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 โครงการวิจยัน้ีไดรั้บทุนอุดหนุนการวิจยัจากมหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี ปีงบประมาณ 
2551-2552 ผูว้ิจยัขอขอบคุณ คุณศิริพร  ศิริองัคณากุล คุณพรพิมล  สังข์เพิ่ม และคุณชมภูนุช  วิริยะ
พนัธ์ ท่ีไดป้ฏิบติังานวจิยัจนส าเร็จลุล่วง ขอขอบคุณ คุณสิริญญา  ป้องจนัลา และคุณศศิธร  แกว้เผือก 
ท่ีช่วยจดัท ารูปเล่มของรายงาน ขอขอบคุณ คุณศุภกาญจน์  บุญอยู่ ท่ีช่วยจดัท าเอกสารการเบิกจ่าย
และจดัท าบญัชีดว้ยความเรียบร้อย 
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บทคัดย่อ 
วตัถุประสงคข์องงานวิจยัคือการเพิ่มมูลค่าวสัดุเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมประมง โดยศึกษา

การใชป้ระโยชน์โปรตีนจากน ้าลา้งเน้ือปลา  การผลิตเพปไทดท่ี์มีคุณสมบติัยบัย ั้งเอนไซมท่ี์ยอ่ยสลาย
เอนจิโอเทนซิน (Angiotensin converting enzyme, ACE) และโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีมีคุณสมบติัเป็น
สารตา้นอนุมูลอิสระจากวสัดุเหลือทิ้งของกระบวนการผลิตซูริมิรวมถึงก้าง กระดูก และ เศษหนัง 
และวสัดุเหลือทิ้งจากกระบวนการก าจดัเน้ือเยื่อเก่ียวพนั โดยใช้โปรติเนสแหล่งใหม่ท่ีผลิตจาก
แบคทีเรียสายพนัธ์ุ Virgibacillus sp. และโปรติเนสทางการคา้คือ เพปซิน ทริปซิน และ อลัคาเลส 
จากการศึกษาพบวา่โปรตีนท่ีเก็บเก่ียวไดจ้ากน ้าลา้งเน้ือปลาไนมีคุณสมบติัยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินและ
สามารถเพิ่มค่าเจลของซูริมิปลาทรายแดงเม่ือเติมในระดบั 0.18% และบ่มท่ี 40 องศาเซลเซียส ก่อน
การให้ความร้อน และยงัสามารถลดการเส่ือมสลายของกล้ามเน้ือเน่ืองจากโปรติเนส จากการท า
บริสุทธ์ิพบวา่มีสารยบัย ั้งโปรติเนสแอลฟา-1 ซ่ึงเป็นไกลโคโปรตีน มีขนาดโมเลกุล 40 และ 55 กิโล
ดาลตนั โดยสารยบัย ั้งบริสุทธ์ิมีความจ าเพาะต่อทริปซินและสามารถลดการย่อยสลายของมยัโอซิน
สายหลกัของซูริมิปลาตาหวานไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ  

โปรตีนไฮโดรไลเสทจากก้าง กระดูก และเศษหนังท่ีผ่านการย่อยโดยโปรติเนส จาก
แบคทีเรียสายพนัธ์ุ Virgibacillus sp. SK33แสดงคุณสมบติัเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระสูงกวา่โปรตีน
ไฮโดรไลเสทจากเน้ือเยื่อเก่ียวพนัจึงน ามาแยกส่วนดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบแลกเปล่ียนประจุ
ลบ(anion exchange chromatography) และแยกตามขนาด (size exclusion chromatography) หลงัจาก
แยกดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีตามขนาดไดเ้พปไทด์ 3 ส่วนคือ B1 B2 และ B3โดยเพปไทด์ B3 มี
ความสามารถในการจบักบัอนุมูล ABTS และมีคุณสมบติัรีดิวซ์เหล็กสูงสุด ในขณะท่ีส่วน B2 และ 
B3 มีความสามารถเด่นในการจบักบัเหล็กและอนุมูลไฮดรอกซิล นอกจากน้ี ส่วนเพปไทด์ในส่วน B1 
และ เพปไทด์สังเคราะห์ (FLGSFLYEYSR) ท่ีไดม้าจากการวิเคราะห์ล าดบัเพปไทด์จากส่วน B3 มี
ความสามารถในการจบัอนุมูลอิสระท่ีเกิดจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดภ์ายในเซลล์ HepG2 

การเปรียบเทียบไฮโดรไลเสทของคอลลาเจนหนงัปลานิลและหนงัปลาดุกบ๊ิกอุยจากการยอ่ย
ดว้ยเพปซิน อลัคาเลส ทริปซินและโปรตีเนสจาก Vigibacillus sp. SK39 พบวา่ไฮโดรไลเสทจากเพป
ซินมีความสามารถยบัย ั้งกิจกรรมของ ACE ไดสู้งสุดท่ีระดบัการยอ่ย (Degree of hydrolysate) 30% 
ผลจากการแยกไฮโดรไลเสทดว้ยการกรองผ่านเยื่อกรอง สามารถจ าแนกได้สามส่วนคือ ส่วนท่ีมี
ขนาดมากกวา่ 30 กิโลดาลตนั ขนาดระหวา่ง 5-30 กิโลดาลตนั และ ขนาดนอ้ยกวา่ 5 กิโลดาลตนั 
ไฮโดรไลเสทท่ีมีขนาดนอ้ยกวา่ 5 กิโลดาลตนั แสดงกิจกรรมยบัย ั้ง ACE สูงท่ีสุด และความเขม้ขน้ท่ี
ยบัย ั้งกิจกรรมของ ACE 50% (IC50) มีค่าเท่ากบั 9.01±0.04 ไมโครกรัม (สมมูลไกลซีน) ต่อมิลลิลิตร  
เพปไทด์หลงัผา่นการแยกตามขนาดโมเลกุลสามารถยบัย ั้งกิจกรรมของ ACE ได ้72.06% ท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ 0.2 ไมโครกรัม สมมูลไกลซีน ผลการวิเคราะห์ดว้ย LC-Tandem mass spectrometry 
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ของเพปไทดท่ี์มีกิจกรรมยบัย ั้ง ACE สูงสุดประกอบดว้ยกรดอะมิโนอาร์จินีนและไกลซีนท่ีปลายสาย
คาร์บอกซิลของเพปไทด ์(C-terminus) และกรดอะมิโนดา้นปลายสายอะมิโน (N-terminus) ส่วนมาก
ประกอบดว้ยกรดอะมิโนท่ีมีโซ่ขา้งเป็นคาร์บอนสายตรง (Aliphatic amino acid) 

การศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่าวสัดุเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมประมงสามารถน ากลับมาใช้
ประโยชน์ไดโ้ดยอาศยัเทคโนโลยีการเก็บเก่ียวและเอนไซม์ท่ีเหมาะสมเพื่อใช้ผลิตสารยบัย ั้งโปรติ
เนส หรือเพปไทด์ท่ีมีสมบติัยบัย ั้งกิจกรรมของ ACE และสารตา้นอนุมูลอิสระ ซ่ึงอาจสามารถน าไป
พฒันาเป็นผลิตภณัฑอ์าหารเสริมหรือผลิตภณัฑโ์ภชนเภสัชไดต่้อไป 
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Abstract 
Objectives of this study were to various approaches to fully utilize byproducts from fishery 

industry with emphasis on wash water of fish mince, collagen hydrolysates with angiotensin I-
converting enzyme (ACE) inhibitory activity, and protein hydrolysates with antioxidant properties 
from surimi wastes, including frame, bone and skin (FBS) and refiner discharge (RD) using 
proteinases from a novel source, Virgibacillus sp. and commercial proteinases: pepsin, trypsin and 
Alcalase. It was found that crude sarcoplasmic proteins obtained from common carp mice wash 
water showed inhibitory activity toward trypsin and increased textural properties of threadfin bream 
surimi, particularly those set at 40oC, when added at 0.18%. In addition, it reduced proteolysis 
caused by endogenous proteinases of threadfin bream surimi. Based on protein purification scheme, 
the protein exhibiting inhibitory activity was identified to be the carp α-1 proteinase inhibitor, 
which was glycoprotein with molecular weight of 40 and 55 kDa. The purified inhibitor exhibited 
inhibitory activity toward trypsin and reduced proteolysis of myosin heavy chain of bigeye snapper 
surimi.  

FBS protein hydrolysates prepared from Virgibacillus sp. SK33 proteinase showed higher 
antioxidant than RD and was, therefore, fractionated using anion exchange and size exclusion 
chromatography (SEC). Three fractions, mamely, B1, B2 and B3, were obtained after SEC. 
Fraction B3 exhibited the highest antioxidant activity base on 2,2’-azinobis (3-wthyl-
benzothiazoline-6-sulfonate (ABTS) scavenging activity and ferric reducing antioxidant power 
(FRAP) value, while metal chelation and hydroxyl radical scavenging ability were distinctive in 
fraction B2 and B3. Fraction B1 and a synthetic peptide selected from the pooled de novo peptides 
of fraction B3, FLGSFLYEYSR, had a cellular radical scavenging effect when HepG2 cells were 
treated with hydrogen peroxide (H2O2). 

Collagen hydrolysates from skin of tilapia (Oreochromis niloticus) and hybrid catfish (C. 
macrocephalus x C. gariepinus) were obtained using pepsin, Alcalase, trypsin and proteinase from 
Virgibacillus sp. SK39. Pepsin produced peptides exhibiting the highest ACE inhibitrory activity 
with a degree of hydrolysis (DH) of 30%. The hydrolysate of hybrid catfish skin was fractionated 
into 3 fractions: MW>30 kDa, 5-30 kDa and <5 kDa using cross-flow ultrafiltration. The fraction 
with MW <5 kDa showed the highest ACE inhibitory activity with IC50 of 9.01±0.04 μg (glycine 
equivalent)/ml. The pooled fraction after gel filtration showed ACE inhibitory activity at 72.06% at 
0.2 μg glycine equivalent. LC-Tandem mass spectrometry of the pooled fraction revealed that 
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peptides exhibiting ACE inhibitory activity were composed of arginine and lysine at C-termini, 
while N-termini contrined aliphatic amino acids.  

This study revealed that byproducts from fishery industry could be fully utilized using 
proper recovery and enzyme technology to obtain proteinase inhibitor or bioactive peptides with 
ACE inhibitory and antioxidant activity, which could be developed to be functional ingredients or 
nutraceutical products.  
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ควำมส ำคัญและทีม่ำของปัญหำทีท่ ำกำรวจัิย 
ซูริมิคือผลิตภณัฑ์เน้ือปลาท่ีผ่านการลา้งน ้ าและแช่แข็ง ซ่ึงใช้เป็นวตัถุดิบในการผลิตปูอดั 

ลูกช้ิน เตา้หู้ปลา และผลิตภณัฑ์อาหารทะเลส าเร็จรูปอ่ืนๆ ในช่วง 15 ปีท่ีผ่านมาอุตสาหกรรมการ
ส่งออกเน้ือปลาแช่แขง็และผลิตภณัฑซู์ริมิมีการเติบโตอยา่งต่อเน่ือง  ประเทศไทยเป็นผูส่้งออกซูริมิท่ี
ใหญ่เป็นอนัดบัสองของโลกรองจากสหรัฐอเมริกา (www.globefish.org) ในปี 2555 ปริมาณการ
ส่งออกซูริมิของไทยไปประเทศหลกัท่ีส าคญัได้แก่ ญ่ีปุ่น รองลงมาคือ ยุโรปและรัสเซีย เกาหลี 
สิงคโปร์และไตห้วนั ปริมาณการส่งออกซูริมิไปประเทศดงักล่าวรวมทั้งหมด 57,200 เมตริกตนั 
(www.surimischool.org) จากสถิติในปี พ.ศ. 2548-2555 ผลผลิตซูริมิเฉล่ียของประเทศไทยประมาณ 
102,250 เมตริกตนัต่อปี (www.groundfishforum.com)  

ในขั้นตอนการผลิตซูริมิมีการใชน้ ้าจ  านวนมากเพื่อก าจดัซาร์โคพลาสมิกโปรตีน การผลิตซูริ
มิทุกๆ 1 กิโลกรัม จ าเป็นตอ้งใชน้ ้าในกระบวนการลา้งเน้ือปลาประมาณ 10 ลิตร ดงันั้นในการผลิตซู
ริมิ 102,250 เมตริกตนั จึงมีการใชน้ ้าไม่ต ่ากวา่ 1022 ลา้นลิตรต่อปี ซ่ึงเป็นภาระต่อการบ าบดัและเป็น
ตน้ทุนในการผลิตอยา่งหลีกเล่ียงไม่ได ้

Lin et al. (1995) รายงานวา่ในน ้ าลา้งซูริมิประกอบดว้ยโปรตีนท่ีละลายน ้ าได ้(water soluble 
protein) ท่ีสูญเสียระหวา่งขั้นตอนการลา้ง ซ่ึงมีปริมาณโปรตีนคิดเป็นร้อยละ 1.4 ของน ้ าลา้งท่ีไดแ้ละ
ยงัไม่มีการรายงานอย่างเป็นทางการว่าการสูญเสียโปรตีนในระหว่างกระบวนการผลิตซูริมิใน
ประเทศไทยเป็นเท่าใด  แต่หากใชข้อ้มูลดงักล่าวของ Lin et al. (1995) เป็นฐานในการค านวณ อาจ
ประมาณไดว้่าในการผลิตซูริมิ 102,250 เมตริกตนั จะมีโปรตีนสูญเสียในน ้ าลา้งประมาณ 14,315 
เมตริกตนั  ซ่ึงนบัเป็นปริมาณท่ีมาก  

โปรตีนท่ีสูญเสียในระหว่างกระบวนการลา้งคือซาร์โคพลาสมิกโปรตีน ซ่ึงประกอบด้วย
เอนไซมแ์ละโปรตีนชนิดต่างๆ  เป็นท่ีเขา้ใจมาตลอดวา่โปรตีนท่ีละลายน ้ าไดเ้หล่าน้ีรบกวนการเกิด 
เจลของมยัโอฟิบริลลาร์  ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีมีบทบาทส าคญัในการเกิดเจล  อย่างไรก็ตามในระยะหลงั 
มีรายงานการวิจยัว่าซาร์โคพลาสมิกโปรตีน  มีผลช่วยเสริมความแข็งแรงของเจลจากโปรตีนมยัโอ
ฟิบริลลาร์ (Okazaki et al., 1986; Morioka and Shimizu, 1990; Morioka and Shimizu, 1993)  
นอกจากน้ีเอนไซม์ท่ีถูกชะลา้งออกจากกระบวนการลา้งบางชนิดมีประโยชน์ในการช่วยเสริมความ
แข็งแรงของเจล เช่นกนั  Worratao and Yongsawatdigul (2003)  พบวา่ซาร์โคพลาสมิกท่ีสกดัไดจ้าก
ปลานิลมีคุณสมบติัในการเหน่ียวน าการเกิด cross-linking โปรตีนกลา้มเน้ือได ้ นอกจากน้ีจิรวฒัน์ 
(2546) พบว่าเม่ือน าน ้ าลา้งจากเน้ือปลานิล เติมลงในซูริมิปลาปากคม  ค่าความแข็งของเจลเพิ่มข้ึน  
และยงัเกิดการเช่ือมข้ามสายโปรตีน (cross-link) ของปลาปากคมอีกด้วย ผลดังกล่าวเกิดจาก
เอนไซม์ทรานสกลูทามิเนสในน ้ าล้าง   จากการท าวิจยัอย่างต่อเน่ือง ผูว้ิจยัยงัพบว่าน ้ าล้างเน้ือปลา
ทรายแดงยงัมีสารยบัย ั้งเอนไซม์โปรติเนส (proteinase inhibitor) ซ่ึงมีคุณสมบติัยบัย ั้งกิจกรรม
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เอนไซมท์ริปซินและโปรติเนสในปลาปากคม (lizardfish) ไดดี้  ส่งผลให้คุณภาพของเจลซูริมิปลา
ปากคมดีข้ึน  จะเห็นไดว้า่โปรตีนซาร์โคพลาสมิกมีประโยชน์หากสามารถเก็บเก่ียวและน ากลบัมาใช้
เพื่อเพิ่มมูลค่าผลผลิต  แทนท่ีจะปล่อยทิ้งในรูปของน ้ าเสียหรือน ้ าทิ้งจากโรงงาน  นอกจากปลาทราย
แดงแลว้ ปลาตาหวาน (bigeye snapper) ปลาจวด (croaker) และปลาหนวดฤาษี (goat fish) เป็น
วตัถุดิบส าคญัส าหรับการผลิตซูริมิ นอกจากน้ีปลาไน (carp) ก็เป็นปลาน ้ าจืดเศรษฐกิจท่ีมีศกัยภาพ
ส าหรับใชเ้ป็นวตัถุดิบของการผลิตซูริมิ การเพาะเล้ียงปลาไนจากทัว่โลกในช่วงปี 2011 มีสูงถึง 3.7 
ลา้นเมตริกตนั (FAO, 2013) นอกจากน้ีปลาไนยงัเป็นปลาท่ีไม่มีปัญหาในเร่ืองของเอนไซมโ์ปรติเนส 
จากการศึกษาเบ้ืองตน้ทางผูว้ิจยัพบวา่การเติมโปรตีนซาร์โคพลาสมิกจากปลาไนช่วยส่งเสริมให้เน้ือ
สัมผสัของซูริมิเพิ่มสูงข้ึน ซ่ึงอาจเน่ืองมาจากสารยบัย ั้งเอนไซมโ์ปรติเนสในปลาไนมีศกัยภาพในการ
ยบัย ั้งเอนไซม์โปรติเนสในซูริมิไดดี้ ดงันั้นการใช้สารยบัย ั้งเอนไซม์โปรติเนสจากปลาไนอาจเป็น
ทางเลือกในการยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเนสในซูริมิ ยงัไม่มีการศึกษาคุณสมบติัของซาร์โคพ
ลาสมิกโปรตีนเหล่าน้ีอยา่งเป็นระบบ  การไดม้าซ่ึงขอ้มูลเก่ียวกบัคุณสมบติัของซาร์โคพลาสมิกโปร
ตีนของปลาสายพนัธ์ุต่างๆน้ีจะเป็นประโยชน์ต่อการเก็บเก่ียวโปรตีนเหล่าน้ีมาใชป้ระโยชน์   

ปริมาณวสัดุเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมซูริมิและปลาแล่แช่แข็ง (frozen fillet) ท่ีเป็นของแข็ง 
เช่น เศษกระดูก หัวปลา ไส้ปลา และอ่ืนๆ ท่ีเกิดข้ึนยงัคิดเป็นปริมาณร้อยละ 55 ของปลาทั้งตวั 
(Morrissey et al., 2005) ในการผลิตซูริมิทุกๆ 1 กิโลกรัมจะท าให้ไดว้สัดุเหลือทิ้งประมาณ 1.8 
กิโลกรัม และจากขอ้มูลการผลิตในปี พ.ศ. 2545-2546 พบวา่ปริมาณวสัดุเหลือทิ้งท่ีเป็นของแข็งใน
ประเทศไทยคิดเป็น 252,000 เมตริกตนั โดยทัว่ไปวสัดุเหลือทิ้งเหล่าน้ีจะถูกส่งต่อไปขายในโรงงาน
ปลาป่น หรือโรงงานอาหารสัตวซ่ึ์งมูลค่าต ่า  ไดมี้รายงานการวิจยัการน าวสัดุเหลือทิ้งท่ีเป็นของแข็ง
จากปลาไปใช้ประโยชน์ โดยผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสท เช่น วสัดุเหลือทิ้งท่ีเป็นของแข็งจาก
ปลาแซลมอน (salmon) มีคุณค่าสารอาหาร เช่น กรดอะมิโน, กรดไขมนั eicosapentaenoic acid 
(EPA) และ docosahexaenoic acid ในปริมาณสูง (Liaset et al., 2003) นอกจากน้ียงัมีการผลิตโปรตีน
ไฮโดรไลเสทใช้เป็นอิมลัซิไฟเออร์ (emulsifier) ในระยะหลงัมีการรายงานถึงคุณสมบติัในการเป็น
สารยบัย ั้งเอนไซมเ์ปล่ียนรูปแอนจิโอเทนซิน (angiotensin converting enzyme, ACE) ซ่ึงมีผลในการ
ลดความดนัโลหิต คุณสมบติัในการเป็นสารตา้นออกซิเดชนั (antioxidant) และสารยบัย ั้งจุลินทรียก่์อ
โรคของเพปไทด์ท่ีไดจ้ากโปรตีนไฮโดรไลเสท มีงานในต่างประเทศมากมายซ่ึงแสดงถึงคุณสมบติั
ในการเป็นสารยบัย ั้งกิจกรรมของ ACE ของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากวสัดุเหลือทิ้งในอุตสาหกรรม
ประมง แต่ยงัไม่พบว่ามีการศึกษาในประเทศไทย  การวิจยัเพื่อผลิตเพปไทด์ท่ีมีคุณสมบติัเป็นสาร
ยบัย ั้งกิจกรรมของ ACE อาจท าให้เกิดแนวทางการพฒันาผลิตภณัฑ์อาหารเสริมสุขภาพซ่ึงเป็น
ผลิตภณัฑท่ี์มีมูลค่าสูงและยงัเป็นการเพิ่มมูลค่าของวสัดุเหลือทิ้งจ านวนมากจากอุตสาหกรรมซูริมิอีก
ดว้ย  
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อุตสาหกรรมซูริมิเป็นอุตสาหกรรมอาหารทะเลท่ีส าคญัของประเทศ ในอดีตขอ้ไดเ้ปรียบ
ของประเทศไทยเม่ือเปรียบเทียบกบัประเทศคู่แข่งคือการมีแหล่งวตัถุดิบท่ีอุดมสมบรูณ์และแรงงาน
ราคาถูก จึงท าให้อุตสาหกรรมดงักล่าวเติบโตข้ึนอย่างต่อเน่ือง จนท าให้ประเทศไทยเป็นประเทศ
ผูผ้ลิตซูริมิรายใหญ่ของโลก แต่ดว้ยปริมาณวตัถุดิบท่ีลดลงในปัจจุบนั  แหล่งวตัถุดิบหลกัจึงไดจ้าก
การท าประมงในประเทศเพื่อนบา้น ดว้ยระยะทางท่ีห่างไกล  การขนส่งวตัถุดิบจึงใชเ้วลานาน ตน้ทุน
ในการผลิตจึงเพิ่มข้ึนพร้อมกบัความสดของวตัถุดิบท่ีลดลง  ส่งผลกระทบถึงคุณภาพของซูริมิใน
ท่ีสุด  ดังนั้ นหากไม่มีการวิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีการผลิต  ศักยภาพในการแข่งขันของ
อุตสาหกรรมซูริมิไทยในเวทีโลกย่อมลดลง  การเก็บเก่ียวโปรตีนจากน ้ าลา้งเน้ือปลาเป็นแนวทาง
หน่ึงในการใชป้ระโยชน์จากวตัถุดิบให้คุม้ค่า  เป็นการลดปัญหาในการก าจดัน ้ าทิ้ง  และเพิ่มผลผลิต  
และหากโปรตีนท่ีเก็บเก่ียวไดส้ามารถเพิ่มความแข็งแรง (gel strength) ของเจล ยอ่มเป็นการปรับปรุง
คุณภาพของซูริมิอีกทางหน่ึง โดยไม่จ  าเป็นตอ้งพึ่งพาสารเติมแต่งท่ีผลิตจากต่างประเทศ เช่น ไข่ขาว
ผง หรือเอนไซม์ทรานสกลูทามิเนสจากเช้ือจุลินทรีย์ (Microbial transglutaminase, MTGase) 
นอกจากน้ีการผลิตเพปไทด์ท่ีมีคุณสมบัติในการเป็นสารยบัย ั้งเอนไซม์ ACE และสารต้าน
ออกซิเดชนั จากวสัดุเหลือทิ้งท่ีเป็นของแขง็ยอ่มเป็นการเพิ่มมูลค่าของวสัดุเหลือทิ้งเหล่านั้นแทนการ
ใช้เป็นเพียงวตัถุดิบราคาถูกในการผลิตปลาป่น ในการวิจยัน้ีมุ่งศึกษาวสัดุเหลือทิ้งและน ้ าล้างจาก
กระบวนการผลิตซูริมิ และปลานิลซ่ึงเป็นปลาน ้ าจืดท่ีมีการส่งออกในรูปปลาแช่แข็งในปริมาณสูง  
ผลงานวิจยัน้ีจะสามารถน าไปสู่การพฒันากระบวนการเก็บเก่ียวโปรตีนซาร์โคพลาสมิก  และการ
ผลิตไบโอแอคทีฟเพปไทด์ (bioactive peptide) จากวสัดุเหลือทิ้งเพื่อใชเ้ป็นผลิตภณัฑ์เสริมสุขภาพ 
ซ่ึงหากประสบผลส าเร็จ  ศกัยภาพในการแข่งขนัของอุตสาหกรรมซูริมิ และอุตสาหกรรมอาหารทะเล
ของประเทศในตลาดโลกย่อมสูงข้ึน  เกิดการพัฒนาอย่างย ัง่ยืน  ส่งผลให้ภาคแรงงาน และ
อุตสาหกรรมต่อเน่ือง เช่น อุตสาหกรรมประมง พฒันาตามไปดว้ย 

