) 

1 5.966 227.53 5.322 383.01 5.367 369.33 
2 10.582 5.44 10.542 5.62 10.562 5.532 
3 11.185 3.34 10.814 4.51 11.193 3.32 
4 11.570 2.45 11.292 3.07 11.527 2.54 
5 12.968 0.79 11.695 2.21 12.836 0.88 
6 14.301 0.27 12.834 0.88 13.941 0.36 
7   14.100 0.32   
8   14.746 0.19   
9       
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ตารางที่ 3.24 เวลาคงคางและน้ําหนักโมเลกุลของเซริซีน (ตอ) 
 

พันธุอีร่ี พันธุยูบ ี พันธุนางนอย 

พีคที่ เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกั
โมเลกุล 
(kDa) 

เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกั
โมเลกุล 
(kDa) 

เวลาคงคาง 
(นาที) 

น้ําหนกั
โมเลกุล 
(kDa) 

1 3.090 2,328.58 5.481 336.80 5.357 372.32 
2 5.364 370.22 10.313 6.77 9.433 13.79 
3 10.710 4.91 10.754 4.74 10.338 6.63 
4 10.944 4.06 11.134 3.48 11.144 3.46 
5 11.592 2.41 12.434 1.22 11.747 2.12 
6 13.005 0.77 13.095 0.71 12.586 1.08 
7 14.364 0.26   13.530 0.50 
8     14.104 0.32 

 
เซริซีนจากไหมพันธุเหลืองสุรินทร และนางเหลือง มลัีกษณะคลายกัน คือมีไหลพีคที่เวลาคงคาง

ประมาณ 4 นาที สวนอีร่ีปรากฏพีคกวางที่เวลา 3 นาทีดวย ทําใหคาน้ําหนกัโมเลกุลของเซริซีนที่ไดอยู
ในชวง 2,328.58-0.05 kDa  ซ่ึงสามารถจัดเรียงลําดับและแยกชวงคาน้ําหนักโมเลกุลของเซริซีนจาก 
ไหมทั้ง 9 สายพันธุ แสดงดังในตารางที่ 3.25 
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ตารางที่ 3.25 ชวงคาน้ําหนักโมเลกุลของเซริซีนจากไหมทั้ง 9 สายพันธุ  
 

พันธุไหม ชวงน้าํหนักโมเลกุล (kDa) 

อีร่ี 2,328.58-0.26 
เหลืองสุรินทร 904.04-1.22 
นางเหลือง 612.72-0.35 
นางนวลแพงพวย 383.01-0.19 
นางนอย 372.32-0.32 
ชัยภูม ิ 369.33-0.18 
ยูบ ี 336.80-0.71 
สําโรง 325.82-0.05 
ดอกบัว 227.53-0.27 

 
สวนน้ําหนักโมเลกุลของเซริซีนแฟรกชันโดยการรีดวิซดวย 2-เมอรแคปโตเอทานอล ไดเซริซีน  

แฟรกชันแลวนําไปวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลโดยเทคนคิไซสเอกซคลูชันโครมาโทกราฟ ซ่ึงตอกับเครื่อง
ตรวจวดัชนดิอัลตราไวโอเลต โดยใชฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 6.7 เปนเฟสเคลือ่นที่ อัตราการไหล 1 
มิลลิลิตรตอนาที ไดโครมาโทแกรม ดังแสดงในรูปที่ 3.23 

 
 
 
 

55 
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 (ก)  
 

 
      (ข) 

รูปท่ี 3.23 โครมาโทแกรมของเซริซีนแฟรกชันจากการรดีิวซเซริซีนดวย 2-เมอรแคปโตเอทานอล (ก) ไหม
พันธุสําโรง ไหมพันธุเหลืองสุรินทร ไหมพันธุนางเหลือง ไหมพนัธุนางนวลแพงพวย ไหมพันธุ
ชัยภูม ิและ (ข) ไหมพนัธุอีร่ี ไหมพันธุยูบ ีไหมพันธุดอกบวั และไหมพนัธุนางนอย  
หมายเหตุ พีคที่ 5.299 นาที ของเซริซีนแฟรกชันจากไหมพันธุยูบี ตํ่ามาก ไมสามารถมองเห็นได 
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โครมาโทแกรมของเซริซีนแฟรกชันยังคงปรากฏพีคที่ประมาณ 5 นาที สําหรับไหมทุกสายพนัธุ 
ยกเวนเซริซีนแฟรกชันจากไหมพันธุยูบ ี

จากโครมาโทแกรมที่ไดจากการวิเคราะหหาน้ําหนักโมเลกุลของเซริซีนแฟรกชนั โดยการรีดิวซ
ดวย 2-เมอรแคปโตเอทานอลจากไหมทั้ง 9 สายพันธุ โดยใชเทคนิคไซสเอกซคลูชันโครมาโทกราฟ  ไดเวลา
คงคางและน้ําหนักโมเลกุล ดังตารางที่ 3.26 
ตารางที่ 3.26 เวลาคงคางและน้ําหนกัโมเลกุลของเซริซีนแฟรกชนัจากการรีดิวซดวย 2-เมอรแคปโตเอทา

นอล 
ไหมพันธุสําโรง พันธุเหลืองสุรินทร พันธุนางเหลือง 

พีคที่ 
เวลาคง
คาง 

(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

เวลาคง
คาง 

(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

เวลาคง
คาง 

(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

1 5.686 285.35 5.293 392.10 5.269 399.79 
2 10.823 4.48 8.054 42.05 5.949 230.68 
3 12.669 1.01 9.488 13.19 8.063 41.74 
4 12.979 0.78 10.272 6.99 9.386 14.32 
5   10.976 3.96 10.959 4.01 
6   11.932 1.83 11.904 1.87 
7     12.077 1.63 
8     13.023 0.76 
9     14.046 0.33 

พันธุอีร่ี พันธุนางนวลแพงพวย พันธุชัยภูม ิ

พีคที่ 
เวลาคง
คาง 

(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

เวลาคง
คาง 

(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

เวลาคง
คาง 

(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

1 6.095 204.99 5.585 309.63 5.987 223.70 
2 10.971 3.97 11.056 3.71 10.804 4.55 
3 12.469 1.18 12.505 1.15 11.601 2.39 
4 16.441 0.47 15.360 0.15 12.394 1.26 
5     15.634 0.09 
6       
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ตารางที่ 3.26 เวลาคงคางและน้ําหนกัโมเลกุลของเซริซีนแฟรกชนัจากการรีดิวซดวย 2-เมอรแคปโตเอทา
นอล (ตอ) 

 
พันธุยูบ ี พันธุดอกบวั พันธุนางนอย 

พีคที่ 
เวลาคง
คาง 

(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

เวลาคง
คาง 

(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

เวลาคง
คาง 

(นาที) 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

1 5.299 390.20 5.533 322.93 5.342 376.87 
2 10.276 6.97 10.823 4.48 9.4 14.16 
3 10.054 8.34 12.528 1.13 10.242 7.17 
4 11.169 3.39 15.994 0.07 11.186 3.34 
5 11.91 1.86   11.099 3.58 
6 12.557 1.10   11.904 1.87 
7     12.35 1.30 
8     14.104 0.32 

 
จากโครมาโทแกรม จาํนวนพีคลดนอยลง นั่นแสดงวา การรีดิวซทําใหไดเซริซีนแฟรกชันที่ 

uniform มากขึ้น จะเหน็ไดวา พีคที่เวลาคงคางประมาณ 5 นาทีซ่ึงเปนของแฟรกชันที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง 
(H-chain) ยังคงปรากฏอยู ในขณะที่พีคของแฟรกชันทีม่ีน้ําหนกัโมเลกุลต่ําลง (L-chain)  ซ่ึงมีเวลาคงคาง
เวลาคงคางที่ประมาณ 10-11 นาที มีความสูงลดลง ในขณะที่พีคทีเ่วลาคงคางประมาณ 12.5 นาที มีความสูง
เพิ่มขึ้น นั่นแสดงวา H-chain ไมเกิดการรีดิวซดวย 2-เมอรแคปโตเอทานอล จึงมีขนาดของโมเลกุลเทาเดิม 
นั่นแสดงวาไมมีสวนของกรดอะมิโนซีสตีนเปนองคประกอบ แต L-chain ที่ใหเวลาคงคางที่ประมาณ 10-11 
นาที ประกอบไปดวยกรดอะมิโนซีสตีนถูกรีดิวซใหมสีายโซโมเลกุลส้ันลง และมีจํานวนมากขึน้ จึงปรากฏ
พีคเวลาคงคางประมาณ 12.5 นาที ที่มีความสูงมากขึ้น คาน้ําหนกัโมเลกุลของเซริซีนแฟรกชันจากการรีดิวซ
ดวย 2-เมอรแคปโตเอทานอล ที่ไดอยูในชวง 399.79-0.09 กิโลดาลตัน ซ่ึงสามารถแสดงไดตามสายพันธุ
ไหมดังตารางที่3.27



ตารางที่ 3.27 ชวงคาน้ําหนักโมเลกุลของเซริซีนแฟรกชันจากการรีดิวซดวย 2-เมอรแคปโตเอทานอลจาก
ไหม  

 

พันธุไหม ชวงน้าํหนักโมเลกุล (kDa) 

นางเหลือง 399.79-0.33 
เหลืองสุรินทร 392.10-1.83 
ยูบ ี 390.20-1.10 
นางนอย 376.87-0.32 
ดอกบัว 322.93-0.68 
นางนวลแพงพวย 309.63-0.15 
สําโรง 285.35-0.78 
ชัยภูม ิ 223.70-0.09 
อีร่ี 204.99-0.47 