 
กำรทบทวนเอกสำรทีเ่กีย่วข้อง 
1. สารยบัย ั้งโปรตินเนสจากปลา 

ปลาบางชนิดมีเอนไซมโ์ปรติเนสอยูใ่นกลา้มเน้ือในปริมาณท่ีค่อนขา้งสูง ซ่ึงเอนไซมเ์หล่าน้ีส่งผล
ใหคุ้ณภาพของปลาลดต ่าลง เน่ืองจากเอนไซมโ์ปรติเนสยอ่ยสลายโปรตีนกลา้มเน้ือท าให้เน้ือปลาน่ิม
และยุย่ ดงันั้นในร่างกายของปลาจึงจ าเป็นตอ้งมีสารยบัย ั้งเอนไซมเ์พื่อควบคุมกิจกรรมของเอนไซม์
โปรติเนส สารยบัย ั้งเอนไซมโ์ปรติเนสพบไดจ้ากส่วนต่างๆของปลา  

Cao et al. (2000) รายงานว่าเอนไซม์ฟอสโฟกลูโคส ไอโซเมอเรส (phosphoglucose 
isomerase) เป็นองค์ประกอบท่ีอยู่ในกล้ามเน้ือลาย (skeletal muscle) ของปลาจวดขาว (white 
croaker) สามารถยบัย ั้งเอนไซม์โปรติเนสชนิดซีรีนซ่ึงจบัตวักับมยัโอไฟบริลจากกล้ามเน้ือปลา
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ปากคม (lizard fish) ไดเ้ป็นอยา่งดี แต่ไม่สามารถยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินจากววั (bovine trypsin) ไค
โมทริปซินจากววั (bovine chymotrypsin)  และเอนไซมโ์ปรติเนสชนิดซีรีนซ่ึงจบัตวักบัมยัโอไฟบริล
จากกลา้มเน้ือปลาไน (common carp)ได ้นอกจากน้ี Sun et al. (2009) ยงัพบวา่เอนไซมฟ์อสโฟกลู
โคส ไอโซเมอร์เรสจากกลา้มเน้ือลาย (skeletal muscle) ของปลาคาร์พ (crucian carp)  สามารถยบัย ั้ง
เอนไซมโ์ปรติเนสชนิดซีรีนซ่ึงจบัตวักบัมยัโอไฟบริลจากกลา้มเน้ือปลาคาร์พได ้แต่ไม่สามารถยบัย ั้ง
เอนไซมท์ริปซินจากครูเช่ียนคาร์พ (crucian carp trypsin)  ไคโมทริปซินจากครูเช่ียนคาร์พ (crucian 
carp chymotrypsin) เอนไซมท์ริปซินจากปลาแมนดาริน (mandarin fish trypsin) เอนไซมท์ริปซิน
จากววั (bovine trypsin) และเอนไซมโ์ปรติเนสชนิดซีรีนซ่ึงจบัตวักบัมยัโอไฟบริลจากกลา้มเน้ือปลา
จวดขาวได ้ เอนไซมฟ์อสโฟกลูโคส ไอโซเมอร์เรสมีขนาดโมเลกุล 120 กิโลดาลตนั เม่ือวิเคราะห์
ดว้ยเทคนิค gel filtration และมีขนาดโมเลกุลเท่ากบั 55 และ 65 กิโลดาลตนั เม่ือวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค 
SDS-PAGE ดงันั้นเอนไซมน้ี์จะมีโครงสร้างเป็นหน่วยยอ่ย (sub unit) 2 หน่วย นอกจากน้ีฟอสโฟกลู
โคส ไอโซเมอร์เรสสามารถยบัย ั้งเอนไซมโ์ปรติเนสชนิดซีรีนซ่ึงจบัตวักบัมยัโอไฟบริลจากกลา้มเน้ือ
ปลาคาร์พแบบแข่งขนั (competitive inhibitor) Sangorrín et al. (2001) รายงานวา่ สารยบัย ั้งเอนไซม์
จากกลา้มเน้ือปลาจวดขาวมีขนาดโมเลกุลเท่ากบั 65 กิโลดาลตนั สามารถยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน ไค
โมทริปซิน อีลาสเตสและซบัทิลิซินได ้แต่ไม่สามารถยบัย ั้งเอนไซมใ์นกลุ่มของซิสเตอีน (โบรมิเลน
และปาเปน) และเมททาโลโปรติเนส (เทอร์โมไลซิน)ได้และมีคุณสมบัติเป็นไกลโคโปรตีน 
Nurhayati, Rusyadi, Suwandi,  and Nugraha (2013) ไดท้  าบริสุทธ์ิสารยบัย ั้งเอนไซมค์าทิปซินจาก
กลา้มเน้ือปลาแคทฟิช  (catfish) โดยพบวา่สารยบัย ั้งมีขนาดโมเลกุลเท่ากบั 16.65 กิโลดาลตนั ท างาน
ไดดี้ท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พีเอช 8 นอกจากน้ีกิจกรรมของสารยบัย ั้งถูกกระตุน้เม่ือเติม 
Mn2+ อย่างไรก็ตามการเติม Ca2+ and Co2+ ส่งผลให้ประสิทธิภาพการท างานของสารยบัย ั้งลดลง 
Toyohara, Makinodan, Tanaka, and Ikeda (1983) พบสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินและคาลเปนจาก
กลา้มเน้ือปลาไน Yamada et al.(1985) รายงานว่าคาลปาสแตนติน (calpastatin) ซ่ึงเป็นสารยบัย ั้ง
เอนไซมค์าลเปนจากกลา้มเน้ือปลาไนมีขนาดโมเลกุลเท่ากบั 37 และ 78 กิโลดาลตนัเม่ือทดสอบดว้ย
เทคนิค SDS-PAGE และขนาดโมเลกุลของสารยบัย ั้งทั้งสองยงัคงเท่าเดิมเม่ือทดสอบดว้ยเทคนิค gel 
filtration แสดงว่าสารยบัย ั้งแต่ละตวัเป็นพอลีเปปไทด์สายเด่ียว Hara and Ishihara (1987) ไดท้  า
บริสุทธ์ิสารยบัย ั้งเอนไซมโ์ปรติเนสจากโปรตีนกลา้มเน้ือปลาไน ซ่ึงสารยบัย ั้งน้ีมีคุณสมบติัคลา้ยกบั
แอลฟ่า-1 (alpha-1 proteinase inhibitor) จากซีร่ัมของมนุษย ์มีจุดไอโซอิเลกทริก (isoelectric point) ท่ี
พีเอช 5.3 และพีเอชท่ีแสดงกิจกรรมการยบัย ั้งไดดี้คือพีเอชช่วง 7.0-9.5 สารยบัย ั้งน้ีสามารถยบัย ั้ง
เอนไซมท์ริปซิน ไคโมทริปซินและอิลาสเตสได ้ขนาดโมเลกุลของสารยบัย ั้งประมาณ 100 กิโลดาล
ตนัเม่ือวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค gel filtration แต่เม่ือวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค SDS-PAGE พบว่ามีขนาด
โมเลกุลเท่ากบั 56 กิโลดาลตนั นัน่แสดงว่าโปรตีนชนิดน้ีประกอบด้วย 2 หน่วยย่อย (sub unit) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sangorr%C3%ADn%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11390277
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อยา่งไรก็ตามสารยบัย ั้งแอลฟ่า-1 จากส่วนต่างๆของปลาไนเช่น perimeningeal fluid, ซีร่ัม (serum), 
น ้ าอสุจิ (seminal plasma) และน ้ าเลือด (blood plasma) เป็นพอลีเปปไทด์สายเด่ียวโดยมีขนาด
โมเลกุลอยูใ่นช่วง 54-62 กิโลดาลตนั (Huang et al., 1995; Aranishi, 1999; Wojtczak et al., 2007; 
Mickowska, 2009)  Ylonen et al. (1999) รายงานว่าท่ีผิวหนงัของปลาแอตแลนติก แซลมอน 
(Atlantic salmon) มีสารยบัย ั้งเอนไซมซิ์สเตอีนอยู ่2 ชนิดคือคินิโนเจน (kininogen) มีขนาดโมเลกุล
เท่ากบั 52 กิโลดาลตนั และซาลาริน (salarin) มีขนาดโมเลกุล 43 กิโลดาลตนั สารย ั้บย ั้งเอนไซมท์ั้ง
สองชนิดน้ีสามารถยบัย ั้งเอนไซมป์าเปนและฟิซินได ้อยา่งไรก็ตามไม่สามารถยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน
ได ้นอกจากยงัพบว่าทั้งคินิโนเจนและซาลารินยงัเป็นไกลโคโปรตีนโดยมีน ้ าตาลมาเกาะ ในขณะท่ี 
Patterson (1991) รายงานว่าส่วนใหญ่แลว้สารยบัย ั้งโปรติเนสแอลฟ่า-1 มีน ้ าตาลมาเกาะท่ีต าแหน่ง 
N-linked เท่านั้น  Huang et al. (1995) ไดพ้ิสูจน์ว่าสารยบัย ั้งโปรติเนสแอลฟ่า-1 ในส่วนของ 
perimeningeal fluid จากปลาจีน (bighead carp)  มี N-linked เกาะอยู ่2 ต าแหน่ง แต่ไม่พบ O-linked 
ผลการศึกษาน้ีคลา้ยกบั Mak et al. (2004) ท่ีพบวา่สารยบัย ั้งเอนไซมโ์ปรติเนสในกลุ่มซีรีนหรือเซอร์
ปิน (serpin)  จากน ้ าอสุจิของปลาเรนโบวเ์ทราต ์(rainbow trout) มี N-linked มาเกาะ 2 ต าแหน่ง โดย
ยงัคงไม่พบการเกาะของ O-linked ปริมาณน ้ าตาลของ perimeningeal fluid จากปลาจีน และน ้ าอสุจิ
จากปลาเรนโบวเ์ทราตมี์อยูร้่อยละ 15 และ 16 ตามล าดบั Carrell et at. (1982) รายงานวา่ปริมาณ
น ้าตาลของสารยบัย ั้งในกลุ่มเซอร์ปินจะอยูใ่นช่วงร้อยละ 10-20  

Wojtczak et al. (2007) พบสองไอโซฟอร์มของสารยบัย ั้งโปรติเนสแอลฟ่า-1 จากน ้ าอสุจิ 
(seminal plasma) ของปลาไน ทั้ งสองไอโซฟอร์มเป็นไกลโคโปรตีน เม่ือศึกษาปฏิกิริยา 
deglycosylation ดว้ยเอนไซม์ Peptide -N-Glycosidase F (PNGase F) เอนไซม์น้ีจะไปตดัพนัธะ
ระหวา่งโปรตีนและน ้ าตาลท่ีบริเวณ N-linked (Asn-Xxx-Ser/Thr ซ่ึง Xxx เป็นกรดอะมิโนชนิดใดๆ
ยกเวน้ Pro) ท าให้น ้ าตาลท่ีเกาะกบัโปรตีนท่ีบริเวณ N-linked หลุดออกไปส่งผลให้ขนาดโมเลกุล
ลดลง จากผลการศึกษาพบวา่ไอโซฟอร์ม A มีขนาดโมเลกุลลดลงจาก 55.5 กิโลดาลตนัเป็น 48.5 
กิโลดาลตนั และไอโซฟอร์ม B มีขนาดโมเลกุลลดลงจาก 54 กิโลดาลตนัเป็น 47.5 กิโลดาลตนั
หลงัจากเติมเอนไซม ์PNGase F ดงันั้นปริมาณคาร์โบไฮเดรตของไอโซฟอร์ม A และ B อยูท่ี่ร้อยละ 
12.6 และ 12.1 ตามล าดบั Guzdek et al. (1990) พบวา่คาร์โบไฮเดรตไม่มีผลต่อกิจกรรมของสารยบัย ั้ง
โปรติเนสแอลฟ่า-1  อยา่งไรก็ตามน ้ าตาลช่วยเพิ่มความสามารถในการคงตวัต่อความร้อนโดยข้ึนอยู่
กบัความยาวของสายน ้าตาล (Nakamura et al., 1998; Nakamura et al., 1993)  
 โครงสร้างของสารยบัย ั้งโปรติเนสแอลฟ่า-1 จะมีส่วนท่ีเรียกว่า reactive center loop ซ่ึง
บริเวณน้ีมีต าแหน่ง P1-P1' อยูท่ี่ต  าแหน่งกรดอะมิโนท่ี 30-40 จากปลายสายดา้นคาร์บอกซิล โดยมี
กรดอะมิโน Met ท่ีต าแหน่ง P1 และมีกรดอะมิโน Ser ท่ีต าแหน่ง P1' ต าแหน่ง P1-P1' จะใช้เป็น
ขอ้มูลเพื่อระบุชนิดของเอนไซมโ์ปรติเนสสามารถยบัย ั้งได ้Mickowska (2009) ไดศึ้กษาการจบัตวักนั

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wojtczak%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17681818
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ระหวา่งสารยบัย ั้งโปรติเนสแอลฟ่า-1 จากน ้ าเลือด (blood plasma) ของปลาไนและเอนไซมท์ริปซิน 
พบวา่เม่ือเอนไซมแ์ละสารยบัย ั้งตวัจบักนัจะส่งผลให้มีขนาดโมเลกุลรวมนอ้ยกวา่ผลรวมของขนาด
โมเลกุลระหวา่งเอนไซมแ์ละสารยบัย ั้ง เน่ืองจากเอนไซมจ์ะตดัพนัธะระหว่าง P1-P1' ของสารยบัย ั้ง 
ส่งผลให้ P1 จบักบัเอนไซมด์ว้ยพนัธะโควาเลนต ์ขณะท่ีพอลีเพปไทด์ทางดา้นปลายสายคาร์บอกซิ
ลซ่ึงเป็นด้าน P1' ไดห้ลุดออก จึงท าให้ขนาดโมเลกุลรวมของสารเชิงซ้อนระหว่างสารยบัย ั้งและ
เอนไซมน์อ้ยกวา่ผลรวมของสารยบัย ั้งและเอนไซมป์ระมาณ 3-4 กิโลดาลตนั  นอกจากน้ีสารยบัย ั้ง
เอนไซม์ทริปซินยงัพบในโปรตีนกลา้มเน้ือของปลาจวดขาวและปลาเฮก (hake) (Busconi et al., 
1984; Martone et al., 1991)  Piyadhammaviboon and Yongsawatdigul (2010) พบวา่โปรตีนท่ีมี
ขนาดโมเลกุล 95, 41 และ 37 กิโลดาลตนัจากกลา้มเน้ือปลาทรายแดง (threadfin bream) สามารถ
ยบัย ั้งเอนไซม์ทริปซินได้ และความสามารถในการทนต่อความร้อนลดลงอย่างมากท่ีอุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส Siriangkanakun and Yongsawatdigul (2012) รายงานวา่โปรตีนท่ีมีขนาดโมเลกุล 35, 
41, 44, 50 และ 69 กิโลดาลตนัจากโปรตีนกลา้มเน้ือปลาไนมีคุณสมบติัยบัย ั้งเอนไซม์ทริปซิน 
นอกจากน้ียงัพบวา่โปรตีนเหล่าน้ียงัสามารถยบัย ั้งโปรติเนสในซูริมิได ้ส่งผลให้ค่าเน้ือสัมผสัของซูริ
มิเพิ่มข้ึน โดยพบวา่การเติมโปรตีนสกดัจากกลา้มเน้ือของปลาไนลงในซูริมิปลาทรายแดงร่วมกบัการ
ใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 40 และ 65 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที ก่อนท่ีจะให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 
90 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที ส่งผลให้ค่าแรงและระยะทาง ณ จุดแตกหกัเพิ่มข้ึนร้อยละ 58.8% 
และ 18.6% ส าหรับการให้ความร้อนท่ี 40 องศาเซลเซียสและเพิ่มข้ึนร้อยละ 104.9% และ 36.2% 
ส าหรับการให้ความร้อนท่ี 65 องศาเซลเซียส นอกจากน้ียงัพบว่าของเหลวท่ีอยู่ในส่วนของรังไข่ 
(ovarian fluid) จากปลาไนและเยื่อหุ้มตวัอ่อน (chorion) จากปลาไนมีซิสเตติน (cystatin) ซ่ึงเป็น
โปรตีนท่ีมีความสามารถยบัย ั้งเอนไซมใ์นกลุ่มของซิสเตอีนได ้(Tsai et al 1996; Chang et al., 1998) 
Yamashita and Konagaya (1991) รายงานวา่โปรตีนท่ีมีขนาดโมเลกุล 16 กิโลดาลตนัจากไข่ของปลา 
chum salmon มีคุณสมบติัในการยบัย ั้งเอนไซมซิ์สเตอีน นอกจากน้ีสารยบัย ั้งเอนไซมซิ์สเตอีนยงัพบ
ในไข่ของปลาแปซิฟิก เฮอร่ิง (Pacific herring) ชมัแซลมอน (chum salmon)  พอนด์ สเมล (pond 
smelt) กลาสฟิช (glassfish) และอลาสกา้ พอลลอค (Alaska pollock) ซ่ึงมีขนาดโมเลกุลเท่ากบั 120, 
89, 84.5, 17 and 16.8 กิโลดาลตนั ตามล าดบั เม่ือทดสอบดว้ยเทคนิค SDS-PAGE (Ustadi et al., 
2005) Li et al. (2008) รายงานวา่เลือดปลาชมัแซลมอน (chum salmon) มีสารยบัย ั้งเอนไซมซี์สเตอี
นซ่ึงมีขนาดโมเลกุล 70 กิโลดาลตนั เม่ือทดสอบดว้ยเทคนิค SDS-PAGE และ gel filtration แสดงวา่
โปรตีนน้ีเป็นพอลีเพปไทด์สายเด่ียว และพบวา่เป็นไกลโคโปรตีน Nagashima et al. (2004)  พบสาร
ยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินมีขนาดโมเลกุล 47 และ 57 กิโลดาลตนั จากเมือกผิวหนงั (skin mucus) ของ
ปลาพฟัเฟอร์ (puffer fish) นอกจากน้ียงัพบวา่สารยบัย ั้งทั้งคู่มีคุณสมบติัเป็นไกลโคโปรตีน 



8 

 แอลฟา 2 แมคโครกลูโบลิน (α2-macroglobulin ) สามารถยบัย ั้งเอนไซมโ์ปรติเนสไดท้ั้ง 4 
ประเภท ไดแ้ก่โปรติเนสประเภทซีรีน ซิสเตอีน แอสพาติก และเมทาโลโปรติเนส โดยแอลฟา 2 แมค
โครกลูโบลินแต่ละโมเลกุลสามารถท าปฏิกิริยากบัโปรติเนสไดเ้พียง 1 โมเลกุล  ในสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ย
นม แอลฟา 2 แมคโครกลูโบลิน ประกอบดว้ย 4 หน่วยยอ่ย (sub unit)  ในขณะท่ี สารยบัย ั้งประเภทน้ี
ท่ีพบในปลาส่วนมากมี 2 หน่วยยอ่ย เช่น แอลฟา 2 แมคโครกลูโบลินจากน ้ าเลือด (plasma) ของปลา
เพลซ (plaice) ซีร่ัมของปลาเรนโบวเ์ทราต์ (rainbow trout) และน ้ าเลือดของปลากิลเฮด ซีบรีม 
(gilthead seabream) (Starkey and Barrett, 1982; Ellis, 1987;  Funkenstein et al., 2005) Li and Lu 
(2006) รายงานวา่แอลฟา 2 แมคโครกลูโบลินจากน ้ าเลือดปลาเฉา (grass carp) มี 2 หน่วยย่อยท่ี
ต่างกนัคือมีขนาดโมเลกุล 95 และ 80 กิโลดาลตนั Freedman (1991) พบแอลฟา 2 แมคโครกลูโบลิ
นจากซีร่ัมของปลาเรนโบวเ์ทราต ์(rainbow trout) และบรูคเทราต ์(brook trout)  Chuang ei al. (2008) 
พบแอลฟา 2 แมคโครกลูโบลินในน ้ าเลือดของปลาเก๋า (grouper) สารยบัย ั้งน้ีเป็นไกลโคโปรตีน 
ความสามารถในการยบัย ั้งโปรติเนสลดลงอยา่งมากท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ท างานไดดี้ท่ีพีเอช 
10 และประสิทธิภาพการท างานต ่าท่ีพีเอช 2-6  

เอนไซมโ์ปรติเนสมีบทบาทส าคญัอยา่งมากต่อความสามารถในการฟอร์มเจลของซูริมิ โดย
เอนไซม์น้ีจะย่อยสลายโปรตีนมยัโอฟิบริลลาร์ส่งผลให้โครงข่ายของเจลและผลิตภณัฑ์ซูริมิท่ีไดมี้
ลกัษณะอ่อนตวัลงพร้อมกนัน้ียงัท าให้คุณภาพของซูริมิลดลงไปดว้ย เอนไซมโ์ปรติเนสท่ีนบัว่าเป็น
ปัญหาใหญ่ต่อคุณภาพของเจลคือเอนไซม์ทริปซิน ซ่ึงเอนไซม์น้ีก่อให้เกิดปัญหาการย่อยสลาย
โปรตีนในปลาหลายชนิด เช่น ปลาปากคม ปลาแอตแลนติก แมนฮาเด็น เป็นตน้ ดงันั้นการเติมสาร
ยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซมเ์พื่อลดการอ่อนตวัของซูริมิเจลจึงเป็นแนวทางในการแกปั้ญหา 

โปรตีนซาร์โคพลาสมิกเป็นโปรตีนท่ีอยู่ในกล้ามเน้ือซ่ึงสามารถละลายได้ทั้งในน ้ าและ
สารละลายเกลือเจือจาง โปรตีนชนิดน้ีถูกเช่ือว่ามนัมีผลในการยบัย ั้งความสามารถในการฟอร์มเจ
ลของโปรตีนมยัโอฟิบริลลาร์ ดงันั้นจึงได้มีการก าจดัโปรตีนซาร์โคพลาสมิกออกในขั้นตอนการ
ผลิตซูริมิ อยา่งไรก็ตามมีหลายการศึกษารายงานวา่โปรตีนซาร์โคพลาสมิกช่วยเพิ่มคุณสมบติัทางดา้น
เน้ือสัมผสัของซูริมิ ซ่ึงเป็นผลมาจากกิจกรรมของเอนไซมท์รานสกลูตามิเนสท่ีอยูใ่นโปรตีนซาร์โคพ
ลาสมิกช่วยท าใหเ้กิดการเช่ือมโยงของสายโปรตีนมากข้ึนจึงส่งผลให้เน้ือสัมผสัของซูริมิเพิ่มมากข้ึน
ด้วย นอกจากน้ีทางคณะวิจยัยงัพบว่าโปรตีนซาร์โคพลาสมิกมีคุณสมบติัในการเป็นสารยบัย ั้ง
เอนไซมท์ริปซิน ดงันั้นการเติมโปรตีนซาร์โคพลาสมิกลงไปในซูริมิน่าจะช่วยลดปัญหาการอ่อนตวั
ของซูริมิเจลและส่งผลให้เน้ือสัมผสัของซูริมิดีข้ึน นอกจากน้ีการศึกษาเพิ่มเติมถึงโปรตีนท่ีมี
คุณสมบติัในการยบัย ั้งเอนไซม์โดยการท าบริสุทธ์ิและศึกษาคุณลกัษณะของสารยบัย ั้งเอนไซม์ทริ
ปซินท่ีอยูใ่นโปรตีนซาร์โคพลาสมิกเป็นส่ิงท่ีส าคญัอยา่งยิ่งเพราะจะน ามาซ่ึงองคค์วามรู้พร้อมทั้งยงั
สามารถประยกุตใ์ชส้ารยบัย ั้งท่ีมีอยูใ่นธรรมชาติชนิดน้ีไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
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2. Anigotensin I-converting enzyme (ACE) 
2.1 Renin Angiotensin System 