 
เมื่อเปรียบเทียบคาน้ําหนกัโมเลกุลของเซริซีนแฟรกชันทีไ่ดจากการวิเคราะห ดวยเทคนิคอิเล็คโทร

โฟริซีสและเทคนิคไซสเอกซคลูชันโครมาโทกราฟ โดยท่ีแบงชวงน้ําหนักโมเลกุลของเซริซีนแฟรกชันที่ได
จากการรีดวิซเปน 2 ชวง คือชวงน้ําหนักโมเลกุลสูง (H-chain) และชวงน้ําหนกัโมเลกุลต่ํา (L-chain) จะเห็น
วา เทคนิคไซสเอกซคลูชันโครมาโทกราฟสามารถแยกเซริซีนแฟรกชันที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง และน้ําหนัก
โมเลกุลต่ําออกจากกันไดอยางชัดเจน เนื่องจากสามารถแยกเซริซีนแฟรกชันไดตามขนาดของโมเลกุล สวน
เทคนิคอิเล็คโทรโฟริซีสจะเห็นเปนแถบเจลที่มีขนาดกวางขึ้น เมื่อวิเคราะหโมเลกุลโปรตีนที่มีขนาด
ใกลเคียงกัน H-chainที่ไดจากเทคนิคนี้มีคาสูงกวา H-chain ที่ไดจากเทคนิคอิเล็คโทรโฟริซีสถึง  3-9 เทา 
ในขณะที่ให L-chain ที่มีน้ําหนักโมเลกุลหลายคา กระจายอยูในชวงเดยีวกับคาน้ําหนักโมเลกุลของ L-chain 
ที่ไดจากเทคนคิอิเล็คโทรโฟริซีส 
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ตารางที่ 3.28 การเปรียบเทยีบคาน้ําหนักโมเลกุลของเซริซีนแฟรกชันที่ไดจากการวิเคราะหดวยเทคนิคไซส
เอกซคลูชันโครมาโทกราฟและเทคนิคอิเล็คโทรโฟริซีส 

 
พันธุไหม ชวงน้าํหนักโมเลกุลวิเคราะหจาก

เทคนิคไซสเอกซคลูชันโครมาโทกราฟ 
(kDa) 

ชวงน้าํหนักโมเลกุลวิเคราะหจากเทคนิค
อิเล็คโทรโฟริซีส (kDa) 

 H-chain L-chain H-chain L-chain 

นางเหลือง 230.68, 399.79 0.33, 0.76, 1.63, 
1.87, 4.01, 14.32, 
41.74 

67.61 16.98 

เหลืองสุรินทร 392.10 1.83, 3.96, 6.99, 
13.19, 42.05 

  

ยูบ ี 390.20 1.10, 1.86, 3.39, 
8.34, 6.97 

43.65 18.20 

นางนอย 376.87, 14.16 0.32, 1.30, 1.87, 
3.58, 3.34, 7.17 

70.79 
40.74 

19.05 

ดอกบัว 322.93 0.07, 1.13, 4.48 41.69 17.78 
นางนวลแพงพวย 309.63 0.15, 1.15, 3.71   
สําโรง 285.35 0.78, 1.01, 4.48   
ชัยภูม ิ 223.70 0.09, 1.26, 2.39, 

4.55 
  

อีร่ี 204.99 0.47, 1.18, 3.97 44.16 17.38 
 

3.5 การศึกษาสมบัติทางกายภาพของไหม – ความเปนผลึก 
การศึกษาสมบัติทางกายภาพของเสนใยไหมพันธุตางๆ โดยการวิเคราะหปริมาณดวยเครื่อง

เอ็กซเรยดิฟแฟรกโทมิเตอรไดดิฟแฟรกโทแกรม ดังรูปที่ 3.24 
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รูปท่ี 3.24 ดิฟแฟรกโทแกรมของไฟโบรอินจากไหมพนัธุเหลืองสุรินทร สําโรง และดอกบวั 

    หมายเหต ุ1 คือ ไฟโบรอินจากเปลือกรงั    2 คือ ไฟโบรอินจากรังดานใน 
 

ดิฟแฟรกโทแกรมในรูปที่ 3.24 ไมปรากฏพีคแหลมที่มีความเขมสูง นั่นแสดงวาไดวา ไฟโบรอิน
เปนวัสดุที่ประกอบดวยสวนอะมอรฟสและสวนผลึกปะปนกนัอยูในโครงสราง จึงเรียกไดวาเปน semi-
crystalline polymer เฉพาะไฟโบรอินจากไหมพนัธุเหลืองสุรินทรที่มีระนาบผลึกแตกตางไปจากไหมพนัธุ
อ่ืน และมีความเขมของสัญญาณการเลี้ยวเบนรังสีเอกซสูงที่สุด บอกถึงความเปนผลึกสูงที่สุดในบรรดาไหม
ทั้งสามพันธุนี้ ซ่ึงผลการทดลองสอดคลองกับความสามารถในการละลายในลิเทียมโบรไมด ซ่ึงมีลําดับ
ความงายในการละลายดังนี ้ ดอกบัว > สําโรง > เหลืองสุรินทร การที่ไหมมีระนาบผลึกแตกตางกันนัน้ 
อาจจะมีสาเหตุมาจาก การจัดเรียงโครงสรางของไฟโบรอินในไหมพนัธุเหลืองสุรินทรเปนระเบยีบมากกวา 
นอกจากนี้ ดฟิแฟรกโทแกรมของไฟโบรอินในไหมพันธุเหลืองสุรินทรที่วิเคราะหจากเปลือกรังและรังดาน
ใน ยังแสดงใหเห็นวา ปริมาณความเปนผลึกของไฟโบรอินจากรังดานในมีคามากกวา เนื่องจากใหความเขม
ของพีคที่ 2-theta เทากับ 13 มีคาสูงกวา  
 