Renin Angiotensin System (RAS) เป็นระบบหลกัท่ีมีบทบาทส าคญัต่อการเกิดภาวะความดนั
โลหิตสูงในร่างกาย (Eriksson et al., 2002)  RAS จะถูกกระตุน้หลงัจากท่ีความดนัโลหิตลดต ่าลง  
โดยเรนนินซ่ึงเป็นไกลโคโปรตีน ถูกสังเคราะห์จาก juxtaglomerular cells ท่ีไตและปลดปล่อยเขา้สู่
ระบบไหลเวยีนโลหิตของร่างกายในท่ีสุด เรนนินมีคุณสมบติัเป็นเอนไซม ์ท าหนา้ท่ีในการตดัพนัธะ     
เพปไทด์ของโมเลกุล angiotensinogen เปล่ียนเป็น angiotensin I ซ่ึงอยู่ในสภาพท่ียงัไม่ท างาน 
จากนั้น angiotensin converting enzyme (ACE) จะท าหนา้ท่ีตดักรดอะมิโนสองตวัคือ His-Leu จาก
ปลายดา้นคาร์บอกซิล ของ angiotensin I ไดผ้ลิตภณัฑ์ angiotensin II ซ่ึงมีผลท าให้ความดนัเลือด
สูงข้ึน (รูปท่ี 1.1) นอกจากนั้นยงัมีผลต่อ Bradykinin ซ่ึงเป็นเพปไทด์ท่ีร่างกายหลัง่ออกเม่ือเกิด
บาดแผลหรือการกระทบกระเทือน โดย bradykinin มีผลให้ความดนัเลือดต ่าลง แต่ ACE จะย่อย   
เพปไทดท่ี์ปลายสายคาร์บอกซิลของ bradykinin เป็น kinin ซ่ึงไม่มีผลต่อการลดความดนัเลือด ดงันั้น
เอนไซม์ ACE จึงมีผลต่อการเพิ่มของ angiotensin II ซ่ึงมีผลเพิ่มความดนัโลหิต และลดปริมาณ 
bradykinin ซ่ึงเป็นเพปไทดท่ี์มีผลลดความดนัโลหิต 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่1.1 Hypertensive mechanism of angiotensin (Barbosa-Filho, 2006) 



10 

 Angiotensin II ท่ีเกิดข้ึนจะมีผลต่อการท างานของไต โดย angiotensin II จะไปกระตุน้ 
adrenal cortex ใหห้ลัง่ aldosterone เพิ่มข้ึนท าใหเ้กิดการดูดกลบัของโซเดียม (Na+) ลดการขบัน ้ าออก 
มีผลให้ความดนัเพิ่มสูงข้ึน และยงัสามารถไปกระตุน้ AT1 receptor ท่ีอยูบ่ริเวณกลา้มเน้ือเรียบของ
หลอดเลือดท าให้หลอดเลือดหดตวัส่งผลให้ความดนัโลหิตสูงข้ึนอยา่งรวดเร็ว (Kovacs et al., 2002)  
การยบัย ั้งระบบ rennin angiotensin เพื่อลดภาวะความดนัโลหิตสูงท าไดโ้ดยการใช้สารยบัย ั้งการ
ท างานของ RAS ซ่ึงประกอบดว้ยยาสังเคราะห์ 2 กลุ่ม คือ 1) angiotensin receptor blockers (ARBs) 
จะแยง่จบัแบบแข่งขนั (competitive binding) ตรงต าแหน่ง AT1 receptor กบั angiotensin II และ 2) 
angiotensin converting enzyme inhibitors (ACEIs) มีฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของ ACE ท่ีจะท าให้เกิด 
angiotensin II และลด bradykinin 

2.2 โครงสร้างของเอนไซม ์angiotensin-I converting enzyme  
Angiotensin converting enzyme (ACE, EC 3.4.15.1) หรือ kininase II หรือ dipeptidyl 

carboxypeptidase เป็นไกลโคโปรตีน มีกรดอะมิโนเป็นองค์ประกอบประมาณ 642-1306 ตวั เป็น 
tran-membrane dipeptidyl peptidase ท่ีมี 2 ไอโซฟอร์ม คือ somaticACE (sACE) และ testicular 
ACE (tACE) ท่ีถูกถอดรหัสจากยีนเด่ียวท่ีมีจุดเร่ิมตน้การสังเคราะห์ (initiation sites) ท่ีต่างกัน 
(Oscar, 2005) เป็น metalloenzyme มีกรดอะมิโน His-Glu-Met-Gly-His จบักบัสังกะสี (Zn2+) ซ่ึงเป็น
องคป์ระกอบท่ีบริเวณเร่งของเอนไซม ์ (Sturrock et al., 2004) สามารถถูกกระตุน้ไดด้ว้ยคลอไรด ์
จดัเป็น non specific enzyme ท่ีสามารถตดัสารตั้งตน้ไดห้ลากหลายในการทดสอบแบบ in vitro 
เอนไซม์น้ีแบ่งได ้2 กลุ่มใหญ่ตามบริเวณเร่งปฏิกิริยา (active sites) ไดแ้ก่ เอนไซม์ท่ีมีบริเวณเร่ง
ปฏิกิริยาอยูป่ลายดา้นคาร์บอกซิลหรือท่ีเรียกวา่ C-domain (612 amino acids) และเอนไซมท่ี์มีบริเวณ
เร่งอยูบ่ริเวณปลายสายดา้นอะมิโน N-domain (650 amino acids) แต่เอนไซมใ์นกลุ่ม C-domain มี
บริเวณเร่งยอ่ย (subsites) แบ่งเป็น S1, S1’ และ S2’ บริเวณเร่งยอ่ยทั้ง 3 ต าแหน่งจะจบักรดอะมิโน
ชนิดท่ีแตกต่างกนัในสายเพปไทด ์โดยสามารถจบักบัเพปไทดส์ายสั้นท่ีมีกรดอะมิโนชนิดท่ีไม่มีขั้วท่ี
อยูต่  าแหน่ง C-terminalไดดี้ (Brew, 2003) อยา่งไรก็ตาม ACE ไม่สามารถตดักรดอะมิโนโพรลีน ท่ี
ติดกบักรดอะมิโนชนิดอ่ืนได ้ดงันั้น ACE ไม่มีผลในการท าลาย angiotensin II ซ่ึงเป็นสารเพิ่มความ
ดนั (Chi et al, 2008) 

2.3 In vitro assay for ACE inhibitory activity 
การวดักิจกรรมของสารยบัย ั้งการท างานของ ACE ท  าไดโ้ดยการวดักิจกรรมของ ACE ดว้ย

สารตั้งตน้สังเคราะห์ hippuryl-L-histidyl-L-leucine (HHL) ท าให้เกิดการปลดปล่อย hippuric acid 
(HA) และ His-Leu ปริมาณของ hippuric acid จะสะทอ้นถึงกิจกรรมของ ACE ซ่ึงสามารถติดตามได้
ดว้ยการวดัค่าการดูดกลืนแสง (รูปท่ี 1.2) (Cushman and Cheung, 1971) วิธีการน้ีใช้กนัอย่าง
แพร่หลายในอุตสาหกรรมยาและอาหาร มีการปรับวิธีการบางส่วนจากการวิจยัโดยการเปล่ียนความ
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เขม้ขน้ของ ACE ชนิดของสารตั้งตน้และความเขม้ขน้ของสารตั้งตน้ จากนั้นไดมี้การพฒันามาใชก้าร
ตรวจวดัดว้ยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวท่ีมีสมรรถนะสูง (HPLC) (Wu and Ding, 2002) และใช้
คอลมัน์ในการแยก HHL และ HA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่1.2 Activity of ACE on (A) angiotensin I and (B) hippuryl-L-histidyl-L-leucine (Cushman and 

Cheung, 1971) 
 

2.4 เพปไทดท่ี์ยบัย ั้ง Angiotensin I-converting enzyme  
2.4.1 สารยบัย ั้ง ACE ทางการคา้ 

การใชย้าท่ีเป็นสารยบัย ั้ง ACE เป็นแนวทางหน่ึงในการรักษาความดนัโลหิตสูง ยาใน
กลุ่มน้ีส่วนใหญ่ไดม้าจากการสังเคราะห์ โดยยาชนิดแรกท่ีถูกพฒันาข้ึนคือ captropril ซ่ึงเป็นยาใน
รูปแบบยารับประทาน รูปท่ี 1.3 แสดงโครงสร้างของสารยบัย ั้ง ACE ทางการคา้ 3 ชนิดคือ 
enalaprilat, enalapril และlisinopril โดย enalapril เป็นยาท่ีอยูใ่นรูป prodrug คือตวัมนัเองไม่มีฤทธ์ิ 
แต่จะสามารถออกฤทธ์ิได้เม่ือยาผ่านกระบวนการย่อยโดยร่างกาย (metabolize) โดยตวัยาจะถูก
เปล่ียนโดยกระบวนการ deesterification เป็นสารท่ีเป็นกรดไดคาร์บอกซิล (dicarboxylic acid) คือ 
enalaprilat ซ่ึงมีฤทธ์ิทางเภสัชวทิยาเหมือน enalapril และมีค่าคร่ึงชีวิตท่ียาวนานกวา่ โดย enalapril มี
ค่าคร่ึงชีวิตประมาณ 1.3 ชัว่โมง แต่ enalaprilat มีค่าคร่ึงชีวิต 11 ชัว่โมง ทั้ง enalapril และ enalaprilat  
สามารถขบัออกทางไตได ้

Lisinopril มีโครงสร้างคล้ายคลึงกบั enalaprilat เป็นยาท่ีสามารถออกฤทธ์ิได้โดยตรง
เน่ืองจากสามารถละลายน ้ าไดดี้ แต่การดูดซึมของยาจากระบบทางเดินอาหารเกิดข้ึนไดไ้ม่สมบูรณ์ 
เม่ือยาเขา้สู่ร่างกายจะถูกขบัออกทางไต โดยไม่ถูกเปล่ียนแปลงท่ีตบั ยามีคร่ึงชีวิตประมาณ 7-12 
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ชัว่โมง เม่ือรับประทานเขา้สู่ร่างกายมีค่า bioavailability ประมาณ 25-30 % แต่มีช่วงเวลาการออก
ฤทธ์ิท่ีนานกวา่ enapril  (Swaan et al.,1995) Captopril เป็นยาท่ีมีโครงสร้างท่ีประกอบดว้ยกลุ่มซลัฟ์
ไฮดริล (sulhydryl, SH) จดัเป็นยาตา้นแบบสามารถถูกดูดซึมไดร้วดเร็ว มี bioavailability ประมาณ 
70% อาหารมีผลลดการดูดซึมประมาณ 30-40% ยาถูกเปล่ียนแปลงท่ีตบัไดส้าร disulfide และถูกขบั
ออกทางไต ยามีค่าคร่ึงชีวติประมาณ 3 ชัว่โมง โดย captopril จะจบักบั ACE ไดดี้ท่ีบริเวณเร่งและเป็น
การจบัแบบแข่งขนักบั angiotensin I (Cushman et al., 1987) ถึงแมว้่ายาทั้งสามชนิดน้ีจะมี
ความสามารถในการยบัย ั้งการท างานของ ACE ท่ีสูงแต่ก็มีผลเสียขา้งเคียงเช่น ไอแห้ง เป็นผื่นท่ี
ผิวหนงั สูญเสียการรับรส ลมพิษ เกิดภาวะ hyperkalemia คือมีระดบั K+ ในเลือดสูง(Atkinson and 
Robertson, 1979; Sica, 2003) 

 

 
รูปที ่ 1.3 Chemical structures of the ACE-inhibitors enalaprilat, enalapril and lisinopril (Swaan et 

al., 1995) 
 

2.4.2 อาหารท่ีมีสมบติัยบัย ั้ง ACE 
เร่ิมมีการศึกษาสารท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้ง ACE จากธรรมชาติ โดยพบว่าเพปไทด์ของ

อาหารหลายชนิดเป็นแหล่งของสารยบัย ั้งการท างานของ ACE (FitzGerald et al., 2004) โดยทัว่ไป
เพปไทด์จะอยู่ในสภาพท่ียงัไม่ท างาน โดยอยู่ในรูปของโปรตีนในอาหาร แต่สามารถถูกย่อยไดด้ว้ย
เอนไซมโ์ปรติเอสจากระบบทางเดินอาหารหรือจากกระบวนการแปรรูปอาหารได ้(Meisel, 1997) 
จากนั้นจึงถูกดูดซึมเขา้สู่ร่างกาย และแสดงสมบติัยบัย ั้ง ACE (Vercruysse, Camp and Amagghe, 
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2005) มีการศึกษาถึงเพปไทด์ท่ีมีสมบติัในการลดความดนัจากอาหารอยา่งกวา้งขวาง แหล่งอาหารท่ี
พบ bioactive peptide ท่ีมีคุณสมบติัในการยงัย ั้ง ACE คือ ผลิตภณัฑน์ม โปรตีนจากปลา เน้ือสัตวแ์ละ
โปรตีนจากพืช  

2.4.2.1 เพปไทดย์บัย ั้ง ACE ท่ีผลิตจากพืช 
โปรตีนจากพืชท่ีสามารถลดความดันโลหิตได้ เช่น ถั่วเขียว โปรตีนจาก

ขา้วโพด งา ผกัโขม ถัว่เหลือง เป็นตน้ (Hong et al., 2008) Mallikarjan et al. (2007) พบวา่สมบติัใน
การยบัย ั้ง ACE ของเพปไทดข้ึ์นอยูก่บัเอนไซมท่ี์ใชแ้ละต าแหน่งในการตดัพนัธะเพปไทด์ Motoi et al 
(2004) รายงานวา่โปรตีนไฮโดรไลเสทจากขา้วสาลี (wheat gliadin) สามารถแสดงกิจกรรมในการลด
ความดนัโลหิตได ้Shin et al (2001) รายงานวา่เพปไทด์ท่ีไดจ้ากถัว่เหลืองหมกัของประเทศเกาหลีท่ีมี
ล าดบัเพปไทด์ His-His-Leu (HHL) สามารถยบัย ั้ง ACE จากการทดลองใน in vitro ไดเ้ป็นอย่างดี 
และสามารถลดความดนัโลหิตในหนูลงไดเ้ม่ือฉีดเขา้ไปในปริมาณ 5 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน ้ าหนกัตวั 
(Shin et al., 2001) ตารางท่ี 1.1 แสดงแหล่งของสารยบัย ั้ง ACE ท่ีไดจ้ากพืช 

2.4.2.2 เพปไทดย์บัย ั้ง ACE ท่ีผลิตจากโปรตีนนม 
เพปไทด์ยบัย ั้ง ACE ในนมส่วนใหญ่อยูใ่นสภาพท่ียงัไม่แสดงกิจกรรม ตอ้ง

อาศยัการยอ่ยดว้ยเอนไซมโ์ปรติเอส Meisal et al. (1997) รายงานวา่กระบวนการหมกัสามารถช่วย
ปลดปล่อยเพปไทด์ยบัย ั้ง ACE ได ้รวมไปถึงเอนไซม์ท่ีอยู่ในระบบทางเดินอาหาร ท าให้นมเป็น
แหล่งเพปไทด์ย ับย ั้ ง ACE ท่ี ดีอีกแหล่งหน่ึง มีการรายงานว่ามีแบคทีเรียหลายชนิดท่ีพบใน
กระบวนการหมกัผลิตภณัฑ์นมสามารถสร้างเอนไซมโ์ปรติเอส เพื่อปลดปล่อยเพปไทด์ยบัย ั้ง ACE 
ท าใหผ้ลิตภณัฑ ์นมเปร้ียว โยเกิร์ต เนยแข็ง มีเพปไทด์ยบัย ั้ง ACE เป็นส่วนประกอบ (Gobbetti et al., 
2000; Meisel et al., 1997)  Meihel (2005) รายงานวา่เพปไทด์จากนมท่ีมีความสามารถในการยบัย ั้ง 
ACE ค่าความเขม้ขน้ของไฮโดรไลเสทท่ีใชย้บัย ั้งการท างานของ ACE ลง 50%  (IC50) อยูใ่นช่วง 100-
500 ไมโครโมล/ลิตร ตวัอยา่งเช่น β-lactoglobulin ซ่ึงสามารถแบ่งออกเป็นเพปไทด์ 2 ท่อนคือ Ile-
Pro-Ala (IPA) และ Ala-Leu-Pro-Met (ALPM) ท่ีมีค่า IC50 เท่ากบั 141 และ 928 ไมโครโมล/ลิตร 
ตามล าดบั 

2.4.2.3 เพปไทดย์บัย ั้ง ACE ท่ีผลิตจากโปรตีนสัตว ์
มีรายงานการพบเพปไทด์ยบัย ั้ง ACE จากเน้ือสัตวเ์ช่น ปลา ไก่ ววั กระบือ 

Saiga et al. (2006; 2008) พบวา่เพปไทดท่ี์มีล าดบักรดอะมิโน Hyp-Gly-Leu-Hyp-Gly-Phe ซ่ึงแยกได้
จากเน้ืออกไก่สามารถยบัย ั้งการท างานของ ACE ได ้รวมถึงโปรตีนกระดูกส่วนขาของไก่ท่ีถูกยอ่ย
ดว้ยเอนไซม์ Alcalase ดว้ยเช่นกนั  Lee et al. (2011) ศึกษาการย่อยหนงัปลา skate ดว้ยเอนไซม ์
Alcalase, α-chymotrypsin, neutrase, pepsin, papain and trypsin  พบวา่ เพปไทด์ท่ีไดจ้ากการยอ่ย
ดว้ย α-chymotrypsin แสดงกิจกรรมยบัย ั้ง ACE ไดสู้งสุด Byun and Kim (2001) แยกเพปไทด์จาก
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หนงัของปลา Alaska Pollock ล าดบักรดอะมิโน Gly-Pro-Leu และ Gly-Pro-Met ซ่ึงพบวา่สามารถ
ยบัย ั้ง ACE ได ้โดยมีค่าการยบัย ั้ง IC50  เท่ากบั 2.6 และ 17.13 ไมโครโมลาร์ ตามล าดบั 

 
ตำรำงที ่1.1 เพปไทดท่ี์มีสมบติัยบัย ั้งเอนไซม ์ACE ท่ีผลิตจากพืช (Li et al., 2008) 
 

Amino acid sequence IC50 (µM) Origin 
VLIVP 169 Glycinin 
LVY 1.80 Seasame 
LSA 7.81 Seasame 
LKY 0.78 Seasame 
LQP 1.04 Seasame 

IVVA 315.3 Cholorella vulgaris, Spirulina platenis 
AEL 63.8 Cholorella vulgaris, Spirulina platenis 
FAL 26.3 Cholorella vulgaris, Spirulina platenis 
IAPG 11.4 Cholorella vulgaris, Spirulina platenis 

KDYRL 26.5 Mung bean 
LRY 0.15/0.23 Pea 

MRWRD 2.1 Spinach Rubisco 
MRW 0.6 Spinach Rubisco 
VW 1.4 Sake lees 
LRP 0.27 α-Zein 
LSP 1.7 α-Zein 

TQVY 18200 Rice 
RDHP - Rice 

 
2.5 โครงสร้างของเพปไทดย์บัย ั้งเอนไซม ์ACE 

ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งกิจกรรมของ ACE ดว้ยเพปไทด์ข้ึนอยูก่บัชนิดของกรดอะมิโนท่ี
ปลายสายด้านคาร์บอกซิล และความยาวของสายเพปไทด์ รวมทั้งข้ึนอยู่กบัแหล่งและวิธีการผลิต  
เพปไทด ์เพปไทดป์ลายสายดา้นคาร์บอลซิล (C-terminal) ประกอบดว้ยกรดอะมิโนท่ีไม่มีขั้วสามารถ
ยบัย ั้ง ACE ไดดี้กวา่กรดอะมิโนท่ีมีขั้ว (Imayasu et al., 1994) และถา้ต าแหน่งปลายสายเป็นกรดอะมิ
โนโพรลีน พบวา่มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง ACE ไดดี้ นอกจากน้ีมวลโมเลกุลของเพปไทด์ท่ีมี
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ขนาดเล็กจะมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง ACE ไดดี้กวา่เพปไทด์ท่ีมีมวลโมเลกุลขนาดใหญ่กวา่ Kang 
et al., (2009) ศึกษาประสิทธิภาพการยบัย ั้ง ACE ดว้ยเจลาตินไฮโดรไลเซทจากผลผลิตพลอยไดจ้าก
การผลิตซูริมิปลา Alaska Pollock และแยกเพปไทด์ตามขนาดโมเลกุลดว้ยเทคนิคอลัตร้าฟิวเตรชัน่ 
(Ultrafiltration) ท่ี 3, 5, 10 และ 30 กิโลดาลตนั พบวา่ เพปไทด์ท่ีมีขนาดมวลโมเลกุลนอ้ยกวา่ 3 กิโล
ดาลตนั สามารถยบัย ั้งการท างานของ ACE ไดม้ากท่ีสุด โดยมีค่า IC50 เท่ากบั 0.21 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
3. โปรตีนไฮโดรไลเสทและเพปไทดท่ี์มีสมบติัตา้นออกซิเดชนั 

3.1 การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสท 
โปรตีนไฮโดรไลเสทคือส่วนผสมท่ีประกอบไปดว้ยเพปไทด์และกรดอะมิโนท่ีเป็นผลผลิต

จากการย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์ ทั้งจากเอนไซม์ท่ีตดัปลายสายโปรตีนและท่ีตดัพนัธะเพปไทด์
ภายในสายโปรตีน หรือโปรตีนท่ีไดจ้ากการย่อยดว้ยกรดหรือด่าง หรือจากกิจกรรมของจุลินทรีย ์
(Samaranayaka et al., 2010; Sarmadi and Ismail, 2010) การใชเ้อนไซมท่ี์ตดัพนัธะเพปไทด์ภายใน
สายโปรตีนเป็นวิธีท่ีนิยมใช้ในการผลิตเพปไทด์ท่ีมีสมบัติในการต้านออกซิเดชัน เน่ืองจากใช้
ระยะเวลาสั้ น ได้ระดับการย่อยสูงและมวลโมเลกุลของเพปไทด์ท่ีได้มีขนาดตามท่ีต้องการ 
(Samaranayaka and Li-chan, 2011)  เอนไซมโ์ปรติเนสท่ีนิยมใชใ้นการยอ่ยโปรตีนมกัมาจากเคร่ือง
ในของสัตว ์พืช และจุลินทรีย ์เอนไซมโ์ปรติเนสทางการคา้ท่ีน ามาใชเ้พื่อผลิตเพปไทด์ท่ีมีสมบติัใน
การตา้นออกซิเดชนัคือ Alcalase, Flavourzyme, Neutrase, pepsin trypsin, chymotrypsin, pancreatin, 
papain, และ bromelain (Je et al., 2007) 