3.6 การศึกษาสมบัติทางกายภาพของไฟโบรอิน – ความทนตอแรงดึง 
 เมื่อนําเสนใยไหมแตละพันธุ พันธุละ 10 เสน มาดึงดวยแรงดึง 50 N gauge length 4 ซม. และ 
Crosshead 10 mm/min ตัวอยางกราฟที่ไดจากการดึงเสนใยไหมไฟโบรอิน แสดงไดดังรูปที่ 3.25 – 3.31 

File: surin1.raw
File: samrong2.raw
File: lotus2.raw
File: lotus1.raw
File: surin2.raw

Li
n 

(C
ps

)

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

130

140

150

160

170

180

190

200

210

220

230

240

250

2-Theta - Scale
5 10 20 30 40 50 60

เหลืองสุรินทร 2 

เหลืองสุรินทร 1 ดอกบัว1 
ดอกบัว2 
สําโรง2 



76 
 

 

 
 

รูปท่ี 3.25 กราฟความสัมพันธระหวางแรงที่ใชในการดึงกับเวลาในการดึงของเสนไหมพันธุชัยภูม ิ
 
 

 
 
รูปท่ี 3.26 กราฟความสัมพันธระหวางแรงที่ใชในการดึงกับเวลาในการดึงของเสนไหมพันธุนางนวล 
          แพงพวย 
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รูปท่ี 3.27 กราฟความสัมพันธระหวางแรงที่ใชในการดึงกับเวลาในการดึงของเสนไหมพันธุนางเหลือง 

 
 
รูปท่ี 3.28 กราฟความสัมพันธระหวางแรงที่ใชในการดึงกับเวลาในการดึงของเสนไหมพันธุนางนอย 
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รูปท่ี 3.29 กราฟความสัมพันธระหวางแรงที่ใชในการดึงกับเวลาในการดึงของเสนไหมพันธุดอกบวั1 
 

 
 
รูปท่ี 3.30 กราฟความสัมพันธระหวางแรงที่ใชในการดึงกับเวลาในการดึงของเสนไหมพันธุดอกบัว2  
   (สาวจากรังไหมชั้นนอก) 
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รูปท่ี 3.31 กราฟความสัมพันธระหวางแรงที่ใชในการดึงกับเวลาในการดึงของเสนไหมพันธุดอกบัว2  
   (สาวจากรังไหมชั้นใน) 
 

 
รูปท่ี 3.32 กราฟความสัมพันธระหวางแรงที่ใชในการดึงกับเวลาในการดึงของเสนไหมพันธุบุรีรัมย  
  

จากลักษณะของกราฟ จะเหน็ไดวา เสนไหมจากทกุพันธุมีความแข็งแรงสูง นอกจากนี้ยังพบวา เสน
ไหมยังสามารถยืดออกไดอีกดวย ซ่ึงมีลักษณะแตกตางจากเสนใยส่ิงทอชนิดอื่นๆ ดังแสดงดวยกราฟ stress-
strainในรูปที่ 3.33 เนื่องจากเสนใยบางชนดิมีความแข็งแรงแตขาดความยืดหยุน เชน แฟลกซ คอทตอน และ
เสนใยบางชนดิยืดตวัไดดีแตความแข็งแรงต่ํา เชน วิสคอส ขนแกะ   
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รูปท่ี 3.33 กราฟ stress-strain ของเสนใยบางชนิด 
ท่ีมา : วิมลรัตน ศรีจรัสสิน, เทคโนโลยีส่ิงทอเบื้องตน. 2551 
 