เอนไซม ์Alcalase เป็นเอนไซมท์างการคา้ท่ีผลิตจากแบคทีเรีย Bacillus licheniformis ซ่ึงเป็น
เอนไซมท่ี์มีประสิทธิภาพในการยอ่ยโปรตีนท่ีสูงสุด (Guérard et al., 2001) และเม่ือเปรียบเทียบกบั
เอนไซม์โปรติเนสอ่ืนๆยงัพบวา่ Alcalase ให้ผลผลิตของเพปไทด์ท่ีมีสมบติัในการตา้นออกซิเดชนั
และเพปไทด์สายสั้นท่ีไดมี้ความตา้นทานการยอ่ยในระบบทางเดินอาหารได้สูง (Park et al., 2001; 
Kim et al., 2001)  Alcalase เป็นเอนไซมท่ี์ตดัพนัธะเพปไทด์ภายในสายโปรตีน (endoproteinase) ท า
ให้ไดเ้พปไทด์ท่ีมีขนาดสั้นและขนาดกลาง (Klompong et al., 2008) Alcalase มีความจ าเพาะท่ีกวา้ง 
โดยมีความจ าเพาะสูงต่อกรดอะมิโนท่ีเป็นวง (Phe, Try, Tyr) กรดอะมิโนท่ีเป็นกรด (Glu)  กรดอะมิ
โนท่ีมีซลัเฟอร์เป็นองคป์ระกอบ (Met) กรดอะมิโนท่ีเป็นโซ่ตรง (Leu, Ala) กรดอะมิโนท่ีมีหมู่ –OH 
(Ser) และกรดอะมิโนท่ีเป็นเบส (Lys)  (Doucet et al., 2003) เพปไทด์ท่ีไดจ้ากการยอ่ยปลา silver 
carp ด้วยเอนไซม์ Alcalase แสดงกิจกรรมในการจบัอนุมูลอิสระได้ดีกว่าการย่อยด้วยเอนไซม ์
Flavourzyme (Dong et al., 2008)  
 Flavourzyme เป็นเอนไซมท่ี์สามารถตดัพนัธะเพปไทด์ภายในโครงสร้างโปรตีนและตดัจาก
ปลายสายโปรตีน มีความจ าเพาะท่ีกวา้ง ผลผลิตท่ีไดจ้ะเป็นเพปไทด์สายสั้นๆและกรดอะมิโนอิสระ 
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(van der Ven et al., 2002) มีการน าเอนไซม ์Flavourzyme มาใชผ้ลิตเพปไทด์ท่ีมีสมบติัในการตา้น
ออกซิเดชนัจากโปรตีนปลา เช่น ปลาทูแขก ปลานิล เป็นตน้ 
 Neutrase ผลิตจาก Bacillus amyloliquefaciens ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์มีโลหะอยู่ในโครงสร้าง 
(metalloendoproteinase) มีหมู่อะมิโนท่ีไม่ชอบน ้ า (hydrophobic amino acids) เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 
โดยเอนไซม์ชนิดน้ีสามารถตดัพนัธะเพปไทด์บนสายโปรตีนหลายต าแหน่ง (Zhao and Hou, 2009) 
และมีประสิทธิภาพสูงในการผลิตเพปไทด์ท่ีมีสมบติัในการตา้นออกซิเดชนัดว้ยโปรตีนจากขา้วใน
ส่วนท่ีเป็นเอนโดสเปิร์ม (Zhang et al., 2010)  
 เอนไซม์ท่ีอยู่ในระบบทางเดินอาหาร (pepsin, trypsin, chymotrypsin และ pancreatin) 
สามารถผลิตเพปไทด์ท่ีสามารถจบักบัอนุมูลท่ีมีหมู่-OH ได ้(Byun et al., 2009; You et al., 2010) 
เอนไซม์เพปซินมีความจ าเพาะกบักรดอะมิโนท่ีมีโครงสร้างเป็นวง เช่น Phe, Trp, Tyr และกรด      
อะมิโน Leu และ Glu ท่ีอยูด่า้นหมู่คาร์บอกซิลของพนัธะเพปไทด์ (Simpson, 2000; You et al., 2010) 
ดงันั้นการตดัดว้ยเอนไซมเ์พปซินจะท าใหไ้ดเ้พปไทดท่ี์มี Tyr, Phe หรือ  Leu ท่ีปลายดา้นอะมิโน (N-
terminal) (Savoie et al., 2005) เอนไซมท์ริปซินมีความจ าเพาะต่อ Lys หรือ Arg ท่ีดา้นคาร์บอกซิ
ลของพนัธะเพปไทด์ส่วนเอนไซม์ α-chymotrypsin จะตดัพนัธะเพปไทด์ท่ีด้านคาร์บอกซิลเป็นก
รดอะมิโนของ Leu, Tyr, Phe, Try และ Met (Robyt and White, 1987)  

ผลผลิตท่ีไดจ้ากการย่อยดว้ยสารสกดัซ่ึงได้จากตบัอ่อนของหมู (Pancreatin) ซ่ึงมีเอนไซม์
หลายชนิดเป็นองคป์ระกอบ สามารถยอ่ยโปรตีนให้ไดก้รดอะมิโน Val, Leu และ  Phe (Mullally et 
al.,1994) และมีการใช ้Pancreatin ในการผลิตเพปไทด์ท่ีมีสมบติัในการตา้นออกซิเดชนัจากโปรตีน
ในมนัฝร่ัง (Kudo et al., 2009) การใชเ้อนไซมจ์ากระบบทางเดินอาหารผลิตเพปไทด์ท่ีมีสมบติัในการ
ตา้นออกซิเดชนัจะท าใหไ้ดเ้พปไทดท่ี์ทนต่อการยอ่ยอาหารของร่างกาย (Qian et al., 2008a) 

นอกจากโปรติเนสทางการคา้แลว้การใชโ้ปรติเนสจากแหล่งอ่ืนเพื่อผลิตเพปไทด์ท่ีมีสมบติั
ในการตา้นออกซิเดชนัยงัมีการศึกษาไม่มากนกั เคยมีการศึกษาการใชเ้อนไซมจ์ากปลาชนิดต่างๆเพื่อ
น ามาผลิตเพปไทด์ท่ีมีสมบติัในการตา้นออกซิเดชนั เช่นเอนไซมท่ี์สกดัจากล าไส้ของปลาทู จากกา้ง
ของปลาทูน่าครีบเหลือง (yellowfin sole frame) และจากโปรตีนจากกา้งของปลา Alaska Pollock 
(Jun et al., 2004; Je, et al., 2005) นอกจากน้ียงัพบวา่สามารถผลิตเพปไทด์ท่ีมีสมบติัในการตา้น
ออกซิเดชันจากวสัดุเหลือทิ้งของปลาซาร์ดีนได้ด้วยเอนไซม์ท่ีสกดัจากเคร่ืองในของปลาซาร์ดีน 
(Bougatef et a l., 2010) การใชเ้อนไซมท่ี์แตกต่างกนัในการยอ่ยโปรตีนท าให้ไดรู้ปแบบของเพปไทด ์
ขนาด และล าดบักรดอะมิโนท่ีแตกต่างกนั (Chen et al., 1995; Jeon et al., 1999; Wu et al., 2003)  

Sinsuwan et al. (2008) ไดร้ายงานถึงสภาวะท่ีเหมาะสมในการท างานของเอนไซมโ์ปรติเนส
ท่ีสร้างจาก Virgibacillus sp. SK33 ซ่ึงคดัแยกมาจากน ้ าปลาท่ีหมกัเป็นระยะเวลา 1 เดือน ท่ี pH 8-11 
ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส แบคทีเรียชนิดน้ีสามารถผลิตเอนไซมไ์ดห้ลายชนิด ซ่ึงมีขนาด 56, 46, 
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42, 32, 25 และ 19 กิโลดาลตนั โดยเอนไซมโ์ปรติเนสจาก Virgibacillus sp. SK33 ยงัแสดงกิจกรรม
คลา้ยกบั subtilisin-like alkaline serine proteinase นอกจากน้ียงัสามารถยอ่ยโปรตีนของปลากะตกัได้
ดีกวา่เอนไซม ์Alcalase ทางการคา้อีกดว้ย นอกจากน้ีเอนไซมโ์ปรติเนสจาก Virgibacillus sp. SK33 
ท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิมีความจ าเพาะท่ีหลากหลาย โดยสามารถตดัพนัธะของ insulin B ท่ีหลากหลาย
รวมไปถึง Gln4, Cys7, Glu13, Ala14, Leu15,17, Tyr16,26, Arg22, Phe24,25, and Lys29 (Sinsuwan et al., 2010) 
ท าให้เอนไซม์โปรติเนสท่ีผลิตจาก Virgibacillus sp. SK33 มีแนวโน้มท่ีจะมีศกัยภาพส าหรับ
กระบวนการผลิตเพปไทดท่ี์มีสมบติัในการตา้นออกซิเดชนั 

3.2 แหล่งของโปรตีนไฮโดรไลเสทและเพปไทดท่ี์มีสมบติัตา้นอนุมูลอิสระ  
ปัจจุบนัน้ีนกัวจิยัเร่ิมใหค้วามสนใจกบัคุณสมบติัในการน ามาใชท้างยา (Nutraceutical) จาก

โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีไดจ้ากสัตวแ์ละพืช เพปไทดท่ี์มีสมบติัตา้นอนุมูลอิสระท่ีมาจากผลิตภณัฑ์
อาหารไดรั้บการยอมรับวา่ปลอดภยั และเป็นสารเพื่อสุขภาพ (Healthy compound) ราคาถูก มี
กิจกรรมสูง และง่ายต่อการดูดซึม (Sarmadi and Ismali, 2010) โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีมีสมบติัตา้น
อนุมูลอิสระท่ีไดม้าจากการยอ่ยโดยเอนไซมจ์ากพืช เช่น ถัว่เหลือง (Moure et al., 2006), จมูกขา้ว
สาลี (Zhu et al., 2006), เมล็ดขา้วโพด (Zein) (Kong and Xiong, 2006) โปรตีนจากน ้ามนัคาโนลา 
(Chumby et al., 2008) บคัวที (Buckwheat) (Tang et al., 2009) cotton leafwarm (Vercruysse et al., 
2009) ถัว่ลิสง (Jamdar et al., 2010) Amaranth (Tironi and Anón, 2010) และ ขา้วบาร์เลย ์(Bamdad et 
al., 2011) นอกจากน้ีโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีมีสมบติัตา้นอนุมูลอิสระท่ีไดม้าจากการยอ่ยโดยเอนไซม์
จากสัตวแ์ละผลิตภณัฑจ์ากสัตวไ์ดแ้ก่ ไข่แดง (Sakanaka et al., 2004; Sakanaka and Tachibana, 
2006) นม (Rival et al., 2001; Hogan et al., 2009) โปรตีนเวย ์(Peña-Ramos and Xiong, 2001; Peng 
et al., 2009) ฮีโมโกลบินของหมู (Chang et al., 2007) พลาสมาของหมู (Liu et al., 2009) และไก่ (Liu 
et al., 2011) ผลิตภณัฑจ์ากสัตวน์ ้าและผลพลอยไดก้็มีการรายงานวา่เป็นแหล่งท่ีดีของเพปไทดท่ี์มี
คุณสมบติัในการตา้นสารอนุมูลอิสระ เช่น ปลาทู (Wu et al., 2003) หมึก (Jumbo flying squid) (Lin 
and Li, 2006) ปลาทูแขก (Round scad) (Thiansilakul et al., 2007) ปลาขา้งเหลือง (Yellow stripe 
trevally) (Klompong et al., 2008) ปลากะพงแดงขา้งแถว (Brownstripe red snapper) (Khantaphant 
and Benjakul, 2008) ปลานิล (Tilapia) (Raghavan et al., 2008) ตบัปลาทูน่า (Tuna liver) (Je, Lee, 
Lee, and Ahn, 2009)  ปลาหมู (Loach) (You et al., 2010) ปลาดาบเงิน (Black scabbardfish) (Batista 
et al., 2010) และหอยเป๋าฮ้ือ (Pacific abalone) (Zhou et al., 2012) 

3.3 การท าบริสุทธ์ิโปรตีนไฮโดรไลเสท 
การหาล าดบักรดอะมิโนและคุณลกัษณะของเพปไทด์มีความส าคญัส าหรับการศึกษากลไก

ในการต้านอนุมูลอิสระและอาจให้ขอ้มูลเก่ียวกับคุณลกัษณะของเพปไทด์ท่ีมีสมบติัในการต้าน
อนุมูลอิสระ (Raghavan et al., 2008) นอกจากนั้นการหาล าดบัของกรดอะมิโนยงัมีประโยชน์ต่อการ
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สังเคราะห์เพปไทด์ส าหรับอุตสาหกรรมอาหารและยา มีหลายงานวิจยัท่ีศึกษาเก่ียวกบัการแยกและ
ระบุสารประกอบท่ีคุณสมบติัเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระโดยใช้การแยกผ่านเยื่อกรอง (Membrane 
fitration) โครมาโตรกราฟฟี และแมสสเปกโตรเมทรี (Chen et al., 2012) ซ่ึงสารประกอบเหล่าน้ีจะ
ถูกทดสอบการยบัย ั้ง ปฏิกริยาออกซิเดชันของลิพิด (Lipid oxidation) การดักจบัอนุมูลอิสระ 
(Radicals scavenging) และความสามารถในการจบักบัโลหะ (Metal chelating ability) ตารางท่ี 1.2 
แสดงเพปไทด์ท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิและมีคุณสมบติัในการตา้นสารอนุมูลอิสระจากแหล่งต่างๆ Kim 
et al. (2001) พบวา่เพปไทดท่ี์ไดจ้ากหนงัปลา Alaska Pollock แสดงความสามารถในการเป็นสารตา้น
อนุมูลอิสระอีกทั้งยงัมีสนบัสนุนให้สารตา้นอนุมูลอิสระอย่าง α-tocopherol ท างานไดดี้ข้ึน และ
ล าดับกรดอะมิโนของเพปไทด์จากหนังปลา  Alaska Pollock ท่ีประกอบไปด้วย 
GPOGPOGPOGPOG แสดงฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระมากกว่าเพปไทด์ท่ีมีล าดับกรดอะมิโนเป็น 
GEOGPOGPOGPOGPOG และไดส้รุปว่าฤทธ์ิในตา้นอนุมูลอิสระของเพปไทด์จากหนงั Alaska 
Pollock ข้ึนอยูก่บัล าดบักรดอะมิโน Mendis et al. (2005a) พบวา่เพปไทด์จากเจลาตินของหนงัหมึก 
(Jumbo squid skin gelatin) มีศกัยภาพในการยบัย ั้งปฏิกิริยาออกซิเดชนัของไขมนัท่ีสูงและมากกวา่
สารตา้นอนุมูลอิสระท่ีไดจ้ากธรรมชาติอยา่ง α-tocopherol นอกจากนั้นยงัมีความสามารถในการดกั
จบัอนุมูลอิสระในปฏิกิริยาการเกิดออกซิเดชัน่ (OH˚, R˚, RO˚ และ ROO˚) ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
และล าดบักรดอะมิโนของเพปไทด์ท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิและมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระสูงใน
ปลาหมึกจมัโบ ้คือ FDSGPAGVL (880.18 ดาลตนั) และ NGPLQAGQPGER (1241.59 ดาลตนั) ยิ่ง
ไปกวา่นั้น Rajapakse (2005a) พบวา่เพปไทด์ท่ีมาจากกลา้มเน้ือของหมึกยกัษ ์(Giant squid muscle) 
ประกอบไปดว้ย กรดอะมิโน 7 และ 13 ตวั ซ่ึงมีศกัยภาพในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระโดยการ
ยบัย ั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ของกรดลิโนเลอิก (Linoleic acid) และมีฤทธ์ิมากกวา่ 3,5-di-tert-
butyl-4-hydroxytoluene (BHT) ซ่ึงเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีสังเคราะห์ข้ึน Je et al. (2005) ศึกษา
โปรตีนไฮโดรไลเสทจากกระดูกปลาอลาสกา้พอลล็อค (Alaska Pollock frame) ท่ีมีขนาดต ่ากวา่ 1 
กิโลดาลตัน มีฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระท่ีสูง นอกจากนั้ นเพปไทด์ท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิ 
(LPHSGY; 672 ดาลตนั) มีบทบาทในการดกัจบัอนุมูลไฮดรอกซิล (OH˚) โดยคณะผูว้ิจยัรายงานวา่
ฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระมาจากการท่ีเพปไทด์น้ีมีกรดอะมิโนท่ีมีวงแหวน imidazole ท่ีท าหนา้ท่ี
ในการจบักบัโลหะนอกจากน้ียงัมีมีกรดอะมิโนไทโรซีนซ่ึงเป็นตวัให้ไฮโดรเจน (Hydrogen donor) 
กบัอนุมูลอิสระ Kim et al, (2007) ศึกษาเพปไทด์ท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิจากโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีมา
จากกา้งปลาโฮกิ (Hoki frame) พบว่าเพปไทด์ท่ีไดมี้ขนาด 1801 ดาลตนั และล าดบักรดอะมิโนคือ 
ESTVPERTHPACPDFN โดยเพปไทด์น้ีสามารถยบัย ั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ของไขมนัไดสู้ง
กวา่ α-tocopherol และมีประสิทธิภาพในการดกัจบัสารอนุมูลอิสระพวก  DPPH, OH˚, O2, R˚, RO˚ 
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และ ROO˚ เน่ืองจากเพปไทด์น้ีประกอบไปดว้ยกรดอะมิโนท่ีไม่มีขั้วอยู ่ 44% ท าให้เกิดอนัตรกิริยา
ระหวา่งโมเลกุลของกรดไขมนักบัเพปไทดแ์ละใหโ้ปรตอนกบัอนุมูลอิสระของไขมนัได ้
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ตำรำงที ่1.2  เพปไทดท่ี์ผา่นการท าบริสุทธ์ิและมีคุณสมบติัในการตา้นสารอนุมูลอิสระจากแหล่งต่างๆ 
แหล่งของเพปไทด์ ล ำดับกรดอะมิโน กำรเตรียม กจิกรรม อ้ำงองิ 

1. ปลำ       
เจลาตินของหนงัปลาอลาสกา้โพ
ล็อค (Alaska pollack skin 
gelatin) 

GEOGPOGPOGPOGPO
G และ 
GPOGPOGPOGPOG 

ยอ่ยโดยใชเ้อนไซมแ์อล
คาเลส และโปรเนสอี 
(Pronase E) 

ยบัย ั้บการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิก 
และป้องกนัเซลลต์บัของหนูจากการออกซิ
เดชัน่โดย TBHP 

Kim et al. (2001) 

ปลาทูน่าครีบเหลือง Yellowfin 
sole ( Limanda aspera) frame  

RPDFDLEPPY  เอนไซมเ์พปซินตาม
ดว้ยเอนไซมจ์ากล าไส้
ปลาแมกเคอเรล 
(Mackerel intestines 
crude enzyme (MICE)) 

ยบัย ั้บการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิก Jun et al. (2004) 

กา้งปลาอลาสกา้พอลล็อค 
(Alaska Pollack frame) 

LPHSGY  เอนไซมจ์ากล าไส้ปลา
แมกเคอเรล (MICE) 

ยบัย ั้บการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิก 
และดกัจบัอนุมูลไฮดรอกซิล  

Je et al, (2005) 

กลา้มเน้ือปลาไหลทะเล(Conger 
eel muscle)  

LGLNGDDVN  ทริปซิน  ยบัย ั้บการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิก 
และดกัจบัอนุมูลไฮดรอกซิล 

Ranathunga et al, (2006) 

กระดูกสันหลงัปลาทูน่า (Tuna 
backbone)  

VKAGFAWTANQQLS  เพปซิน ยบัย ั้บการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิก 
ดกัจบัอนุมูลไฮดรอกซิล  เปอร์ออกไซด ์และ 
DPPH 

Je et al. (2007) 
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ตำรำงที ่1.2 (ต่อ). 
แหล่งของเพปไทด์ ล ำดับกรดอะมิโน กำรเตรียม กจิกรรม อ้ำงองิ 
กา้งปลาโฮกิ (Johnius belengerii)  ESTVPERTHPACPDFN  เพปซิน ยบัย ั้บการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิก 

ดกัจบัอนุมูลไฮดรอกซิล  เปอร์ออกไซด ์และ 
DPPH, ป้องกนัเซลล ์MRC-5 จากการถูก
ท าลายโดย  TBHP และสามารถป้องกนัผล
จากการท่ี DNA ถูกท าลาย  

Kim et al, (2007) 

ผลพลอยไดจ้ากกลา้มเน้ือปลาโอ
ตาโต (Bigeye tuna dark muscle 
by-products) 

LNLPTAVYMVT  เพปซิน ยบัย ั้บการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิก ดกั
จบัอนุมูลไฮดรอกซิล เปอร์ออกไซด ์และ 
DPPH 

Je et al. (2008) 

กลา้มเน้ือปลาเฉา (Grass carp 
muscle) 

PSKYEPFV  แอลคาเลส 2.4 ลิตร  ยบัย ั้บการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิก 
และดกัจบัอนุมูลไฮดรอกซิล 

Ren et al., (2008) 

กลา้มเน้ือด าจากปลาทูน่า (Tuna 
dark muscle by-products) 

LPTSEAAKY from OR 
และ PMDYMVT from 
PR 

Orientase (OR) and 
protease XXIII (PR) 

ยบัย ั้บการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิก 
ดกัจบัอนุมูล DPPH 

Hsu (2010) 

เจลาตินจากเกล็ดปลานิล (Nile 
tilapia (Oreochromis niloticus)) 

DPALATEPDPMPF  
 

แอลคาเลส ดกัจบัอนุมูลไฮดรอกซิล  เปอร์ออกไซด ์และ 
DPPH, ป้องกนัเซลล ์และสามารถป้องกนัผล
จากการท่ี DNA ถูกท าลาย 

Ngo et al, (2010) 
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ตำรำงที ่1.2 (ต่อ). 
แหล่งของเพปไทด์ ล ำดับกรดอะมิโน กำรเตรียม กจิกรรม อ้ำงองิ 
ปลาหมู (Loach) PSYV  ปาเปน ยบัย ั้บการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิก, 

ดกัจบัอนุมูลไฮดรอกซิลและ DPPH  สามารถ
จบักบัทองแดง 

You et al. (2010) 

ผลพลอยไดจ้ากปลาซาร์คีน 
(Sardinella aurita)  

LHY, LARL, GGE, 
GAH, GAWA, PHYL 
และ GALAAH, และ 
LHY  

เอนไซมจ์ากเคร่ืองใน
ปลาซาร์ดีน (CESV)  

ยบัย ั้บการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิก 
และดกัจบัอนุมูล DPPH  

Bougatef et al. (2010) 

เคร่ืองในปลาทู (Horse 
mackerel(Magalaspis cordyla) ) 

ACFL เพปซินแลว้ตามดว้ยทริ
ปซิน กบั แอลฟาไค
รโมทริปซิน 

ยบัย ั้บการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิก, 
ดกัจบัอนุมูลไฮดรอกซิลและ DPPH   

Sampath Kumar et al, 
(2011) 

เจลาตินจากหนงัปลานิล (Tilapia 
(Oreochromis niloticus)) 

EGL และYGDEY Multifect neutral and 
followed by pronase E 

ดกัจบัอนุมูลไฮดรอกซิล DPPH และซูปเปอร์
ออกไซด์ 
 

Zhang et al, (2012) 

Marine rotifer, Brachionus 
rotundiformis 

LLGPGLTNHA และ 
DLGLGLPGAH  

เพปซิน ดกัจบัอนุมูล DPPH Byun et al. (2009) 
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ตำรำงที ่1.2 (ต่อ) 
แหล่งของเพปไทด์ ล ำดับกรดอะมิโน กำรเตรียม กจิกรรม อ้ำงองิ 

2. สัตว์น ำ้อืน่ๆ     
กลา้มเน้ือหมึกยกัษ ์(Giant squid 
(Dosidicus gigas) ) 

NADFGLNGLEGLA 
and NGLEGLK  

ทริปซิน ยบัย ั้บการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิก 
ดกัจบัอนุมูลไฮดรอกซิล  เปอร์ออกไซด ์และ 
DPPH, ป้องกนัเซลล ์MRC-5 จากการถูก
ท าลายโดย  TBHP 

Rajapakse et al, (2005a) 

ซอสหอยแมลงภู่ดอง (Fermented 
marine blue mussel (Mytilus 
edulis) sauce) 

HFGBPFH  การยอ่ยสลายตวัเอง ยบัย ั้บการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิก 
ดกัจบัอนุมูลไฮดรอกซิล  เปอร์ออกไซด ์และ 
DPPH, ป้องกนัเซลล ์MRC-5 จากการถูก
ท าลายโดย  TBHP 

Rajapakse et al, (2005b) 

ซอสหอยแมลงภู่ดอง (Fermented 
marine blue mussel (Mytilus 
edulis) sauce) 

FGHPY  การยอ่ยสลายตวัเอง ยบัย ั้บการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิก 
ดกัจบัอนุมูลไฮดรอกซิล 

Jung et al, (2005) 

หนงักบยกัษแ์อฟริกา (Rana 
catesbeiana Shaw.)  