ผลการดึงเสนไหมในงานวิจยันี้ พบวาไหมแตละเสนและแตละพันธุทนตอแรงดึงไมเทากัน นัน่อาจ
เปนเพราะเสนไหมที่ไดจากการสาวมือมีขนาดเล็กใหญไมเทากัน  ซ่ึงมีผลตอคาความทนตอแรงดงึของเสน
ไหม จึงไดคาํนวณคาความทนตอแรงดึงตอความละเอยีดของเสนไหม ซ่ึงจะใหเปนคาความทนตอแรงดึง
จําเพาะ เพื่อจะไดเปรยีบเทยีบความแข็งแรงของเสนไหมแตละพันธุได เมื่อลดปจจยัจากขนาดของเสนไหม
ไมใหเขามาเกีย่วของ ตารางที่ 3.28 แสดงคาความทนตอแรงดึงเฉลี่ย และคาความทนตอแรงดึงจําเพาะเฉลี่ย
ของเสนไหมพันธุตางๆ ใหเห็นผลอยางชดัเจนในรูปที่ 3.34 และรูปที่ 3.35 
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ตารางที่ 3.29 คาความทนตอแรงดึงของเสนไหมพันธุตางๆ 
 

พันธุไหม 
น้ําหนกัตอความ 
ยาว 100 cm (g) 

ความละเอียด 
(tex) 

คาความทนตอ 
แรงดึงเฉลี่ย (g) 

คาความทนตอแรงดึง
จําเพาะเฉลี่ย (g/tex) 

ชัยภูม ิ 0.0162 16.2 258.85 ± 69.37 15.98 ± 4.28 

บุรีรัมย 0.0160 16.0 247.85 ± 50.08 15.49 ± 3.13 

นางนวลแพงพวย 0.0160 16.0 299.83 ± 39.37 18.74 ± 2.46 

นางเหลือง 0.0157 15.7 248.55 ± 50.27 15.83 ± 3.20 

นางนอย 0.0179 17.9 496.42 ± 102.29 27.73 ± 5.71 

ดอกบัว1 (สาวจากรัง
ไหมชั้นนอก) 

0.0184 18.4 508.14 ± 79.25 27.62 ± 4.31 

ดอกบัว2 (สาวจากรัง
ไหมชั้นใน) 

0.0285 28.5 1067.35 ± 69.19 37.45 ± 2.43 

  
รูปที่ 3.34 และรูปที่ 3.35 แสดงคาความทนตอแรงดึง พบวาเสนไหมจากไหมพันธุดอกบัว2 ที่ได

จากการสาวรังไหมชั้นในมีคาความทนตอแรงดึงสูงที่สุด รองลงมาคือ ไหมพันธุดอกบัว1 ที่ไดจากการสาว
รังไหมชั้นนอก ไหมพันธุนางนอย ไหมพันธุนางนวลแพงพวย ไหมพันธุชัยภูมิ ไหมพันธุนางเหลือง และ
ไหมพันธุบุรีรัมย ตามลําดับ เมื่อนําคาความทนตอแรงดึงและน้ําหนักของเสนไหมความยาว 100 cm แลวมา
คํานวณหาคาความละเอียดของเสนไหม พบวาไหมพันธุดอกบัว2 (สาวจากรังไหมชั้นใน) มีน้ําหนักของเสน
ไหมสูงที่สุด รองลงมาคือ ไหมพันธุดอกบัว1 ไหมพันธุนางนอย ไหมพันธุดอกบัว1 (สาวจากรังไหม
ช้ันนอก) ไหมพันธุนางนวลแพงพวย ไหมพันธุชัยภูมิ ไหมพันธุนางเหลือง และไหมพันธุบุรีรัมย ตามลําดับ 
ดังนั้น จึงพบวา ไหมพันธุดอกบัว2 (สาวจากรังไหมชั้นใน) มีคาความทนตอแรงดึงจําเพาะ สูงที่สุด 
รองลงมาคือ แสดงวามีความแข็งแรงของเสนไหมมากกวาไหมพันธุอ่ืนๆ เมื่อเปรียบเทียบความแข็งแรงของ
เสนไหมพันธุดอกบัว ที่ไดจากการสาวรังไหมชั้นในและชั้นนอก พบวาเสนไหมชั้นในมีความแข็งแรง
มากกวาเสนไหมชั้นนอก อาจเกิดเนื่องจากเสนไหมชั้นในมีการจัดเรียงโครงสรางเปนระเบียบมากกวาเสน
ไหมชั้นนอก  
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รูปท่ี 3.34 คาความทนตอแรงดึงเฉลี่ยของเสนไหมพนัธุตางๆ  

0
5
10
15
20
25
30
35
40
45

ค
วา
ม
ท
น
ต
อแ
รง
ดึ
งเ
ฉ
ล
ี่ย

 (
g/
te
x)

 
รูปท่ี 3.35 คาความทนตอแรงดึงจําเพาะเฉลีย่ของเสนไหมพันธุตางๆ 
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บทที่ 4 
สรุปผลการวิจัย 