LEELEEELEGCE  แอลคาเลส ยบัย ั้บการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิก 
และดกัจบัอนุมูลไฮดรอกซิล DPPH และ
ซูปเปอร์ออกไซด์ 

Qian et al, (2008b) 
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ตำรำงที ่1.2 (ต่อ). 
แหล่งของเพปไทด์ ล ำดับกรดอะมิโน กำรเตรียม กจิกรรม อ้ำงองิ 
หอยนางรม (Crassostrea gigas)  LKQELEDLLEKQE  เพปซินแลว้ตามดว้ยทริ

ปซิน กบั แอลฟาไค
รโมทริปซิน 

ยบัย ั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั ดกัจบั
อนุมูลไฮดรอกซิล  เปอร์ออกไซด ์และ 
DPPH, ป้องกนัเซลล ์และสามารถป้องกนัผล
จากการท่ี DNA ถูกท าลาย 

Qian et al. (2008a) 

หอยแมลงภู่ (Mytilus edulis) YPPAK นิวเทส (Neutrase) ยบัย ั้บการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิก 
และดกัจบัอนุมูลไฮดรอกซิล DPPH และ
ซูปเปอร์ออกไซด์ 

Wang et al. (2013) 

3. สัตว์และผลติภัณฑ์จำกสัตว์     
ไลโซไซมจ์ากไข่ขาว (Hen egg 
white lysozyme) 

NTDGSTDYGILQINSR เอนไซมผ์สม (ทริปซิน
และปาเปน) 

ยบัย ั้บการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิก 
และดกัจบัอนุมูลไฮดรอกซิล DPPH และ
สามารถจบัโลหะ Fe2 

Memarpoor-Yazdi et al, 
(2012) 
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ตำรำงที ่1.2 (ต่อ). 
แหล่งของเพปไทด์ ล ำดับกรดอะมิโน กำรเตรียม กจิกรรม อ้ำงองิ 
ซาร์โคพาสมิกจากตบัววั (Bovine 
liver sarcoplasmic)  

FGKEFTPVLQADFQK 
FGDLSTADAVMNNPK 
LHVDPENFKL 
VLSAADKGNVKA 
FSDVHPEYGSR 
AQKPDVLTTGGGNPVGDK
LNS 
AAQKPDVLTTGGGNPVGD
KLNS LVQDVVFTDEMAH 
VGMPDDIIQKGKD 

เทอร์โมไลซิน และดกัจบัอนุมูล DPPH และสามารถจบั
โลหะ Fe2 

Di Bernardini et al. 
(2011) 

4.พชื     
เบตา้-คอนไกลซีน (β-
conglycinin (7s protein)) 

VNPHDHQN 
LVNPHDHQN 
LLPHH 
LLPHHADADY 
VIPAGYP 
LQSGDALRVPSGTTYY 

โปรติเนสเอส  ยบัย ั้บการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิก Chen et al. (1995) 
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ตำรำงที ่1.2 (ต่อ). 
แหล่งของเพปไทด์ ล ำดับกรดอะมิโน กำรเตรียม กจิกรรม อ้ำงองิ 
ถัว่เหลือง เพปไทดท่ี์ประกอบไป

ดว้ยฮิสติดีน 
เพปไทดส์ังเคราะห์ 
(LLPHH) ท่ีไดข้อ้มูล
มาจากการยอ่ย
โปรตีนถัว่เหลืองดว้ย
โปรติเอสเอส 

มีความสารมารถในการจบักบัโลหะ และดกัจบั
อนุมูลไฮดรอกซิล 

Chen et al. (1998) 

กลูเตนจากขา้วโพด FPLEMMPF แอลคาเลส ยบัย ั้บการเกิดออกซิเดชนัของpyrogallol  Zheng et al. (2006) 
โปรตีนเหลือทิ้งจากสาหร่าย 
(Algae protein waste) 

VECYGPNRPQF เพปซิน ยบัย ั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ ดกัจบัอนุมูลไฮ  
ดรอกซิลเปอร์ออกไซด ์และ DPPH, ป้องกนัเซลล ์
และสามารถป้องกนัผลจากการท่ี DNA ถูกท าลาย 

Sheih et al, (2009a) 

โปรตีนจากมนัฝร่ัง FGER, FDRR and 
FGERR 

เอนไซมผ์สม 
(Pancreatin และ 
Amano-P) 

ยบัย ั้บการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิก, ยบัย ั้ง
การเกิดออกซิเดชัน่ของไขมนัใน erythrocyte 
membrane  

Kudo et al. (2009) 
 

โปรตีนจากเอนโดรสเปริมข์อง
ขา้ว (Rice endosperm protein) 

FRDEHKK and 
KHDRGDEF  

นิวเทรส  ยบัย ั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั ดกัจบัอนุมูลไฮดร
อกซิล  เปอร์ออกไซด ์และ DPPH และ ป้องกนัเซลล ์
MRC-5 กบั RAW264.7 เสียหายจาก TBHP และ
ป้องกนัเซลลโ์ดนท าลาย 

Zhang et al. (2010) 
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วตัถุประสงค์ของโครงกำรวจัิย 
1. ศึกษาคุณสมบติัในการเสริมคุณภาพเจลของซาร์โคพลาสมิกโปรตีนจากปลาเศรษฐกิจ 
2. ศึกษาคุณสมบติัในการเป็นสารยบัย ั้งโปรติเนสของซาร์โคพลาสมิกจากปลา  
3. ผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสท (protein hydrolysate) จากวสัดุเหลือทิ้งจากโรงงานซูริมิ และ/

หรือ อุตสาหกรรมแปรรูปปลา เพื่อให้ได้ผลิตภัณฑ์ท่ีมีคุณสมบัติย ับย ั้ งเอนไซม ์
Angiotensin Converting Enzyme (ACE) และคุณสมบติัยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชนั 

 
ขอบเขตของการวจัิย 

ขอบเขตของโครงการวจิยัคือมุ่งเก็บเก่ียวซาร์โคพลาสมิกโปรตีน และใชป้ระโยชน์วสัดุเหลือ
ทิ้งจากโรงงานซูริมิและ/หรือ อุตสาหกรรมแปรรูปปลาให้เกิดประโยชน์และมูลค่าเพิ่ม  โดยมุ่งเน้น
เก็บเก่ียวซาร์โคพลาสมิกโปรตีนเพื่อศึกษาคุณสมบติัในการเกิดเจล และคุณสมบติัในการยบัย ั้ง       
โปรติเนส และน ามาใชป้รับปรุงคุณภาพของเจลซูริมิ ซ่ึงเป็นซูริมิท่ีมีความสามารถในการเกิดเจลต ่า  
นอกจากน้ีมุ่งการผลิตเพปไทด์จากวสัดุเหลือทิ้ง เพื่อให้ไดเ้พปไทด์ท่ีมีคุณสมบติัเป็นสารยบัย ั้ง ACE 
และเป็นสารตา้นออกซิเดชนั 
 
ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ และหน่วยงานทีน่ าผลการวจัิยไปใช้ประโยชน์ 

โครงการวจิยัน้ีจะเป็นประโยชน์ต่ออุตสาหกรรมซูริมิและอุตสาหกรรมอาหารประมง ท าให้
เกิดแนวทางการใชป้ระโยชน์จากวสัดุเหลือทิ้ง (น ้ าลา้งซูริมิ เศษกา้ง กระดูก หนงั) ให้เกิดประโยชน์
สูงสุดในรูปของสารเพิ่มคุณภาพเจลซ่ึงปัจจุบนัตอ้งน าเขา้จากต่างประเทศ หรือเพปไทด์ท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้ง 
ACE และตา้นออกซิเดชนัในระดบัเซลล์ซ่ึงมีศกัยภาพท่ีจะพฒันาเป็นผลิตภณัฑ์เพื่อสุขภาพต่อไป 
การใชป้ระโยชน์จากวสัดุเหลือทิ้ง เป็นแนวทางหน่ึงของการใชว้ตัถุดิบประมงให้เกิดประโยชน์สูงสุด  
ซ่ึงเป็นการเพิ่มศกัยภาพในการแข่งขนัของอุตสาหกรรมประมง หน่วยงานของรัฐท่ีจะไดป้ระโยชน์
คือ กรมประมงและนกัวิจยัท่ีศึกษาคน้ควา้เก่ียวกบัผลิตภณัฑ์ประมง องคค์วามรู้ท่ีเกิดจากงานวิจยัใน
เร่ืองท่ีเก่ียวขอ้งกบัสารยบัย ั้งโปรติเนสจากซาร์โคพลาสมิกโปรตีนและการผลิตเพปไทด์ท่ีมีฤทธ์ิ
ยบัย ั้ง ACE และตา้นออกซิเดชันในระดบัเซลล์จะสามารถการเผยแพร่ในวารสารวิชาการระดบั
นานาชาติ   
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บทที ่2 
วธิีด ำเนินกำรวจิัย 
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วธิีกำรทดลอง 
2.1 สำรยบัยั้งเอนไซม์โปรติเนสจำกปลำ 

2.1.1ความสามารถของโปรตีนซาร์โคพลาสมิกสกัดต่อการการยบัย ั้งกิจกรรมของ
เอนไซม ์

2.1.1.1 การเตรียมตวัอยา่งโปรตีนซาร์โคพลาสมิกสกดั 
ขนส่งปลาไน (Cyprinus carpio) จากตลาดย่าโม อ.เมือง จ.นครราชสีมา 

มายงัห้องปฏิบติัการสาขาวิชาเทคโนโลยีอาหาร มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี โดยบรรจุใส่กล่อง
โฟมท่ีมีน ้ าแข็ง ท าความสะอาดและตดัหวั ควกัไส้ ขอดเกล็ด บดเน้ือปลา จากนั้นน าเน้ือปลาบดท่ี
ไดม้าป่ันผสมดว้ยน ้ ากลัน่ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในอตัราส่วนเน้ือปลาบดต่อน ้ า 1 ต่อ 3 กวน
ต่อเน่ืองเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน าส่วนผสมไปป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000xg ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
20 นาที น าส่วนของเหลวท่ีไดม้ากรองผ่านผา้ขาวบาง 3 ชั้น จากนั้นน าของเหลวท่ีไดไ้ปเก็บท่ี 4  
องศาเซลเซียส ขา้มคืนเพื่อให้ไขมนักลายเป็นไขลอยตวัอยูด่า้นบน ตวัอยา่งท่ีไดน้ี้คือโปรตีนซาร์โค-
พลาสมิกสกดั (crude sarcoplasmic protein)  ส าหรับซูริมิปลาทรายแดง (Nemipterus spp.) ซ้ือจาก
โรงงานอนัดามนัซูริมิ และขนส่งมายงัห้องปฏิบติัการ สาขาวิชาเทคโนโลยีอาหาร มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีสุรนารี แบ่งบรรจุใส่ถุงพลาสติกถุงละ 1 กิโลกรัม ปิดผนึกสุญญากาศและเก็บท่ีอุณหภูมิ   
-20 องศาเซลเซียส 

2.1.1.2 ความสามารถในการยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน  
วิเคราะห์ผลของสารยบัย ั้ งเอนไซม์โปรติเนสโดยใช้โปรตีนซาร์โค-  

พลาสมิกสกดัเปรียบเทียบกบัสารยบัย ั้งทางการคา้ไดแ้ก่โปรตีนไข่ขาว (egg white power) โปรตีนเวย์
(whey protein concentrate) โปรตีนถัว่เหลือง (soy protein isolate) ตามวิธีของ Piyadhammaviboon 
and Yongsawatdigul (2010) บ่มสารละลายผสมซ่ึงประกอบดว้ยสารยบัย ั้งปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
โดยควบคุมปริมาณโปรตีนของสารยบัย ั้งทั้งส่ีชนิดใหเ้ท่ากนั สารละลายบฟัเฟอร์ทริสไฮโดรคลอไรด ์
(Tris-HCl) เขม้ขน้ 100 มิลลิโมลาร์ (pH 8) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร เอนไซมท์ริปซินเขม้ขน้ 0.4 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ท่ีอุณหภูมิ 40 และ 65 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที 
จากนั้นเติมสารละลายเคซีนเขม้ขน้ 1% บ่มสารผสมต่อท่ีอุณหภูมิทั้งสองเป็นเวลา 1 ชัว่โมง หยุด
ปฏิกิริยาด้วยสารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติก (trichloroacetic acid) เขม้ขน้ 50% (ท่ีควบคุม
อุณหภูมิ 4 องศา-เซลเซียส) ปริมาตร 400 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000xg ท่ี 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที ส าหรับตวัอยา่งควบคุมเตรียมตวัอยา่งเหมือนขา้งตน้แต่เติมสารละลายกรดไตรคลอ
โรอะซิติก ก่อนสารละลายเคซีน โดยไม่บ่ม วิเคราะห์ปริมาณโอลิโกเปปไทด์ในสารละลายส่วนใส
ดว้ยวธีิ Lowry (Lowy et al., 1951) โดยใชส้ารละลายไทโรซีนเป็นมาตรฐาน    
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2.1.1.3 ผลของโปรตีนซาร์โคพลาสมิกสกัดต่อการเกิดเจลของซูริมิจาก              
ปลาทรายแดง 

เตรียมเจลโดยผสมซูริมิกบัเกลือโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ 2% ของน ้ าหนกั
ทั้งหมด แคลเซียมคลอไรด์ท่ีความเขม้ขน้ 0, 0.1, 0.2, 0.3 และ 0.5% ซาร์โคพลาสมิกโปรตีนท่ีความ
เขม้ขน้ 0.18% และปรับความช้ืนให้เป็น 80%  บรรจุเจลในไมโครเพลท จากนั้นบ่มตวัอยา่งท่ีสภาวะ
ต่างๆ คือ (1) บ่มท่ี 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง (2) บ่มท่ี 40 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที  
(3) บ่มท่ี 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าไปให้ความร้อนท่ี 90 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 30 นาที (4) ตวัอยา่งท่ีไม่มีการบ่มจะน าไปใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 
นาที เม่ือครบเวลาให้แช่ตวัอย่างในน ้ าผสมน ้ าแข็งทนัที เก็บตวัอย่างขา้มคืนท่ี 4 องศาเซลเซียส 
วิเคราะห์ลกัษณะเน้ือสัมผสัของเจลดว้ยเคร่ือง Texture Analyzer และใช้หัววดั cylindrical probe 
ขนาด 2 มิลลิเมตร โดยตั้งค่าอตัราการเคล่ือนท่ีของหวัวดัท่ี 1 มิลลิเมตรต่อวินาที บนัทึกค่าแรง ณ.จุด
แตกหกั (breaking force) และระยะทาง ณ. จุดแตกหกั (deformation) 

เติมสารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติกท่ีแช่เยน็เขม้ขน้ 5% (w/v) ปริมาตร 18 มิลลิลิตร ลง
ในซูริมิเจล (2 กรัม) บดผสมและป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000xg ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
วิเคราะห์ปริมาณโอลิโกเปปไทด์ในสารละลายส่วนใสดว้ยวิธี Lowry (Lowy et al., 1951) โดยใช ้   
ไทโรซีนเป็นสารละลายมาตรฐาน  แสดงค่ากิจกรรมการย่อยสลายตวัเองในหน่วยไมโครโมลของ  
ไทโรซีนต่อกรัมตวัอยา่ง 

2.1.2 การท าบริสุทธ์ิและสมบติัชีวเคมีของสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน  
2.1.2.1 การท าบริสุทธ์ิสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน 

เตรียมโปรตีนซาร์โคพลาสมิกตามขอ้ 2.1.1.1 แต่น าเน้ือปลาบดมาป่ันผสม
ในสารละลาย Tris-HCl เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ (pH 7.5) ท่ี 4 องศาเซลเซียสแทนการใช้น ้ ากลัน่ 
จากนั้นน าตวัอยา่งท่ีเตรียมไดม้าให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที น าไปแช่
ไวใ้นน ้ าแข็งเป็นเวลา 10 นาที น าตวัอยา่งไปป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000xg ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 
นาที จากนั้นเติมแอมโมเนียมซลัเฟตในในสารละลายส่วนใสเก็บตะกอนโปรตีนช่วงของความเขม้ขน้
แอมโมเนียมซัลเฟต 50-70% โดยควบคุมอุณหภูมิระหว่างด าเนินการให้อยู่ท่ีประมาณ 4 องศา-
เซลเซียส แยกเก็บส่วนตะกอนโดยน าตวัอย่างไปป่ันเหวี่ยงต่อท่ี 10,000xg ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 20 นาที ละลายส่วนตะกอนดว้ยสารละลาย Tris-HCl เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ (pH 7.5) จากนั้น
ก าจดัเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตออกดว้ยวิธี dialysis โดยใช ้dialysis tubing ท่ีมีค่า molecular weight 
cut-off เท่ากบั10 kDa ละลายในสารละลาย Tris-HCl เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ (pH 7.5) ท่ี 4 องศา-
เซลเซียสเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นน าตวัอยา่งท่ีไดม้าแยกต่อดว้ยวิธีการแยกโดยการแลกเปล่ียน
ประจุลบ (anion exchange chromatography) โดยใช ้DEAE-Sephacel เป็นตวักลาง ท า คอลมัน์ให้
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สมดุลดว้ยสารละลาย Tris-HCl เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ (pH 7.5) จากนั้นโปรตีนท่ีจบักบัเรซิน DEAE-
Sephacel ถูกชะออกโดยการเพิ่มความเขม้ขน้ของไอออนในอตัราคงท่ีเชิงเส้นตรงโดยใช้โซเดียม 
คลอไรดเ์ขม้ขน้ 0-1 โมลาร์ ในสารละลาย Tris-HCl เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ (pH 7.5) ทดสอบกิจกรรม
การยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินของสารละลายในแต่ละหลอดทดลองและเลือกสารละลายในหลอดทดลอง
ท่ีแสดงค่าการยบัย ั้งเอนไซม์ทริปซินสูงไปท าเขม้ข้นต่อโดยใช้ ultrafiltration membrane ท่ีมีค่า 
molecular weight cut-off เท่ากบั10 กิโลดาลตนั จากนั้นน าสารละลายท่ีผา่นการท าเขม้ขน้แลว้มา
ก าจดัเกลือโซเดียมคลอไรดอ์อกโดยการใชว้ธีิ dialysis ตามท่ีระบุไวข้า้งบน น าตวัอยา่งมาแยกต่อดว้ย
วิธีการจบัจ าเพาะ (affinity chromatography) โดยใช ้concanavalin A (Con A) เป็นลิแกนด์ เพื่อจบั
ไกลโคโปรตีน ปรับคอลมัน์ให้สมดุลดว้ยสารละลาย Tris-HCl เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ (pH 7.5) และ
โปรตีนถูกชะออกดว้ย methyl-α-D-glycoparanoside เขม้ขน้ 0-0.5 โมลาร์ ในสารละลาย 50 มิลลิ- 
โมลาร์ Tris–HCl, pH 7.5 น าสารละลายในหลอดทดลองท่ีแสดงค่าการยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินสูงไป
ท าเขม้ขน้ต่อโดยใช ้ultrafiltration membrane ท่ีมีค่า molecular weight cut-off เท่ากบั 10 กิโลดาลตนั 
น าตวัอยา่งท่ีผา่นการท าเขม้ขน้แลว้ไปแยกโปรตีนต่อโดยอาศยัหลกัการแยกตามขนาดโมเลกุลดว้ยวิธี
เจลฟิวเทรชนั (gel filtration) วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนดว้ยวิธี Lowry โดยใช ้BSA (Bovine serum 
Albumin) เป็นสารละลายมาตรฐาน  แสดงค่าปริมาณโปรตีนในหน่วยมิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

2.1.2.2 การวเิคราะห์น ้าหนกัโมเลกุลของสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน 
วิเคราะห์น ้ าหนกัโมเลกุลของสารยบัย ั้งเอนไซมโ์ดยดดัแปลงจาก Garcia-

Carreno, Dimes, and Haard (1993) น าสารละลายโปรตีนท่ีไดจ้ากขั้นตอนการท าบริสุทธ์ิของแต่ละ
วิธีมาผสมกบั treatment buffer (Tris-HCl เขม้ขน้ 12.5 มิลลิโมลาร์ ท่ี pH 6.8, SDS เขม้ขน้ 4%,        
กลีเซอรอลเขม้ขน้ 20%) ดว้ยอตัราส่วน 1:1 เตรียมเจล acrylamide เขม้ขน้ 10% โดยมีเคซีนเขม้ขน้ 
0.12% (w/v) เป็นองคป์ระกอบอยูด่ว้ย ใชก้ระแสไฟฟ้า 120 โวลต ์เพื่อแยกโปรตีน ควบคุมอุณหภูมิ
ให้เยน็ตลอดการแยกโดยวางอุปกรณ์แยกในอ่างน ้ าแข็ง จากนั้นเติมเอนไซม์ทริปซินท่ีความเขน้ขน้ 
0.4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตรลงไปในเจล บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
ชัว่โมง ยอ้มสีเจลดว้ย Coomassie blue (Coomassie brilliant blue R-250 เขม้ขน้ 0.1%, เมธานอล 
เขม้ขน้ 40% และกรดอะซิติก เขม้ขน้ 10%) เป็นเวลา  1 ชัว่โมง จากนั้นลา้งสีออกดว้ยสารผสมของ
เอธานอลเขม้ขน้ 25% และกรดอะซิติกขม้ขน้ 10% สารยบัย ั้งท่ีมีความสามารถในการยบัย ั้งกิจกรรม
ของเอนไซมท์ริปซินจะปรากฏเป็นแถบสีน ้าเงิน 

2.1.2.3 การศึกษากิจกรรมการยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน 
วเิคราะห์กิจกรรมการยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินโดยดดัแปลงจาก Barrett and 

Kirschke (1981) และ Ishida, Sugiyama, Sato, and Nagayama (1995) บ่มสารละลายผสมซ่ึง
ประกอบดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์Tris-HCl เขม้ขน้ 100 มิลลิโมลาร์ (pH 8) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร 
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เอนไซม์ทริปซินเขม้ขน้ 0.01 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร สารยบัย ั้งเอนไซม์
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติม Boc-Asp(oBzl)-
Pro-Arg-AMC เขม้ขน้ 10 µM ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บ่มสารผสมต่อท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 10 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยการเติมสารผสมเมธานอล-บิวธานอล-น ้ ากลัน่ (methanol:n-
butanol: deionized water) ในอตัราส่วน 35:30:35 (v/v/v) ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร วดัค่าความเขม้ของ
การเรืองแสง (Fluorescence intensity) ดว้ยเคร่ือง spectrofluorophotometer ท่ีความยาวคล่ืนกระตุน้ 
(excitation) 380 นาโนเมตร และความยาวคล่ืนของการคายพลงังาน (emission) 460 นาโนเมตร   

2.1.2.4 การระบุชนิดของโปรตีน 
น าสารละลายโปรตีนท่ีได้หลังจากการท าบริสุทธ์ิมาผสมกับ treatment 

buffer (Tris-HCl เขม้ขน้ 12.5 มิลลิโมลาร์ ท่ี pH 6.8, SDS เขม้ขน้ 4%, glycerol เขม้ขน้ 20%,            
ß-mercaptoethanol เขม้ขน้ 10% ใน bromophenol blue เขม้ขน้ 0.1%) ดว้ยอตัราส่วน 1:1 ตม้ในน ้ า
เดือด 3 นาที ถ่ายตวัอยา่งลงในเจล acrylamide เขม้ขน้ 10% ท าการแยกโปรตีนโดยใชค้วามต่างศกัยท่ี์ 
120 โวลต ์ ยอ้มสีเจลดว้ย Coomassie brilliant blue G-250 จากนั้นตดัแถบโปรตีนทั้งสองแถบ (44 
และ 50 กิโลดาลตนั) แลว้ลา้งดว้ยสารละลายผสมระหวา่ง ammonium bicarbonate:acetonitrile ใน
อตัราส่วน 1:1 ท่ีความเขม้ขน้ของ ammonium bicarbonate 100 มิลลิโมลาร์ เติมเอธานอลและตั้งทิ้งไว้
เป็นเวลา 15 นาที เม่ือครบเวลาถ่ายเอธานอลออก แลว้เติมสารละลาย ammonium bicarbonate เขม้ขน้ 
50 มิลลิโมลาร์ ท่ีมี dithiothreitol (DTT) เขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นดูดของเหลว ammonium bicarbonate และ DTT ออก เติมสารละลาย 
ammonium bicarbonate เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ ท่ีมี  iodoacetamide เขม้ขน้ 55 มิลลิโมลาร์ ตั้งทิ้งไว้
ในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นดูดสารละลายผสมออกไปและล้างเจลด้วย 
ammonium bicarbonate เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ จ านวน 2 คร้ัง  เติม acetronitrile เขม้ขน้ 100% เขยา่ท่ี
อุณหภูมิห้อง ถ่ายชั้น acetronitrile ออก เติมเอนไซมท์ริปซินท่ีมี ammonium bicarbonate เขม้ขน้ 50 
มิลลิโมลาร์ และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16 ชัว่โมง สกดัเพปไทด์ท่ีไดห้ลงัจากยอ่ย
ดว้ยเอนไซมท์ริปซินโดยการสกดัสองคร้ัง โดยคร้ังแรกเติมสารละลาย  acetronitrile เขม้ขน้ 50% ท่ีมี 
TFA เขม้ขน้ 0.1% เก็บเพปไทด์ท่ีสกดัได ้จากนั้นสกดัคร้ังท่ีสองดว้ยสารละลาย acetronitrile เขม้ขน้ 
80% ท่ีมี TFA เขม้ขน้  0.1% เก็บตวัอยา่งท่ีไดแ้ลว้รวมกบัตวัอยา่งท่ีสกดัไดใ้นคร้ังแรก ท าตวัอยา่งให้
แห้งและเก็บไวท่ี้ -80 องศาเซลเซียสเพื่อรอน าไปวิเคราะห์ด้วย LC/MS/MS โดยใช้ electrospray 
ionization ในการท าให้เกิดไอออน (ion source) และใช ้quadrupoletime-of-flight mass spectrometer 
เป็นส่วนของการวิเคราะห์มวลสาร เพื่อท าการวิเคราะห์การแตกตวัของเพปไทด์  น าผล LC/MS/MS 
มาวเิคราะห์ชนิดของโปรตีนโดยใช ้ฐานขอ้มูลจาก NCBI  

 



33 

2.1.2.5 วเิคราะห์สมบติัไกลโคโปรตีนของสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน 
ทดสอบความเป็นไกลโคโปรตีนท าตามวิธีของบริษทั New England 

Biolabs โดยการเติม glycoprotein denaturing buffer (0.5% SDS, DTT เขม้ขน้ 40 มิลลิโมลาร์) ลงไป
ในสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินแลว้น าไปให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที 
จากนั้นเติม 10% Nonidet P-40, 10x reaction beffer (Sodium Phosphate เขม้ขน้ 0.5 มิลลิโมลาร์, pH 
7.5) และเอนไซม ์Peptide -N-Glycosidase F (PNGase F) บ่มสารละลายผสมน้ีท่ีอุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียสเป็นเวลา 60 นาที จากนั้นน าตวัอยา่งมาแยกดว้ยเจล acrylamide เขม้ขน้ 10% และยอ้มสี
โปรตีนดว้ยซิลเวอร์ 

2.1.2.6 ความจ าเพาะของสารยบัย ั้งโปรติเนส 
ทดสอบความสามารถของสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน ไคโมทริปซิน เทอร์

โมไลซิน ปาเปน และเปปซินโดยใช้เอโซเคซีน (azocasein) เป็นสารตั้งตน้ส าหรับเอนไซมท์ริปซิน 
ไคโมทริปซิน เทอร์โมไลซินและปาเปน และใช้ฮีโมโกลบิน (hemoglobin) เป็นสารตั้งตน้ส าหรับ
เอนไซม์เปปซิน บ่มสารละลายผสมซ่ึงประกอบด้วยสารย ับย ั้ ง ท่ีได้จากการท าบริสุทธ์ิ (100 
ไมโครกรัม/มิลลิลตร) สารละลายบฟัเฟอร์  Tris-HCl เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ (pH 7.5) ปริมาตร 600 
ไมโครลิตร ส าหรับเอนไซมท์ริปซิน ไคโมทริปซิน เทอร์โมไลซิน และใชส้ารละลายบฟัเฟอร์ DTT 
เขม้ขน้ 2 มิลลิโมลาร์ใน Tris-HCl เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ (pH 7.5) ส าหรับเอนไซม์ปาเปน และ
สารละลายบพัเฟอร์ไกซีนไฮโดรคลอไรด์ (glycine–HCl) เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ (pH 2.0) ส าหรับ
เอนไซมเ์ปปซิน บ่มทุกตวัอยา่งท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติมสารตั้งตน้ เอ
โซเคซีนหรือ ฮีโมโกลบินเขม้ขน้ 1% ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บ่มตวัอย่างท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 1 ชัว่โมง พอครบเวลาเติมสารละลายไตรคลอโรอะซิติกเขม้ขน้ 50% ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 10,000xg ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น าส่วนใสท่ีไดจ้ากการ
ใชเ้อโซเคซีนเป็นสารตั้งตน้มา 1000 ไมโครลิตร จากนั้นเติมโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีความเขม้ขน้ 10 
นอร์มอล ปริมาตร 100 ไมโครลิตร น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร ใชฮี้โมโกลบินเป็น
สารตั้งตน้ไปวเิคราะห์ปริมาณโอลิโกเปปไทด์ดว้ยวิธี Lowry โดยใชไ้ทโรซีนเป็นสารมาตรฐาน และ
วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 750 นาโนเมตร 

2.1.2.7 ความคงตวัต่อความร้อน 
บ่มสารยบัย ั้งเอนไซม์ทริปซินท่ีไดจ้ากการท าบริสุทธ์ิท่ีอุณหภูมิ 30, 40, 

50, 60, 70, 80 และ 90 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที ทดสอบกิจกรรมคงเหลือดว้ย เอนไซม ์        
ทริปซินและสารตั้งต้น Boc-Asp(oBzl)-Pro-Arg-AMC บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสตามข้อ 
2.1.2.4  
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2.1.2.8 ความสามารถในการยบัย ั้งการย่อยสลายตวัเองของสารยบัย ั้งทริปซิน
แอลฟา-1  

เติมสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิท่ีความเขม้ขน้ 0, 0.25, 
0.5 และ 1 มิลลิกรัม โปรตีน/100 กรัมของน ้ าหนกัทั้งหมด ลงไปในซูริมิจากปลาตาหวาน (2 กรัม) 
จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิ 40 และ 65 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาจึงเติมสารละลาย
โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต (sodium dedocylsulfate) เขม้ขน้ 5% ปริมาตร 18 มิลลิลิตร จากนั้นบดผสม
และบ่มตวัอยา่งท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที น าส่วนผสมไปป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000xg 
ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนของสารละลายส่วนใสดว้ย
วิธี Lowry โดยใช ้Bovine serum Albumin (BSA) เป็นสารละลายมาตรฐาน  แสดงค่าปริมาณโปรตีน
ในหน่วยมิลลิกรัม/มิลลิลิตร และวิเคราะห์รูปแบบของโปรตีนโดยใช้เจล acrylamide เขม้ขน้ 10% 
ตามวิธีของ Laemmli (1970) โดยน าสารละสายโปรตีนผสมกบั treatment buffer (Tris-HCl เขม้ขน้ 
12.5 มิลลิโมลาร์ ท่ี pH 6.8, SDS เขม้ขน้ 4%, glycerol เขม้ขน้ 20%, ß-mercaptoethanol เขม้ขน้ 10% 
และ bromophenol blue เขม้ขน้ 0.1%) ดว้ยอตัราส่วน 1:1 ตม้ในน ้ าเดือด 3 นาที แยกโปรตีนดว้ยค่า
ความต่างศกัย ์120 โวลต ์ยอ้มสีดว้ย Coomassie brilliant blue R-250 และลา้งสีออกดว้ยสารผสม
ระหวา่งเอธานอลเขม้ขน้ 25% และกรดอะซิติกเขม้ขน้ 10% 

 
2.2 สมบัติกำรยบัยั้งกจิกรรม ACE ของคอลลำเจนไฮโดรไลเสท 

2.2.1 การเตรียมคอลลาเจนไฮโดรไลเสทจากหนงัปลา 
น าคอลลาเจนท่ีสกดัจากหนงัปลานิลและหนงัปลาดุกบ๊ิกอุย มายอ่ยดว้ยเอนไซม์

ทางการคา้ 3 ชนิด คือ ทริปซิน เพปซิน และ อลัคาเลส และเอนไซมจ์าก Virgibacillus sp. SK39 โดย
เตรียมสารละลายคอลลาเจนจากปลานิลและปลาดุกบ๊ิกอุยท่ีความเขม้ขน้ 2.75 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ใน
สารละลายบฟัเฟอร์ McIlvain เขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์
แต่ละชนิด ส าหรับเอนไซมอ์ลัคาเลสและทริปซินยอ่ยท่ี pH 8 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เอนไซม์
เพปซินยอ่ยท่ี pH 2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และเอนไซมจ์าก Vigibacillus sp. SK39 คุมสภาวะ
การยอ่ยท่ี pH 6 อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส โดยก าหนดปริมาณเอนไซมทุ์กชนิดเท่ากบั 36 มิลลิยนิูต 
(1 ยนิูต หมายถึงปริมาณเอนไซมท่ี์สามารถยอ่ยคอลลาเจนไดผ้ลผลิตหน่วยมิลลิโมล (สมมูลไกลซีน)/
นาที) ควบคุมอุณหภูมิโดยใชอ่้างน ้าร้อนแบบเขยา่ (Memmert model WNB22, Schwabach, 
Germany) เก็บตวัอยา่งท่ีไดจ้ากการยอ่ยทุก 1, 2, 3, 4 และ 6 ชัว่โมง จากนั้นน าตวัอยา่งไปใหค้วาม
ร้อนในน ้าเดือด 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เพื่อหยดุปฏิกิริยา ป่ันเหวีย่งท่ี 10,000 g 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ปรับ pH ของไฮโดรไลเสทใหมี้ค่าเท่ากบั 7 ดว้ย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเ์ขม้ขน้ 1 โมลาร์ หรือสารละลายไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ 1 โมลาร์ 
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น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 10,000 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บสารละลายส่วนบนเพื่อ
น าไปวเิคราะห์หาคุณสมบติัในการยบัย ั้งกิจกรรมของ ACE ต่อไป  
 คอลลาเจนไฮโดรไลเสทจากหนงัปลาดุกบ๊ิกอุยท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเพปซิน แสดงสมบติัใน
การยบัย ั้งกิจกรรมของ ACE สูงท่ีสุด ดงันั้นจึงเลือกคอลาเจนไฮโดรไลเสทจากหนงัปลาดุกบ๊ิกอุยท่ี
ยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์พปซินเพื่อศึกษาต่อไป ศึกษาผลของ degree of hydrolysis (DH) ท่ีมีต่อ
ความสามารถในการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์ ACE ของคอลาเจนไฮโดรไลเสทท่ีระดบัการยอ่ย
ต่างๆกนัท่ี 1, 2, 3, 4, 6, และ 8 ชัว่โมง 

น าคอลลาเจนไฮโดรไลเสทจากหนงัปลาดุกบ๊ิกอุยท่ีมีความสามารถในการยบัย ั้งการท างาน
ของเอนไซม ์ACE (Angiotensin I converting enzyme) ท่ียอ่ยดว้ยเอนไซมเ์พปซินมาแยกขนาดดว้ย
กระบวนการอลัตราฟิวเตชัน่ (Ultrafiltration) โดยใชเ้คร่ืองอลัตราฟิวเตชัน่ (Pall corporation, City, 
state, USA) ท่ีมีขนาดเยื่อกรองต่างกนั 2 ขนาด เร่ิมตน้จากการน าสารละลายไฮโดรไลเสทดงักล่าว
ผา่นเยือ่กรองท่ีมีขนาด 30 กิโลดาลตนั เก็บส่วนท่ีคา้งอยู ่(Retentate) เรียกวา่ส่วนท่ีมีขนาดมากกวา่ 30 
กิโลดาลตนั ส่วนท่ีผา่นเยือ่กรองน าไปผา่นเยือ่กรองท่ีมีขนาด 5 กิโลดาลตนั  จากนั้นเก็บส่วนท่ีคา้งอยู่
ซ่ึงจดัเป็นไฮโดรไลเสทท่ีมีขนาด 5-30 กิโลดาลตนั ส าหรับส่วนท่ีผา่นเยื่อกรองเรียกวา่ส่วนท่ีมีขนาด
น้อยกว่า 5 กิโลดาลตนั เก็บไฮโดรไลเสทแต่ละส่วนท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน ามา
ศึกษา 

2.2.2 การวเิคราะห์หาความสามารถในการยบัย ั้งกิจกรรมของ ACE  
วเิคราะห์ความสามารถในการยบัย ั้งกิจกรรมของ ACE ตามวิธีของ Cushman and 

Cheung (1971) โดยการเติมคอลลาเจนไฮโดรไลเสทจ านวน 25 ไมโครลิตร จากนั้นเติม เอนไซม ์
ACE ท่ีเขม้ขน้ 25 mU จ านวน 50 ไมโครลิตร และน ้ ากลัน่ 25 ไมโครลิตร น าไปให้ความร้อนท่ี 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติมสารตั้งตน้จ านวน 150 ไมโครลิตร (ส่วนประกอบของสาร
ตั้งตน้ คือ HHL เขม้ขน้ 8.3 มิลลิโมลาร์ ในสารละลายบอเรทบฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ ท่ีมีเกลือ
โซเดียมคลอไรด์ 500 มิลลิโมลาร์ ท่ี pH 8.3) และน าไปบ่มต่อท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที 
หยุดปฏิกิริยาโดยการเติมสารละลายไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ 1 โมลาร์ จ านวน 250 ไมโครลิตร จากนั้น
สกดักรดฮิปพูริค (hippuric acid)  โดยเติมสารละลายเอทิลอะซิเตต (ethyl acetate) จ  านวน 1.5 
มิลลิลิตร ลงไปในสารละลาย น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 800×g เป็นเวลา 15 นาที เก็บสารละลายชั้นบนซ่ึงมี
กรดฮิปพูริค ละลายอยู ่ใส่ในหลอดทดลองและน าไประเหยโดยใช้กระบะทราย ควบคุมความร้อน
ของทรายท่ี 80 องศาเซลเซียส จากนั้นเติมน ้ ากลัน่จ  านวน 1 มิลลิลิตร เพื่อละลายกรดฮิปพูริคและ
กรองผา่นแผน่กรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร ก่อนท่ีจะน าไปวิเคราะห์ปริมาณกรดฮิปพูริคดว้ยเคร่ือง 
HPLC โดยใช ้photodiode array detector (DAD (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). ฉีด
ตวัอยา่งจ านวน 20 ไมโครลิตร เขา้คอลมัน์ Zorbax Eclipse XDB-C18 column (4.6150 mm, 



36 

Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) จากนั้นชะโดยใชส้ารละลาย mobile phase (A) ซ่ึง
ประกอบไปดว้ย 0.05% TFA ในน ้า และ (B)  0.05% TFA ในอะซิโตไนไตรลด์ว้ยอตัรา 0.5 มิลลิลิตร/
นาที ช่วงของการแยกท าโดยการเพิ่มสัดส่วนของ mobile phase B ท่ี 20–60% ท่ีช่วงเวลา 13 นาทีแรก  
จากนั้นคงความเขม้ขน้ของ  mobile phase B ท่ี 60% เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นเปล่ียนความเขม้ขน้ของ 
mobile phase B เป็น 20 % เป็นเวลา 2 นาที  และวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี  228 นาโนเมตร ตวัอยา่งท่ี
ใช้เป็น Blank เตรียมโดยการเติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริกก่อนท่ีจะเติมเอนไซม์ ACE 
ความสามารถในการยบัย ั้งเอนไซม ์(%) ค านวณไดจ้ากสมการดา้นล่าง 
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เม่ือ C0 คือปริมาณกรดฮิปพูริคของตวัอยา่งท่ีไม่ไดเ้ติมคอลลาเจนและน าไปบ่มท่ี 37 องศา

เซลเซียส, 60 นาที (control), CB คือปริมาณ กรดฮิปพริูคของตวัอยา่งท่ีไม่ไดเ้ติมคอลลาเจนและไม่บ่ม
ท่ี 37 องศาเซลเซียส, 60 นาที, I0 คือปริมาณกรดฮิปพูริคของตวัอยา่งท่ีเติมคอลลาเจนไฮโดรไลเสท
และน าไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส, 60 นาที และ IB คือปริมาณกรดฮิปพูริคของของตวัอย่างท่ีเติม
คอลลาเจนไฮโดรไลเสทและไม่บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส, 60 นาที  IC50 คือ ความเขม้ขน้ของไฮโดรไล
เสทท่ีตอ้งการใชเ้พื่อยบัย ั้งการท างานของ ACE ลง 50%  

2.2.3 การท าบริสุทธ์ิคอลลาเจนไฮโดรไลเสทจากหนงัปลาดุกบ๊ิกอุย 
คอลลาเจนไฮโดรไลเสทจากหนงัปลาดุกบ๊ิกอุย ท่ีมีขนาดนอ้ยกวา่ 5 กิโลดาลตนั 

แสดงความสามารถในการยบัย ั้งกิจกรรมของ ACE สูงท่ีสุด ดงันั้นจึงน ามาท าบริสุทธ์ิโดยใชเ้คร่ือง 
Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC, AKTA, Amersham Bioscience Co., Uppsala, Sweden) 
คอลลาเจนไฮโดรไลเสทท่ีผ่านการระเหิดแห้งน ามาละลายในโซเดียมอะซีเตตบฟัเฟอร์เขม้ขน้ 10 
มิลลิโมลาร์ และน ามาแยกดว้ยคอลมัน์ carboxymethyl (CM)-Sepharose cation exchange column 
โดยเร่ิมตน้ปรับคอลมัน์ให้สมดุลดว้ยสารละลายอะซีเตตบฟัเฟอร์เขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) 
และชะดว้ย linear gradient ของโซเดียมคลอไรด์ (0-1.0 โมลาร์) โดยใชบ้ฟัเฟอร์ชนิดเดียวกนัท่ี 1.0 
มิลลิลิตร/นาที ติดตามปริมาณเพปไทด์โดยวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 215 นาโนเมตร และเก็บส่วนท่ี
แยกไดทุ้ก 1 มิลลิลิตร จากนั้นรวม fraction ท่ีแสดงความสามารถในการยบัย ั้ง ACE ท่ีสูงท่ีสุด และ
น าไประเหิดแห้งและละลายอีกคร้ังดว้ยน ้ ากลัน่ เพื่อน ามาแยกดว้ยคอลมัน์ Superdex peptide 10/300 
GL column (10 mm×300 mm, Amersham Biosciences Co., Uppsala, Sweden) โดยเร่ิมตน้ปรับ
คอลมัน์ให้สมดุลดว้ยน ้ ากลัน่และชะดว้ยอตัราคงท่ีท่ี 0.3 มิลลิลิตร/นาที ติดตามค่าการดูดกลืนแสง
ของแต่ละ fraction ท่ี 215 นาโนเมตร จากนั้นรวม fractionท่ีแสดงความสามารถในการยบัย ั้ง ACE ท่ี
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สูงท่ีสุดน าไปท าการระเหิดแห้ง และละลายอีกคร้ังดว้ยน ้ ากลัน่แลว้น ามาแยกดว้ยคอลมัน์ Superdex 
30 prep grade column (2.6×100 cm) โดยเร่ิมตน้ปรับคอลมัน์ให้สมดุลดว้ยน ้ ากลัน่ และชะดว้ยน ้ า
กลัน่ท่ีอตัราคงท่ี 0.3 มิลลิลิตร/นาที จากนั้นรวม fraction ท่ีมีความสามารถในการยบัย ั้ง ACE สูงท่ีสุด 
เพื่อน าไปวเิคราะห์หาล าดบักรดอะมิโนดว้ย LC-MS/MS  

2.2.4 LC-MS/MS 
หาล าดบักรดอะมิโนของโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีผ่านการแยกดว้ยเทคนิค Size 

exclusion chromatography โดยใชเ้ทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟี-แมสสเปกโทรมิทรี-แมสสเปกโทร
มิทรี (LC-MS/MS) แยกเพปไทด์ดว้ยนาโนคอลมัน์ (Acclaim PepMap 100 C18, 3 mm, 100A, 75 
mm id×150 mm) จากนั้นชะเพปไทด์ดว้ยการเพิ่มความเขม้ขน้ของอะซิโตไนไตรล์เขม้ขน้ 80% ใน
กรดฟอร์มิคเข้มข้น 0.1% (0-70%) วิ เคราะห์ล าดับเพปไทด์โดยใช้ซอฟแวร์ Pepnovo 
(http://proteomics.ucsd.edu/LiveSearch/) 
 

2.3 เพปไทด์ต้ำนออกซิเดชันจำกวสัดุเหลอืทิง้จำกโรงงำนซูริมิ 
2.3.1 การผลิตโปรติเนสจาก Virgibacillus sp. SK33 

เตรียมกลา้เช้ือ (Inoculum) โดยเข่ียโคโลนีเด่ียวลงในอาหารเล้ียงเช้ือ Y-broth 
(5% NaCl, 1% yeast extract, 0.3% trisodium citrate, 0.2% KCl and 2.5% MgSO4

.7H2O, pH 7.0) บ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส จนกระทัง่ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร เท่ากบั 
0.300 ซ่ึงมีเช้ือประมาณ  107 CFU/มิลลิลิตร จากนั้นปิเปตกลา้เช้ือปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงในอาหาร
เล้ียงเช้ือสูตรดดัแปร ซ่ึงเติมกากยสีตจ์ากโรงงานผลิตเบียร์เป็นแหล่งไนโตรเจนราคาถูกในสัดส่วน
เท่ากบั yeast extract ปริมาตร 450 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 100 รอบ
ต่อนาทีเป็นเวลา 3 วนั น า extracellular proteinase ท่ีผลิตไดไ้ปท าแหง้ดว้ยวธีิการระเหิดแหง้ เก็บ
เอนไซมท่ี์ไดท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นการวเิคราะห์ต่อไป 

2.3.2 การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทและคุณสมบติัในการตา้นอนุมูลอิสระ 
น าตวัอยา่งของเหลือทิ้งซ่ึงประกอบดว้ยกา้ง กระดูกและเศษหนงั และเน้ือเยือ่