 
การใชเทคนิคเจลเพอรมีเอชันโครมาโทกราฟและเทคนิคอิเล็คโทรโฟริซีส สามารถวิเคราะห

น้ําหนกัโมเลกลุของโปรตีนไหมคือ กาวไหมเซริซีนและเสนใยไหมไฟโบรอินได โดยที่เทคนิคเจลเพอรมีเอ
ชันโครมาโทกราฟวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลไดละเอียดกวา เพราะสามารถแยกโปรตีนแฟรกชนัออกไดตาม
ขนาดจากการใชวัสดุที่มีรูพรุนแตกตางกันบรรจุในคอลัมน และการมีเครื่องตรวจวัดชนดิอัลตราไวโอเลตที่
คอยตรวจวัดโปรตีนแฟรกชนัที่เคล่ือนที่ออกจากคอลัมน อนึ่งเทคนิคอิเล็คโทรโฟริซีสปรากฏเปนแถบเจลที่
มีลักษณะกวางขึ้นเมื่อโปรตีนแฟรกชนัประกอบดวยโมเลกุลที่มีความยาวใกลเคียงกนั 

การวิเคราะหน้ําหนกัโมเลกลุของโปรตีนไหมทั้งเซริซีน จะผานกระบวนการทาํปฏิกิริยารีดักชัน
ดวย 2-เมอรแคปโทเอทานอล และไฟโบรอินจะผานกระบวนการทําปฏิกิริยารีดักชันดวย 2-เมอรแคปโทเอ
ทานอลแลวผานกระบวนการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมไคโมทริปซินกอน เพื่อใหไดโปรตีนแฟรกชันที่มี
ขนาดโมเลกุลส้ันที่สามารถละลายในเฟสเคลื่อนที่ได  จากการใชเทคนิคเจลเพอรมีเอชันโครมาโทกราฟ 
วิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนแฟรกชัน (ทั้งจากไฟโบรอินและเซริซีน) จากไหม 9 สายพนัธุ พบวา 
โครมาโทแกรมมีแพทเทิรนคลายกัน โครมาโทแกรมของไฟโบรอินแฟรกชันจากการรีดิวซ แสดงใหเห็นวา 
โมเลกุลของไฟโบรอินประกอบดวยแฟรกชันที่มีน้ําหนกัโมเลกุลสูงที่เรียกวา H-chain และแฟรกชันที่มี
น้ําหนกัโมเลกลุต่ําที่เรียกวา L-chain โดยที่ H-chain มีน้ําหนกัโมเลกลุอยูในชวงประมาณ 203 – 368 kDa 
สวน L-chain มีน้ําหนกัโมเลกุลในชวงประมาณ 1 – 7 kDa การไฮโดรไลซไฟโบรอินดวยเอนไซมไคโมทริ
ปซิน ทําให H-chain หายไป เนื่องจากกลายเปนแฟรกชนัที่มีขนาดสั้นลง น้ําหนกัโมเลกุลแบงเปน 2 ชวง คือ 
ชวงที่ 1 ประมาณ 17 – 18 kDa และชวงที่ 2 ประมาณ 1 – 8 kDa ไฟโบรอินที่ผานทั้งการรีดิวซและการ
ไฮโดรไลซใหโปรตีนแฟรกชันที่ยูนิฟอรมมากขึ้น ไดแฟรกชันที่มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 1 kDa จํานวน
มากที่สุด  เทคนิคเจลเพอรมีเอชันโครมาโทกราฟแสดงใหเห็นวา เซริซีนที่ไมไดรีดวิซประกอบดวย H-chain 
และ L-chain เชนเดียวกนั ซ่ึง H-chain มีน้ําหนกัโมเลกุลสูงประมาณ 227 – 612 kDa สําหรับไหมพันธุ
พื้นบาน สวนเซริซีนจากไหมอีร่ีให H-chain ที่มีน้ําหนกัโมเลกุลสูงมาก คือ 2,328 kDa สวน L-chain มี
น้ําหนกัโมเลกลุหลายคาอยูในชวง 0.05 – 30 kDa การรีดิวซเซริซีนไมทําให H-chain ส้ันลง เนื่องจากยังคง
ปรากฏพีคของ H-chain ที่ประมาณ 5 นาที อยางไรก็ตาม การรีดิวซทําใหเซริซีนกลายเปนแฟรกชนัของ L-
chain ที่ยูนิฟอรมมากขึ้น เนื่องจากจํานวนพีคในโครมาโทแกรมนอยลง ซ่ึง L-chain มีน้ําหนักโมเลกุลอยู
ในชวง 0.09 – 41 kDa  

ผลจากงานวิจยั ทําใหเกิดองคความรูเกี่ยวของกับเทคโนโลยีการลดขนาดของโปรตีนไหมกลายเปน
โปรตีนแฟรกชันและการทําใหโปรตีนแฟรกชันยูนฟิอรมมากขึ้นโดยการรีดิวซและการไฮโดรไลซเพื่อให
โปรตีนแฟรกชันมีความเหมาะสมในการประยุกตใชเฉพาะดาน เชน ทางการแพทย อาหาร และเครือ่งสําอาง 
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สวนเทคนิคอิเล็คโทรโฟริซีสสามารถแยกเซริซีนแฟรกชนัจากการรีดิวซออกเปน H-chain และ L-
chain ไดเชนกัน แตใหน้ําหนักโมเลกุลตางจากเทคนคิเจลเพอรมีเอชันโครมาโทกราฟ คือ H-chain อยู
ในชวงประมาณ 41 – 70 kDa และ L-chain  อยูในชวง 16 – 19 kDa 