เก่ียวพนัจากปลาทรายแดง จากโรงงานซูริมิในจงัหวดัสมุทรสาคร มาอบแหง้ในตูอ้บแบบถาดท่ี
อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 ชัว่โมง จากนั้นบดละเอียดและผา่นเคร่ืองร่อน และสกดัไขมนั
โดยผสมตวัอยา่งแหง้กบั Isopropanol ในอตัราส่วน 1:3 ท่ี 40 องศาเซลเซียส สกดัซ ้ า 3 รอบๆ ละ 20 
นาที จากนั้นทิ้งตวัอยา่งท่ีสกดัไขมนัออก ทิ้งไวใ้นตูดู้ดควนัขา้มคืนเพื่อก าจดั Isopropanol ชัง่ตวัอยา่ง
แหง้ท่ีผา่นการสกดัไขมนัออกแลว้ 10 กรัม เติมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ปริมาตร 90 มิลลิลิตร และเติม      
โปรติเนสท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Virgibacillus sp. SK33 และโปรติเนสทางการคา้คือ เพปซิน        
ทริปซิน และ อลัคาเลส จากนั้นยอ่ยตวัอยา่งท่ีสภาวะท่ีเหมาะสมของแต่ละเอนไซม ์ คือ อุณหภูมิ 65 
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องศาเซลเซียส และ pH 8.0 37 องศาเซลเซียส และ pH 2.0 37 องศาเซลเซียส และ pH 8.0 และ 60 
องศาเซลเซียส และ pH 8.0 ตามล าดบั เป็นเวลา 8 ชัว่โมง น าตวัอยา่งไปใหค้วามร้อนในน ้าเดือดเป็น
เวลา 10 นาที เพื่อหยดุปฏิกิริยา และป่ันเหวีย่งท่ี 10,000 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
น าส่วนใสมาวเิคราะห์ปริมาณเพปไทดโ์ดยวธีิ TNBS โดยใชลู้ซีนเป็นสารมาตรฐาน วดัคุณสมบติัใน
การเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระทางเคมีโดยทดสอบความสามารถในการจบักบัอนุมูลอนุมูลอิสระ 
ABTS (2, 2’-azinobis (3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonate (ABTS) radical scavenging activity 
assay) ความสามารถในการรีดิวซ์เหล็กเฟอริค (Ferric reducing antioxidant power) ความสามารถใน
การยบัย ั้งการฟอกสีของเบตา้แคโรทีน (Inhibition of ß-carotene bleaching assay) และคุณสมบติัใน
การเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระโดยวดัความสามารถป้องกนัเซลล ์ HepG2 จากออกซิเดชนัท่ีเหน่ียวน า
โดยเทอร์-บิวทิลไฮโดรเพอร์ออกไซด์ (tert-butyl hydroperoxide: TBHP) โดยพบวา่โปรตีนไฮโดร-
ไลเสทจากกา้ง กระดูก และ เศษหนงัมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระท่ีสูงกวา่โปรตีนไฮโดรไลเสทจาก
ของเหลือทิ้งจากเน้ือเยื่อเก่ียวพนั อยา่งไรก็ตาม โปรตีนไฮโดรไลเสทจากวตัถุดิบทั้งสองแหล่ง 
สามารถป้องกนัเซลล ์ HepG2 จากออกซิเดชนัท่ีเหน่ียวน าโดย TBHP โปรตีนไฮโดรไลเสทจากกา้ง 
กระดูก และ เศษหนงัท่ียอ่ยดว้ยเพปซินมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระสูงสุด ตามดว้ย Virgibacillus 
sp. SK33 ทริปซินและอลัคาเลส ตามล าดบั ดงันั้นจากการทดลองน้ีจึงเลือกของเหลือทิ้งจากกา้ง 
กระดูก และ เศษหนงั เพื่อเป็นวตัถุดิบในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสท และเพื่อเป็นการใชป้ระโยชน์
ของเอนไซมจ์ากแหล่งใหม่ จึงเลือกโปรติเนสท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Virgibacillus sp. SK33 
ในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีมีคุณสมบติัในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระและน าตวัอยา่งโปรตีน
ไฮโดรไลเสทจากกา้ง กระดูก และ เศษหนงัท่ียอ่ยดว้ยเอนไซมจ์าก Virgibacillus sp. SK33 ไปท า
บริสุทธ์ิโดยเทคนิค Anion exchange chromatography โดยใชค้อลมัน์ DEAE–Sephacel และ Size 
exclusion chromatography  

2.3.3 การท าบริสุทธ์ิบางส่วนโปรตีนไฮโดรไลเสทจากกา้ง กระดูกและเศษหนงั 
2.3.3.1 การท าบริสุทธ์ิโดยใชเ้ทคนิค Anion exchange chromatography 

น าตวัอยา่งโปรตีนไฮโดรไลเสทจากกา้ง กระดูก และ เศษหนงัท่ียอ่ยดว้ย
เอนไซมจ์าก Virgibacillus sp. SK33 เวลา 8 ชัว่โมง มาท าบริสุทธ์ิโดยเทคนิค Anion exchange 
chromatography ดว้ยเคร่ือง FPLC ฉีดตวัอยา่งปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผา่นคอลมัน์ DEAE-Sephacel (2.6 
เซนติเมตร×5 เซนติเมตร, GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden) ชะเพปไทดท่ี์ไม่เกาะ
กบัคอลมัน์ (Unbound fraction) ดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ Tris-HCl (pH 8.0) เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ 
และชะเพปไทดท่ี์เกาะกบัคอลมัน์ (Bound fraction) ดว้ยการเพิ่มความเขม้ขน้ของสารละลายโซเดียม-
คลอไรดใ์นบฟัเฟอร์เดิมจาก 0 เป็น 1 โมลาร์ เก็บตวัอยา่ง (Fraction) ละ 5 มิลลิลิตร วดัปริมาณ      
เพปไทดด์ว้ยวธีิ Lowry โดยใช ้ Tyrosine เป็นสารมาตรฐานและวดัคุณสมบติัในการเป็นสารตา้น
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อนุมูลอิสระดว้ยวธีิวดัความสามารถในการจบักบัอนุมูล ABTS (ABTS radical scavenging activity 
assay) และความสามารถในการใหรี้ดิวซ์เหล็กเฟอริค (Ferric reducing antioxidant power) ท่ีเพปไทด์
เขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัม (tyrosine equivalent)/มิลลิลิตร เก็บตวัอยา่งท่ีมีค่าความสามารถในการเป็นสาร
ตา้นอนุมูลอิสระสูงสุดเพื่อท าบริสุทธ์ิในขั้นตอนต่อไป 

2.3.3.2 การท าบริสุทธ์ิโดยใชเ้ทคนิค Size exclusion chromatography 
น าตวัอยา่งท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิค Anion exchange 

chromatography ซ่ึงมีค่าความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระสูงท่ีสุดไปท าบริสุทธ์ิต่อดว้ย
เทคนิค Size exclusion chromatography ฉีดตวัอยา่งปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผา่นคอลมัน์ Superdex 30 
prep grade (150 CV) ชะตวัอยา่งดว้ยน ้าก าจดัไอออน (Deionized water) เก็บตวัอยา่ง (Fraction) ละ 3 
มิลลิลิตร วดัปริมาณเพปไทด์ดว้ยวธีิ Lowry โดยใช ้Tyrosine เป็นสารมาตรฐานและวดัคุณสมบติัใน
การเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระทางเคมีดว้ยวดัความสามารถในการจบักบัอนุมูล ABTS ความสามารถ
ในการรีดิวซ์เหล็กเฟอริค ความสามารถในการจบักบัโลหะ (Metal chelating assay) และ
ความสามารถในการจบักบัอนุมูล  ไฮดรอกซิล (Hydroxyl radical scavenging assay) ท่ีเพปไทด์
เขม้ขน้ 0.05 มิลลิกรัม (tyrosine equivalent)/มิลลิลิตร และคุณสมบติัในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ
ทางชีวภาพโดยทดสอบความ สามารถในการตา้นสารอนุมูลอิสระในระบบเซลล์ (Cellular radical 
scavenging assay) 

2.3.4 การวดัคุณสมบติัในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระทางเคมี 
2.3.4.1 ความสามารถในการจบัอนุมูลอิสระ ABTS  

น าตวัอยา่งท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิค Anion exchange และ Size 
exclusion chromatography มาวเิคราะห์ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ โดยปิเปตตวัอยา่ง    
เพปไทด ์ ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และสารละลาย ABTS เขม้ขน้ 7 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1980 
ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั ทิ้งไวใ้นท่ีมืด 5 นาที จากนั้นวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 734 นา
โนเมตร เทียบกบัสารมาตรฐาน Trolox ท่ีความเขม้ขน้ 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5 มิลลิโมลาร์ 
ความสามารถในการตา้นสารอนุมูลอิสระของตวัอยา่งแสดงในหน่วยความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน 
Trolox  

2.3.4.2 ความสามารถในการรีดิวซ์เหล็กเฟอริค 
น าตวัอยา่งท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิค Anion exchange และ Size 

exclusion chromatography มาวเิคราะห์ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระโดยวดัความสามารถใน
การรีดิวซ์เฟอริคไอออนเป็นเฟอรัสไอออน โดยปิเปตตวัอยา่งเพปไทด ์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ
สารละลาย FRAP 1000 ไมโครลิตร ซ่ึงประกอบดว้ยสารละลาย 2, 4, 6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ) 
เขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ ในกรดไฮโดรคลอริก 40 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร FeCl3·6H2O 
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เขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร และ อะซิเตตบฟัเฟอร์ เขม้ขน้ 300 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 
25 มิลลิลิตร pH 3.6 ผสมใหเ้ขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนั้นวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 593 นาโนเมตร เทียบกบัสารมาตรฐาน Trolox ท่ีความเขม้ขน้ 0, 0.025, 
0.05, 0.075, 0.125, 0.2 และ 0.25 มิลลิโมลาร์ ความสามารถในการตา้นสารอนุมูลอิสระของตวัอยา่ง
แสดงในหน่วยความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน Trolox 

2.3.4.3 ความสามารถในการจบักบัโลหะ 
น าตัวอย่างท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิด้วยเทคนิค Size exclusion 

chromatography มาวเิคราะห์ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระโดยวดัความสามารถในการจบักบั
โลหะเฟอรัสไอออน ปิเปตตวัอย่างเพปไทด์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนั้นเติมน ้ าปราศจาก
ไอออน ปริมาตร 2000 ไมโครลิตร FeCl2 เขม้ขน้ 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และ 
ferrozine เขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง นาน 20 นาที จากนั้นวดั
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 562 นาโนเมตร เทียบกบัสารมาตรฐาน EDTA ท่ีความเขม้ขน้ 0, 
0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 0.7 และ 1.0 มิลลิโมลาร์ ความสามารถในการตา้นสารอนุมูลอิสระของตวัอยา่ง
แสดงในหน่วยความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 

2.3.4.4 ความสามารถในการจบักบัอนุมูลไฮดรอกซิล 
น าตัวอย่างท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิด้วยเทคนิค Size exclusion 

chromatography มาวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระวดัความสามารถในการจับ
อนุมูลไฮดรอกซิล โดยปิเปตตวัอย่างเพปไทด์ ปริมาตร100 ไมโครลิตร จากนั้นเติมน ้ าปราศจาก
ไอออน ปริมาตร 500 ไมโครลิตร โซเดียมฟอสเฟตบพัเฟอร์ (pH 7.4) เขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ ปริมาตร 
450 ไมโครลิตร, 2-deoxyribose เขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 150 ไมโครลิตร, FeSO4–EDTA 
เขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 150 ไมโครลิตร, ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ 
ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 4 ชัว่โมง หลงัจากนั้น
เติมกรดไตรคลอโรอะซิติก (trichloroacetic acid) เขม้ขน้ 2.8% ปริมาตร 750 ไมโครลิตร และกรด 
ไทโอบาร์บิทูริค (thiobarbituric acid) เขม้ขน้ 1.0% ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั ตม้ในน ้ า
เดือดนาน 10 นาที จากนั้นแช่ในน ้ าแข็ง และวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 520 นาโนเมตร 
(A520) เทียบความสามารถในการตา้นสารอนุมูลอิสระของตวัอยา่งแสดงในหน่วยเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้ง
ดงัสมการ Control ใชน้ ้าปราศจากไอออน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แทนเพปไทด ์

 
% Inhibition = (1-A520 of sample) x 100 

    A520 of control 
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2.3.5 คุณสมบติัในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระทางชีวภาพ 
น าตวัอยา่งท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิค Size exclusion chromatography และ

เพปไทดส์ังเคราะห์ มาวิเคราะห์ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระในเซลล ์ โดยใชเ้ซลลม์ะเร็งตบั 
(HepG2 cell) ซ่ึงทดสอบโดยการบ่มตวัอยา่งเพปไทดท่ี์ไดจ้ากการท าบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิค Size 
exclusion chromatography และเพปไทดส์ังเคราะห์ท่ีความเขม้ขน้ 10 และ 20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
กบั HepG2 cell ในอาหารเล้ียงเซลล ์ Dulbecco’s Modified Eagle Media: Nutrient Mixture F-12 
(DMEM-F12) เป็นเวลานาน 1 ชัว่โมง จากนั้นเติมสาร 2’, 7’-dichlorofluorescin-diacetate (DCFH-
DA) ท่ีความเขม้ขน้สุดทา้ย 10 ไมโครโมลาร์ ซ่ึงเม่ือ DCFH-DA ผา่นเขา้ไปในเซลลแ์ลว้จะถูกยอ่ย
ดว้ยเอนไซมเ์อสเทอเรสท่ีอยูภ่ายในเซลลก์ลายเป็น DCFH ซ่ึงเป็นสารไม่เรืองแสง แต่ถา้ภายในเซลล์
มีอนุมูลอิสระ ซ่ึงในการทดลองน้ีใชไ้ฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(H2O2) เขม้ขน้ 0.3 มิลลิโมลาร์ ในการ
เหน่ียวน าให้เกิดอนุมูลอิสระภายในเซลล ์ DCFH จะถูกออกซิไดซ์เป็น DCF ซ่ึงสามารถเรืองแสงได ้
(Fluorescence) ถา้เพปไทดท่ี์ท าการทดสอบมีความสามารถในการจบักบัอนุมูลอิสระก็จะท าใหก้าร
เรืองแสงของ DCF ลดลงซ่ึงวดัโดยใชเ้คร่ือง Spectramax Gemini EM fluorescence microplate reader 
ท่ีความยาวคล่ืนกระตุน้ (Excitation wavelength) 485 นาโนเมตร และความยาวคล่ืนคายแสง 
(Emission wavelength) 530 นาโนเมตร ความสามารถในการตา้นสารอนุมูลอิสระในเซลลข์อง
ตวัอยา่งแสดงในหน่วยความเขม้ขน้ของการเรืองแสงสัมพทัธ์ (% Relative fluorescence intensity) 
เทียบกบัตวัอยา่งท่ีเติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดท่ี์ไม่ไดเ้ติมเพปไทด ์

2.3.6 การหาล าดบักรดอะมิโนดว้ยวธีิ LC-MS/MS 
หาล าดบักรดอะมิโนของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากกา้ง กระดูก และเศษหนงัปลา

ทรายแดงท่ีผา่นการแยกดว้ยเทคนิค Size exclusion chromatography โดยใชเ้ทคนิคลิควิดโครมาโท-
กราฟีแมสสเปกโทรมิทรี-แมสสเปกโทรมิทรี (LC-MS/MS) เช่นเดียวกบัวธีิการในขอ้ 2.2.4  

2.3.7 การสังเคราะห์เพปไทด์ 
เน่ืองจากเพปไทด ์ B3 ท่ีไดม้าจากการแยกโดยเทคนิค size exclusion 

chromatography มีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระสูงในหลายกลไกลและมีปริมาณผลผลิตสูง ดงันั้นจึง
สังเคราะห์เพปไทดท่ี์ไดจ้ากการวเิคราะห์ล าดบัเพปไทด์ของ fraction B3 ท่ีไดจ้ากเทคนิค LC-MS/MS 
ดว้ยวธีิ solid phase peptide synthesis โดยเพปไทดส์ังเคราะห์ไดแ้ก่ VELLVPK LGTGTDL และ 
NTFLFFK ซ่ึงท าบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิค High Performance Liquid Chromatography (HPLC) โดยใช้
คอลมัน์ Amethyst C18-H (4.6×250 mm) เพปไทด์สังเคราะห์ AGNQVLNLQADLPK และ 
FLGSFLYEYSR ท าบริสุทธ์ิโดยใชค้อลมัน์ Crest ODS (4.6 × 250 mm) และ SinoChrom ODS-BP 
(4.6 × 250 mm) ตามล าดบั วเิคราะห์มวลโมเลกุลของเพปไทดส์ังเคราะห์ดว้ยเทคนิค LC–MS/ESI 
จากนั้นทดสอบคุณสมบติัในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระของเพปไทดแ์ต่ละช้ินท่ีความเขม้ขน้ 5 
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มิลลิกรัม/มิลลิลิตร โดยวดัความสามารถในการจบักบัอนุมูล ABTS และทดสอบการเสริมฤทธ์ิของ
เพปไทดแ์ต่ละช้ินในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระโดยการผสมเพปไทดส์ังเคราะห์แต่ละช้ินโดยใหมี้
ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
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บทที ่3 
ผลการวจิัย 
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3.1. สารยบัยั้งเอนไซม์โปรติเนสจากปลา 
3.1.1 คุณสมบติัโปรตีนซาร์โคพลาสมิกสกดั 

3.1.1.1 ผลต่อการยบัย ั้งกิจกรรมเอนไซมท์ริปซิน 
เม่ือเปรียบเทียบกิจกรรมของสารยบัย ั้งเอนไซมท์างการคา้ไดแ้ก่ โปรตีน

ไข่ขาว โปรตีนเวยแ์ละโปรตีนถัว่เหลือง กบัสารยบัย ั้งจากโปรตีนซาร์โคพลาสมิกสกดั พบวา่โปรตีน
ไข่ขาวมีความสามารถในการยบัย ั้งกิจกรรมเอนไซม์ทริปซินสูงสุดท่ีสภาวะการบ่มท่ี 40 และ 65 
องศาเซลเซียส (p<0.05) (รูปท่ี 3.1) ความสามารถในการยบัย ั้งของโปรตีนเวยแ์ละโปรตีนถัว่เหลือง
ไม่แตกต่างจากโปรตีนซาร์โคพลาสมิกจากปลาไน (p<0.05) โปรตีนไข่ขาว โปรตีนเวย ์โปรตีนถัว่
เหลือง และโปรตีนซาร์โคพลาสมิกมีระดบัการยบัย ั้งเท่ากบั 94.2, 90.5, 88.8 และ 88.6%  ตามล าดบั 
ท่ี 40 องศาเซลเซียส และเม่ือวิเคราะห์ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสพบว่ามีระดบัการยบัย ั้งเท่ากบั 
78.5, 65.1, 60.8 และ 53.7% ตามล าดบั จะเห็นไดว้า่ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสมีระดบัการยบัย ั้งสูง
กวา่ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ซ่ึงอาจบ่งช้ีไดว้า่ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสสารยบัย ั้งบางส่วนเกิด
การสูญเสียสภาพธรรมชาติส่งผลใหค้วามสามารถในการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมล์ดลง  จากผล
ดังกล่าวยืนยนัได้ว่าโปรตีนซาร์โคพลาสมิกสกัดจากปลาไนมีสารยบัย ั้งเอนไซม์ทริปซินเป็น
องคป์ระกอบ 
 

 
รูปที ่3.1 ความสามารถยบัย ั้งกิจกรรมเอนไซมท์ริปซิน วิเคราะห์ท่ีอุณหภูมิ 40 และ 65 องศาเซลเซียส 

EW: egg white power (โปรตีนไข่ขาว), WPC: whey protein concentrate (โปรตีนเวย)์, SPI: 
soy protein isolate (โปรตีนถัว่เหลือง), SP: crude sarcoplasmic protein (โปรตีนซาร์โค-
พลาสมิก)   
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3.1.1.2 ผลต่อการเกิดเจลของซูริมิจากปลาทรายแดง 
อุณหภูมิในการบ่มและโปรตีนซาร์โคพลาสมิกมีผลต่อค่าแรงและ

ระยะทาง ณ. จุดแตกหกั การบ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสส่งผลให้ไดค้่าแรง ณ จุดแตกหกัสูงกวา่
ท่ีอุณหภูมิอ่ืน (p<0.05; รูปท่ี 3.2a,b) เน่ืองจากท่ีอุณหภูมิน้ีจะเกิดเซทต้ิง (setting) ซ่ึงโดยทัว่ไปปลาท่ี
อาศยัอยูใ่นเขตร้อนจะเกิดการปรากฏการณ์น้ีท่ีอุณหภูมิสูง และท่ีอุณหภูมิน้ียงัเป็นสภาวะท่ีเหมาะสม
ต่อการท างานของเอนไซม์ทรานสกลูตามิเนส โดยเอนไซม์น้ีจะท าให้เกิดการเช่ือมโยงของสาย
โปรตีนมากข้ึนส่งผลให้ค่าแรงของเจลเพิ่มมากข้ึนดว้ย ส าหรับการบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส
พบว่าค่าแรงและระยะทาง ณ จุดแตกหักต ่ าท่ีสุดทั้ งน้ีอาจเน่ืองมาจากท่ีสภาวะน้ีเป็นสภาวะท่ี
เหมาะสมต่อการกระตุน้การท างานของเอนไซมโ์ปรติเนส ในเจลท่ีบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส
และในสภาวะท่ีไม่ไดบ้่ม (อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส) พบวา่มีค่าแรงและระยะทาง ณ จุดแตกหกัสูง
กวา่การบ่มท่ี 65 องศาเซลเซียสแต่ต ่ากวา่ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เน่ืองมาจากท่ีสภาวะน้ีไม่ได้
ส่งเสริมกิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเนสและเอนไซมท์รานกลูตามิเนส  

เม่ือเติมโปรตีนซาร์โคพลาสมิกพบว่าค่าแรงและระยะทาง ณ จุดแตกหักมีค่าสูงกว่าเจลใน
สภาวะท่ีไม่เติมโปรตีนซาร์โคพลาสมิก ซ่ึงเหตุการณ์น้ีพบท่ีอุณหภูมิ 40 และ 65 องศาเซลเซียส และ
เม่ือทดสอบการเส่ือมสลายของซูริมิจากปลาทรายแดงโดยวดัค่าโอลิโกเพปไทด์ พบว่าในตวัอยา่งท่ี
ไม่เติมโปรตีนซาร์โคพลาสมิก ระดบัการย่อยของเอนไซม์โปรติเนสสูงสุดท่ีอุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียสและเอนไซมโ์ปรติเนสยงัคงแสดงกิจกรรมไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส (รูปท่ี 3.3) แต่
เม่ือเติมโปรตีนซาร์โคพลาสมิกส่งผลให้ค่าโอลิโกเพปไทด์ลดลงทั้งการบ่มท่ีอุณหภูมิ 40 และ 65 
องศาเซลเซียส ซ่ึงบ่งช้ีวา่การเติมโปรตีนซาร์โคพลาสมิกช่วยให้ค่าเน้ือสัมผสัของซูริมิเพิ่มมากข้ึนซ่ึง
เป็นผลมาจากการยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเนสในซูริมิของปลาทรายแดง ดงันั้นเพื่อท่ีจะ
ทราบชนิดของโปรตีนท่ีมีคุณสมบติัในการเป็นสารยบัย ั้งเอนไซม์ทริปซิน จึงท าบริสุทธ์ิสารยบัย ั้ง
เอนไซมท์ริปซินจากโปรตีนซาร์โคพลาสมิก 
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รูปที่ 3.2 ผลของโปรตีนซาร์โคพลาสมิกสกดัจากปลาไนและอุณหภูมิในการบ่มต่อค่าแรง (a) และ

ระยะทาง (b) ณ.จุดแตกหกัของเจลจากซูริมิปลาทรายแดงท่ีความเขม้ขน้ของแคลเซียม 0, 0.1, 
0.3 และ 0.5%; SP: ตวัอยา่งท่ีเติมโปรตีนซาร์โคพลาสมิกสกดั 0.18% 

(a) 

(b) 
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รูปที่ 3.3 ผลของการเติมโปรตีนซาร์โคพลาสมิกและอุณหภูมิในการบ่มท่ีระดบัต่างๆต่อการเส่ือม

สลายของโปรตีนกลา้มเน้ือปลาทรายแดง เม่ือเติมแคลเซียมคลอไรด์ในระดบั 0, 0.1, 0.3 และ 
0.5%, SP: ตวัอยา่งท่ีเติมโปรตีนซาร์โคพลาสมิกสกดั 0.18% 

 
3.1.2 การท าบริสุทธ์ิสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินจาก crude โปรตีนซาร์โคพลาสมิก  

3.1.2.1 การท าบริสุทธ์ิสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน 
ขั้นตอนการท าบริสุทธ์ิของสารยบัย ั้งเอนไซม์ทริปซินจากปลาไนได้

แสดงในตารางท่ี 3.1 หลงัจากการใหค้วามร้อนและตกตะกอนดว้ยแอมโมเนียมซลัเฟต พบวา่ค่าความ
บริสุทธ์ิ (purification fold) เพิ่มข้ึน 7 เท่า จากนั้นสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินถูกแยกต่อดว้ยวิธีการ
แลกเปล่ียนประจุลบ โปรตีนท่ีมีคุณสมบติัในการเป็นสารยบัย ั้งสามารถจบัยดึกบัสารตวักลาง ในขณะ
ท่ีโปรตีนท่ีมีประจุเหมือนกบัสารตวักลางซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีไม่มีความสามารถในการเป็นสารยบัย ั้งถูก
ก าจดัออกในปริมาณมาก (รูปท่ี 3.4a) ส่งผลให้ค่าความบริสุทธ์ิเพิ่มเป็น 23 เท่า จากนั้นใชว้ิธีการจบั
แบบจ าเพาะโดยมี concanavalin A เป็นลิแกนด์ สารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินสามารถจบักบัลิแกนด์ได ้
(รูปท่ี 3.4b) ดงันั้นสารยบัย ั้งน้ีเป็นไกลโคโปรตีน จากนั้นแยกต่อดว้ยวิธีการแยกตามขนาดโมเลกุล 
(รูปท่ี 3.4c) หลงัจากการท าบริสุทธ์ิ โปรตีนท่ีได้มีค่าความบริสุทธ์ิเท่ากบั 129 เท่า และปริมาณ
ผลผลิตเท่ากบั 2.8% 
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ตารางที ่3.1  การท าบริสุทธ์ิของสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินจากโปรตีนซาร์โคพลาสมิกของปลาไน 
Step Total protein 