ดิฟแฟรกโทแกรมจากเครื่อง XRD ปรากฏพีคที่มีลักษณะไมแหลม ไมคม ทําใหทราบวาไฟโบรอนิ
เปน semi-crysalline polymer ที่มอรโฟโลยีประกอบดวยสวนอะมอรฟสและสวนผลึก การนําเสนไหมไฟ
โบรอินไปทดสอบความทนตอแรงดึงพบวา เสนไหมไฟโบรอินมีความแข็งแรงและมีความยดืหยุน ซ่ึง
แตกตางจากเสนใยสิ่งทอชนดิอื่น นอกจากนี้ยังพบวา เสนไหมจากรังชั้นในมีความทนตอแรงดึงจาํเพาะสูง
กวาเสนไหมจากเปลือกรัง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



85 
 

 

เอกสารอางอิง 
 

ชุติมา คงจรูญ. เอกสารประกอบการสอนวิชา คม 322 ชีวเคมี 2541, ภาควิชาเคม ี คณะวิทยาศาสตร มหา- 
วิทยาลัยแมโจ เชียงใหม. 

มณฑา จันทรเกตุเล้ียด. วิทยาศาสตรส่ิงทอเบื้องตน 2541. หางหุนสวนจาํกัด หอรัตนชยัการพิมพ กรุงเทพฯ. 
วิมลรัตน ศรีจรัสสิน. เทคโนโลยีส่ิงทอเบื้องตน พิมพคร้ังที่ 2. 2551. บริษัทคราฟแมนเพรส จํากัด กรุงเทพฯ. 
พรรณี ศรีบรรเทา. เทคนิคการเลี้ยงไหมสําหรับประเทศไทย 2530 คณะกรรมการสงเสริมสินคาไหมไทย 

กรมสงเสริมอุตสาหกรรม กรุงเทพฯ. 
พัชรา วีระกะลัส. เอนไซม 2541 สํานักพมิพแหงจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย กรุงเทพฯ. 
A. Datta, K. A. S. Ghosh and S. C. Kundu, Purification and characterization of fibroin from the tropical 

Saturniid silkworm, Antheraea mylitta. Insect Biochemistry and Molecular Biology. 31. (2001). 1013 
- 1018. 

G. H. Altman, F. Diaz, C. Jakuba, T. Calabro, R.L. Horan, J. Chen, H. Lu, , J. Richmond, D.L. Kaplan, 
(2003), Silk based materials, Biomaterials 24, 401-416 

P. D. Bailey, An Introduction to Peptide Chemistry, John Wiley & Sons, NewYork (1990). 
O. Alexis, L. Matias, B.F. Jose, Comparative study of protein molecular by size exclusion 

chromatography and laser light scattering. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis. 25. 
833-841. 

R. L. Horan, K. Antle, A. L. Collette, Y. Wang, J. Huang, J. E. Moreau, V. Volloch, D. L. Kaplan, G. H. 
Altman (2005) Biomaterials, In vitro degradation of silk fibroin, 26, 3385 – 3393. 

O. Hakimi, D. P. Knight, F. Vollrath, P. Vadgama, Spider and mulberry silkworm silks as compatible 
biomaterials, Composites: Part B 38 (2007) 324–337 

C. Woodheads, Regenerated cellulosic fibres Woodhead Publishing Ltd and CRC Press LLC, USA (2001). 
K. Mizoguchi, T. Iwatsubo, N. Aisaka, (1991), Japan Patent, 03-284337A. 
M. Yoshikawa, A. Murakami, Y. Okushita, (2001), Japan Patent, 2001-129371A. 

 
 
 



86 

 

Output จากโครงการวิจัยที่ไดรับทุนจาก สกว. 
 

1. การเสนอผลงานในที่ประชมุวิชาการ ครัง้ที่ 1 ในรูปแบบโปสเตอร 
วันที่ 23 – 24 สิงหาคม 2549 ณ โรงแรมตักศิลา จังหวัดมหาสารคาม 

 

มีบทคัดยอดังตอไปน้ี 
 

การวิเคราะหนํ้าหนักของโปรตีนแฟรกชันในเสนใยไหมไฟโบรอิน 
 

อรุณี คงดี เอกวิทย ตรีเนตร และมยุรี สมบูรณ 
 

ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยแมโจ อ.สันทราย จ.เชียงใหม 50290 
 

 ไดมีการวิเคราะหลักษณะเฉพาะดานน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนแฟรกชันของไหมไทยพันธุ
ตางๆ ไดแก พันธุสําโรง พันธุนางนอย พันธุดอกบัวและพันธุUB1 ดวยเทคนิคอิเลกโทรโฟริซีสแบบ
SDS-polyacrylamide gel โดยการละลายเสนใยไหมไฟโบรอินใน 9 โมลาร ลิเทียมโบรไมดแลวรีดิวซ
ดวย 2-เมอรแคปโตเอทานอล กอนที่จะนําสารละลายไหมไปวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลดวยเทคนิคอิเลก
โทรโฟริซีส พบวา 2-เมอรแคปโตเอทานอลสามารถรีดิวซไหมไฟโบร อินในสวนของซีสเตอีนได และจาก
การวิเคราะหดวยเทคนคิอิเลกโทรโฟริซีส พบวา เสนใยไหมไฟโบรอินทุกพันธุประกอบดวยโปรตีนแฟรก
ชัน 2 สวนทีมี่ขนาดแตกตางกันเชนกัน ซึ่งอาจจะเรียกวาเปนหนวยยอยขนาดหนัก (high chain) และ
หนวยยอยขนาดเบา (light chain)  โดยที่พันธุนางนอย พันธุดอกบัว และพันธุUB1 มีหนวยยอยขนาด
เบาเหมือนกัน คือ หนัก 26 kDa แตพันธุสําโรงมีหนวยยอยขนาดเบาหนัก 24 kDa และไหมทุกพันธุมี
หนวยยอยขนาดหนักซึ่งหนักมากกวา 75 kDa เชนเดียวกัน  
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2. การเสนอผลงานในที่ประชมุวิชาการ ครัง้ที่ 2 ในรูปแบบโปสเตอร 
งานประชุมวิชาการประจําป สกว นักวิจัยรุนใหม...พบ...เมธีวิจัยอาวุโส สกว. ครั้งที ่6 
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3. การเสนอผลงานในที่ประชมุวิชาการ ครัง้ที่ 3 ในรูปแบบบรรยาย 
งานประชุมวิชาการประจําป สกว นักวิจัยรุนใหม...พบ...เมธีวิจัย ครั้งที่ 7 
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ปรากฏบทคัดยอ ดังตอไปน้ี 
 

Molecular weight determination of protein fractions of silks  
by size exclusion chromatography 

Arunee Kongdeea*, Waraprapa Sriyotaia, Nanthaya Yanumetb 
aDepartment of Chemistry, Faculty of Science, Maejo University, Chiang Mai 50290 Thailand  bPetroleum and Petrochemical Collage, Chulalongkorn University, Bangkok, 10330 Thailand  

 
Abstract— Molecular weight of protein fractions from native Thai silks (Sam-rong, Lueang-surin 
and Nang-lueang), a breeding silk (Dok-bua) and a wild silk (Eri), were determined using size 
exclusion chromatography as follows. Silk fibers were degummed in 0.3 % sodium dodecyl 

sulphate solution mixed 0.02 M sodium carbonate at 80 °C for 1 h, silk sericin powder was 
received by drying degummed solution. Silk fibers from the degumming process were dissolved 

in 9 M LiBr at 70 °C and subsequently reduced by 0.2 mg/ml 2-mercaptoethanol at 70 °C for 
48 h, the protein fractions were purified using dialysis bag. Solutions of the reduced protein 
fractions of Dok-bua, Sam-rong, Lueang-surin were injected into size exclusion chromatography 
(SEC) equipped with RI detector at a flow rate of 1.0 ml/min using phosphate buffer as mobile 
phase, molecular weight (MW) of protein fraction were received using calibration curve of log 
MW of polyethylene glycol as a function of its retention. The results showed that there was no 
difference in retention time of protein fractions among different types of silk and there were 

many overlapped peaks. Hydrolysis silk fibers with α-chymotrypsin might be alternative method 
to distribute size of protein fraction of different silk types. Silk fibers of Dok-bua, Sam-rong, 
Lueang-surin and Nang-lueang and Eri, thus, were dissolved in 9 M LiBr and hydrolysed with 

0.1 % α-chymotrypsin at 37 °C for 48 h. After dialysis, hydrolysed protein fractions were 
analysed by SEC, SEC chromatograms showed differences in number of protein fractions from 
type to type of silk. Chromatograms of protein fractions from Sam-rong, Lueang-surin and 
Nang-lueang were similar, but different from those of Dokua and Eri. Chromatograms of sericin 
from different types of silk are in similar manner as fibers. Interestingly, a technique to 
characterize molecular weight or size of polymers, like SEC, can be used to differentiate 
species of silk. Differences in molecular weight and number of protein fractions from different 
living organisms/cell might be recognized by this technique. 

Keywords— silk fiber, sericin, size exclusion chromatography, molecular weight 
*Corresponding author. Tel.; 0-5387-3544-5; Fax: 0-5387-8252; E-mail: arunee.k@mju.ac.th 
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4. การเสนอผลงานในที่ประชมุวิชาการ ครัง้ที่ 2 ในรูปแบบโปสเตอร  
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วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
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