(mg) 
Total activity 

(unit) 
Specific activity 

(unit/mg) 
Purity 
(fold) 

Yield 
(%) 

Crude extract 2056.41 1380.21 0.67 1 100 
Heat treatment  916.85 1037.26 1.13 1.69 75.15 
(NH4)2SO4 precipitation 182.36 858.29 4.71 7.01 62.19 
DEAE-Sephacel 10.37 159.25 15.36 22.89 11.54 
Con A-Sepharose 1.29 92.69 72.08 107.39 6.72 
Sephacryl S-300 0.45 39.03 86.73 129.23 2.83 
 
 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่ 3.4 โครมาโตแกรมการท าบริสุทธ์ิของสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินจากโปรตีนซาร์โคพลาสมิก 
ปลาไน การแยกดว้ยวธีิการแลกเปล่ียนประจุลบ (a), การจบัจ าเพาะดว้ยลิแกนด์ concanavalin 
A  (b) และการแยกตามขนาดโมเลกุล (c) 

(c) 

    (b) (a) (a) 
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3.1.2.2 ขนาดโมเลกุล 
โปรตีนซาร์โคพลาสมิกประกอบด้วยโปรตีนท่ีเป็นองค์ประกอบอยู่

หลายชนิดโดยมีขนาดโมเลกุลตั้งแต่ 23 ถึง 150 กิโลดาลตนั (รูปท่ี 3.5a, เลนท่ี 1) หลงัจากผา่นการท า
บริสุทธ์ิดว้ยวิธีการแยกตามขนาดแลว้ พบโปรตีนท่ีมีขนาดโมเลกุลประมาณ 44 และ 50 กิโลดาลตนั 
(รูปท่ี 3.5a, เลนท่ี 6)  จากการทดสอบการยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซม์ทริปซินโดยใช้เทคนิค 
inhibitory activity staining พบวา่แถบโปรตีนทั้งสองยงัคงปรากฏบนแผน่เจลภายหลงัการยอ่ยสลาย
ดว้ยเอนไซมท์ริปซิน (รูปท่ี 3.5b, เลนท่ี 6)  ดงันั้นโปรตีนท่ีมีขนาดโมเลกุล 44 (Inhibitor I) และ 50 
(Inhibitor II) กิโลดาลตนัท่ีไดจ้ากการท าบริสุทธ์ิซ่ึงมีคุณสมบติัในการเป็นสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน  

 

                              
 
รูปที ่ 3.5  รูปแบบโปรตีนซาร์โคพลาสมิกจากปลาไนภายใตส้ภาวะนอนรีดิวซิง (a) การตรวจสอบ

การยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสภายใตส้ภาวะนอนรีดิวซิง (b) Std: 
standard  molecular weight, 1: โปรตีนซาร์โคพลาสมิก, 2: โปรตีนท่ีผา่นการให้ความร้อนท่ี
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส, 3: โปรตีนท่ีผา่นการตกตะกอนดว้ยแอมโมเนียมซลัเฟตท่ีช่วง
ความเขม้ขน้ 50-70%, 4: โปรตีนท่ีผา่นการแยกดว้ยการแลกเปล่ียนประจุลบ, 5: โปรตีนท่ี
ผา่นการแยกดว้ยวธีิการจบัจ าเพาะ, 6: โปรตีนท่ีผา่นการแยกตามขนาดโมเลกุล  

 
3.1.2.3 การระบุชนิดของโปรตีน 

โปรตีนทั้งสองแถบท่ีไดจ้ากการท าบริสุทธ์ิถูกตดัและยอ่ยให้เป็นเพปไทด์
สายสั้นๆโดยเอนไซม์ทริปซิน  เอนไซม์จะตดัตรงต าแหน่งกรดอะมิโนท่ีจ าเพาะต่อเอนไซม์ของ
โปรตีนแต่ละชนิด น ามาวเิคราะห์ต่อดว้ย LC/MS/MS เพื่อหาล าดบักรดอะมิโนท่ีมีอยูใ่นโปรตีนชนิด

31 

21 

45 

66 

  97 

200 
  kDa 

116 

     a      b 

Std        1        2       3        4      5       6                    1        2          3         4        5       6 
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นั้นๆ แล้วน าขอ้มูลของล าดบักรดอะมิโนท่ีได้มาเทียบกบัฐานขอ้มูลโปรตีน จากการศึกษาพบว่า
โปรตีนท่ีมีขนาดโมเลกุล 44 กิโลดาลตนั (Inhibitor I) และ 50 กิโลดาลตนั (Inhibitor II) มีล าดบั
กรดอะมิโนใกลเ้คียงกบัโปรตีนยบัย ั้งทริปซินชนิดแอลฟา-1 (alpha-1-antitrypsin) (ตารางท่ี 3.2) 
 
ตารางที ่3.2  ผลการระบุชนิดของโปรตีนโดย LC-MS/MS 
 

Sample Accession 
number 

Protein Species Mascot score 

Inhibitor I 
(44 kDa) 

gi 416561 Alpha-1-antitrypsin 
homolog 

Cyprinus carpio 
 (common carp) 

143 

Inhibitor II 
(50 kDa) 

gi 416561 Alpha-1-antitrypsin 
homolog 

Cyprinus carpio 
 (common carp) 

399 

 
3.1.2.4 การพิสูจน์ความเป็นไกลโคโปรตีน 

ระหวา่งการท าบริสุทธ์ิพบวา่โปรตีนท่ีมีคุณสมบติัในการเป็นสารยบัย ั้ง
เอนไซมท์ริปซินสามารถจบักบัลิแกนด์ concanavalin A ไดดี้ ดงันั้นโปรตีนชนิดน้ีอาจเป็นไกลโค-
โปรตีน เพื่อทดสอบสมมติฐานน้ีจึงไดใ้ชเ้อนไซม ์PNGase F เพื่อท่ีจะตดัพนัธะระหวา่งโปรตีนและ
น ้ าตาลท่ีต าแหน่ง N-linked จากรูปท่ี 3.6 จะเห็นไดว้า่โปรตีนทั้งสองมีขนาดโมเลกุลลดลงหลงัจาก
การเติมเอนไซม ์PNGase F โดย Inhibitor I มีขนาดโมเลกุลลดลงจาก 44 กิโลดาลตนัเป็น 36 กิโล-
ดาลตนัขณะท่ี Inhibitor II มีขนาดโมเลกุลลดลงจาก 50 กิโลดาลตนัเป็น 45 กิโลดาลตนั จากผลน้ีจึง
ยนืยนัไดว้า่ Inhibitor I และ II เป็นไกลโคโปรตีน 

3.1.2.5 ผลของสารยบัย ั้งบริสุทธ์ิต่อความสามารถในการยบัย ั้งเอนไซม ์
สารยบัย ั้งทริปซินแอลฟา-1ท่ีท าบริสุทธ์ิได้มีความสามารถในการยบัย ั้ง

เอนไซม์ทริปซินไดสู้งสุด (ตารางท่ี 3.3) และสามารถยบัย ั้งเอนไซม์ไคโมทริปซินและปาเปนได้
เล็กนอ้ย อยา่งไรก็ตามสารยบัย ั้งน้ีไม่สามารถยบัย ั้งเอนไซมเ์ทอร์โมไลซินและเปปซิน จากผลน้ีพอจะ
สรุปไดว้า่ สารยบัย ั้งทริปซินแอลฟา-1 จากโปรตีนซาร์โคพลาสมิกของปลาไนมีความจ าเพาะสูงต่อ
เอนไซมท์ริปซิน 
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รูปที ่ 3.6 รูปแบบโปรตีนในสภาวะก่อนและหลงัเติมเอนไซม ์PNGase F  Std: standard molecular 
weight, 1: โปรตีนในสภาวะก่อนเติมเอนไซม ์PNGase F, 2: โปรตีนในสภาวะหลงัเติม
เอนไซม ์PNGase F 

 
3.1.2.6 เสถียรภาพต่ออุณหภูมิของสารยบัย ั้งทริปซินแอลฟา-1 จากปลาไน  

กิจกรรมการยบัย ั้งของโปรตีนแอลฟา-1ไม่เปล่ียนแปลงในช่วงอุณหภูมิ 
30-60 องศาเซลเซียส (รูปท่ี 3.7) จากนั้นเร่ิมลดลงท่ีอุณหภูมิสูงกวา่ 60 องศาเซลเซียส ท่ีอุณหภูมิ
ประมาณ 70 องศาเซลเซียส ยงัคงมีกิจกรรมการยบัย ั้งสูงถึง 80% อย่างไรก็ตาม กิจกรรมการยบัย ั้ง
ลดลงอยา่งมากท่ีอุณหภูมิสูงกวา่ 80 องศาเซลเซียสและไม่พบการยบัย ั้งเอนไซมท่ี์อุณหภูมิประมาณ 
90 องศาเซลเซียส ดงันั้นสารยบัย ั้งทริปซินแอลฟา-1 จากปลาไน มีแนวโนม้ท่ีจะยบัย ั้งโปรติเนสใน 
กระบวนการผลิตเซตต้ิงของซูริมิซ่ึงใช้อุณหภูมิประมาณ 40 องศาเซลเซียสส าหรับซูริมิท่ีผลิตจาก
ปลาเขตศูนยสู์ตร (tropical surimi)  

3.1.2.7 ความสามารถในการยบัย ั้งการยอ่ยสลายตวัเองในซูริมิปลาตาหวาน 
เม่ือพิจารณารูปแบบโปรตีนของซูริมิปลาตาหวานท่ีบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 

องศาเซลเซียสในกรณีท่ีไม่ไดเ้ติมสารยบัย ั้งทริปซินแบบแอลฟา-1 พบวา่มยัโอซินสายหลกั (myosin 
heavy chain) มีการยอ่ยสลายตวัเองสูง (รูปท่ี 3.8) ทั้งน้ียงัพบวา่ความหนาแน่นของโปรตีนโทโปรมยั-
โอซิน (Tropomyosin) ลดลงดว้ยเช่นกนัท่ีอุณหภูมิน้ี ในขณะท่ีแถบมยัโอซินสายหนกัท่ีอุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียสลดลงแต่นอ้ยกวา่ตวัอยา่งบ่มท่ี 65 องศาเซลเซียส จากผลน้ีสรุปไดว้า่การยอ่ยสลายตวั
เองของปลาตาหวานโดยโปรติเนสเกิดรุนแรงท่ีอุณหภูมิประมาณ 65 องศาเซลเซียส  

150 
120 

100
 100  

  70 

   60 

   50 

   40 

   30 

85
 100  

Inhibitor II 

PNGase F 

Inhibitor I 

Inhibitor II 

Inhibitor I 

      2                          1                Std 
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ตารางที ่3.3  ผลการยบัย ั้งโปรติเนสชนิดต่างๆ โดยสารยบัย ั้งทริปซินแอลฟา-1 จากปลาไน 
Proteinase Inhibition (%) 

Serine proteinase  
     Trypsin 100 + 1.89 
     α-Chymotrypsin 20.71 + 1.52 
Metallo proteinase  
     Thermolysin 0 
Cysteine proteinase  
     Papain 26.98 + 1.32 
Aspartic proteinase  
     Pepsin 0 

 
 
  
 
 
 
 
 
 

 
รูปที ่3.7 เสถียรภาพต่ออุณหภูมิของโปรตีนยบัย ั้งทริปซินแอลฟา-1 

 
การเส่ือมสลายของมยัโอซินสายหลกัและโทรโปมยัโอซินลดลงในตวัอยา่งท่ีเติมสารยบัย ั้ง 

ทริปซินแอลฟา-1 จากปลาไน ทั้งสองอุณหภูมิการบ่ม ถึงแมว้่าท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็น
สภาวะในการใหค้วามร้อนท่ีค่อนขา้งสูงแก่ซูริมิ แต่ก็ยงัคงพบวา่สารยบัย ั้งทริปซินแอลฟา-1 สามารถ
ขดัขวางการย่อยสลายตวัเองโดยโปรติเนสของซูริมิปลาตาหวานได้ดี ซ่ึงอาจเป็นเพราะสารยบัย ั้ง
สามารถทนความร้อนได ้(รูปท่ี 3.8) ความหนาแน่นของโปรตีนเหล่าน้ีเพิ่มสูงข้ึนเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้
ของสารยบัย ั้งบริสุทธ์ิ จากผลน้ีอาจกล่าวได้ว่าสารยบัย ั้งทริปซินแอลฟา-1 จากปลาไนมีผลยบัย ั้ง
กิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเนสจากซูริมิปลาตาหวานไดดี้ 
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รูปที ่ 3.8 รูปแบบโปรตีนของซูริมิปลาตาหวานบ่มท่ีอุณหภูมิ 40 (เลนท่ี 2-5) และ 65 (เลนท่ี 6-9) 

องศาเซลเซียส ท่ีการเติมสารยบัย ั้งทริปซินแอลฟา-1 บริสุทธ์ิจากปลาไนท่ีระดบัความเขม้ขน้
ต่างๆ MHC: มยัโอซินสายหนกั, AC: แอคติน, TM: โทรโปมยัโอซิน  

 
 

3.2. สมบัติการยบัยั้งเอนไซม์ ACE ของคอลลาเจนไฮโดรไลเสท 
3.2.1 ความสามารถในการยบัย ั้ง ACE ของคอลลาเจนไฮโดรไลเสท 

การศึกษาน้ีท าโดยใชเ้อนไซม ์4 ชนิด คือ อลัคาเลส เพปซิน ทริปซินและเอนไซม์
จาก Virgibacillus sp. SK39 ในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทโดยใชท่ี้ความเขม้ขน้ 36 mU เท่ากนั ใช้
คอลลาเจนเป็นสารตั้งตน้และความเขม้ขน้ของคอลลาเจนท่ีใช้ในปฏิกิริยาเท่ากบั 2.75 มิลลิกรัม
โปรตีน/มิลลิลิตร พบวา่ ไฮโดรไลเสทจาก เพปซิน ทั้งคอลลาเจนไฮโดรเสทจากปลานิลและปลาดุก
แสดงความสามารถในการยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซม ์ACE ไดสู้ง 

เพปไทด์ท่ีมีสมบติัยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์ ACE ท่ีมีรายงานโดยส่วนมากแล้วมกั
ประกอบไปดว้ยกรดอะมิโนท่ีไม่ชอบน ้ า (hydrophobic) เช่น proline, phenylalanine และ tyrosine 
ต  ำแหน่งท่ีสำมจำกปลำยสำยดำ้นคำร์บอกซิล (Cheung et at., 1980)  เพปซินมีควำมสำมำรถในกำร

        Alpha-1-antitrypsin (mg protein/g total weight) 

MHC 

AC 

TM 

40 ºC (60 min)   65 ºC (60 min) 

Paste         0         0.25          0.5           1            0            0.25        0.5        1 
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ตดัพนัธะเพปไทด์ระหวำ่งกรดอะมิโนไฮโดรโฟบิค และ อะโรมำติก เช่น phenylalanine, tryptophan 
and tyrosine (Nelson and Cox, 2000) 

 
ตารางที่ 3.4 ควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซม ์ACE ของเพปไทดค์อลลำเจนจำกหนงั

ปลำนิลและหนงัปลาดุกบ๊ิกอุย 
 

Enzyme 
                  TS collagen                                             HS collagen  

ACE inhibition (%) DH (%) ACE inhibition (%) DH (%) 
Virgibacillus sp. SK39  41.65 ± 0.80b 28.25 14.67 ± 1.24a 28.33 
Pepsin 93.25 ± 0.50g 31.03 92.57 ± 0.17g 32.19 
Trypsin 46.62 ± 5.28c 5.16 50.53 ± 0.65d 7.55 
Alcalase 87.43 ± 0.54f 31.18 79.94 ± 0.76e 24.43 

Different letters indicate significant differences among mean (p<0.05). Values are expressed as mean ± S.D. (n = 4). 

 
ดงันั้นเพปไทด์ท่ีไดจ้ำกกำรยอ่ยโดยเพปซินจะประกอบไปดว้ยกรดอะมิโนอะโรมำติกหรือ

ไฮโดรโฟบิคท่ีปลำยสำยดำ้ยคำร์บอกซิล จำกผลขำ้งตน้แสดงให้เห็นวำ่เพปซินสำมำรถผลิตเพปไทด์
ท่ีมีควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้ง ACE สูงกวำ่เอนไซมอ่ื์นๆ  Lee et al. (2009) รำยงำนวำ่ไฮโดรไลเสทท่ี
ไดจ้ำกกำ้งปลำทูน่ำโดยใช้เอนไซม์เพปซิน แสดงควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้งกิจกรรมของ ACE สูง
ท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกบั 5 เอนไซมอ่ื์นๆท่ีใชคื้อ Alcalase, α-chymotrypsin, papain, Neutrase และ 
trypsin ไฮโดรไลเสทจำกกำ้งปลำคอดโดยใช้ เอนไซม ์papain แสดงควำมสำมำรถสูงสุดในกำรใน
กำรยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซม ์ACE มำกกว่ำเพปไทด์ท่ีเตรียมจำก chymotrypsin, trypsin, pepsin 
และ pronase E (Jeon et al., 1999) โดยปกติแลว้ควำมสำมำรถในกำรยอ่ยข้ึนอยูก่บัธรรมชำติของสำร
ตั้งต้นและชนิดของเอนไซม์โปรติเอส  ดงันั้นจำกผลกำรทดลองขำ้งตน้แสดงให้เห็นว่ำเพปซิน
สำมำรถผลิตเพปไทด์ท่ีสำมำรถยบัย ั้งกำรท ำงำนของเอนไซม ์ACE  สูงท่ีสุด จึงเลือกตวัอย่ำงน้ีเพื่อ
ศึกษำต่อไป 

3.2.2 ควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้ง ACE ของคอลลำเจนท่ียอ่ยดว้ยเพปซิน 
ระดบักำรยอ่ย (Degree of hydrolysis; DH) มีค่ำเพิ่มข้ึนอยำ่งรวดเร็วในช่วง 4 

ชัว่โมงแรกของกำรยอ่ย (รูปท่ี 3.9) และอตัรำกำรเพิ่มข้ึนค่อยๆลดลงหลงัจำก 4 ชัว่โมง คอลลำเจน
ไฮโดรไลเสทจำกหนงัปลำดุกบ๊ิกอุยแสดงควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซม ์ ACE 
มำกกวำ่ไฮโดรไลเสทจำกหนงัปลำนิลท่ีทุกระดบัของกำรยอ่ย (p<0.05, รูปท่ี 3.10)  ควำมสำมำรถใน
กำรยบัย ั้งกำรท ำงำนของเอนไซม ์ACE เพิ่มสูงข้ึนเม่ือ DH เพิ่มข้ึน ทั้งไฮโดรไลเสทจำกหนงัปลำนิล
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และหนงัปลำดุกบ๊ิกอุย และควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้ง ACE ไม่เพิ่มสูงข้ึน เม่ือ % DH มีค่ำประมำณ 
30% 

 

 
 

รูปที ่ 3.9 ระดบัการยอ่ยคอลลาเจนจากหนงัปลานิล (TS collagen) และปลาดุกบ๊ิกอุย (HS collagen)
โดยเพปซินท่ีระยะเวลาบ่มต่างๆ  

 

                         
 
รูปที ่ 3.10 ควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้ง ACE ของคอลลำเจนจำกหนงัปลำนิลและปลำดุกบ๊ิกอุยท่ียอ่ย

โดยเพปซินท่ีระดบักำรยอ่ยต่ำงๆ 
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ความสามารถในการยบัย ั้งกิจกรรมเอนไซม ์ ACE ของคอลลาเจนไฮโดรไลเสทจากหนงัปลา
ดุกบ๊ิกอุยท่ีระดบัการยอ่ย 33% มีค่านอ้ยกวา่ท่ีระดบัการยอ่ย 30% (p<0.05) ส่วนความสามารถในการ
ยบัย ั้งกิจกรรมเอนไซม ์ACE ของคอลลาเจนไฮโดรไลเสทจากหนงัปลานิลท่ีระดบัการยอ่ย 38%  และ 
30% มีค่าไม่แตกต่างกนั (p>0.05)  แสดงใหเ้ห็นวา่ ความสามารถในการยบัย ั้ง ACE ไม่ไดข้ึ้นกบั
ระดบัการยอ่ยแต่เพียงอยา่งเดียว ความจ าเพาะของกรดอะมิโนในสายเพปไทดอ์าจเป็นปัจจยัท่ีมีผลต่อ
กิจกรรมการยบัย ั้ง ACE เพป-ไทดท่ี์มีกรดอะมิโน proline, phenylalanine และ tyrosine ท่ีปลายดา้น
คาร์บอกซิล จะสามารถจบักบัเอนไซม ์ACE ไดดี้ คอลลาเจนจากหนงัปลาดุกบ๊ิกอุยมี proline มำกกวำ่
คอลลำเจนจำกหนงัปลำนิล (Sungperm, 2012) ดงันั้น ไฮโดรไลเสทจำกหนงัปลำดุกบ๊ิกอุยจึงมีโอกำส
ท่ีจะมี proline ท่ีปลำยสำยคำร์บอกซิลมำกกวำ่ จึงอำจจบักบัเอนไซม ์ACE ไดม้ำกกวำ่  ไฮโดรไลเสท
จำกหนงัปลำดุกบ๊ิกอุยจึงถูกเลือกเพื่อกำรทดลองขั้นต่อไป 

3.2.3 กำรท ำบริสุทธ์ิเพปไทด์ท่ียบัย ั้ง ACE 
3.2.3.1 อลัตรำฟิลเตรชนั (Ultrafiltration) 

คอลลำเจนไฮโดรไลเสทจำกหนังปลำดุกบ๊ิกอุยผ่ำนกำรแยกด้วย
วิธีกำรอลัตรำฟิลเตรชนั โดยใชแ้ผน่เยื่อกรองท่ีมีขนำด 30 กิโลดำลตนั และตำมดว้ยแผ่นเยื่อกรอง
ขนำด 10 กิโลดำลตนั ตำมล ำดบั เก็บตวัอย่ำงเพปไทด์สำมส่วนคือ ส่วนท่ีผำ่นกำรแยกดว้ยแผน่เยื่อ
กรองทั้งสองขนำด เพื่อศึกษำควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้งกิจกรรมเอนไซม ์ACE  
 
ตารางที่ 3.5 ควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้งกิจกรรมเอนไซม์ ACE ของคอลลำเจนไฮโดรไลเสทจำก

หนังปลำดุกบ๊ิกอุยท่ีผ่ำนกำรแยกขนำดด้วยอลัตรำฟิลเตรชนั 
 

        MW (Dalton)                           Inhibition (%) 
     Crude hydrolysate 92.57 ± 0.17a 
        > 30 kDa  54.50 ± 1.45c 
        5-30 kDa   57.11 ± 1.45bc 
        <5    kDa 61.41 ± 1.40b 

Different letters indicate significant differences (p < 0.05). Values are expressed as mean ± S.D. (n = 4). 

 
เม่ือเปรียบเทียบควำมสำมำรถของเพปไทด์ท่ีผ่ำนกำรแยกขนำดด้วยอลัตรำฟิลเตรชันกับ 

crude peptide พบวำ่ crude peptide มีควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้งกิจกรรมของ ACE มำกกวำ่ ทั้งน้ีอำจ
เน่ืองมำจำกกำรกำรท ำงำนเสริมกนัของเพปไทด์ท่ีมีอยู่ในระบบทั้งหมด หลงัจำกแยกดว้ยอลัตรำ-   
ฟิลเตรชนัควำมสำมำรถของคอลลำเจนไฮโดรไลเสทจำกหนังปลำดุกบิ๊กอุยข้ึนอยู่กบัขนำดของ
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โมเลกุลท่ีต่ำงกนั ไฮโดรไลเสทที่มีขนำดน้อยกว่ำ 5 กิโลดำลตนั แสดงควำมสำมำรถสูงสุดในกำร
ยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซม ์ACE  (p<0.05, ตำรำงท่ี 3.5)  มีกำรรำยงำนวำ่ bioactive peptides ท่ี
ประกอบดว้ยกรดอะมิโน 3-20 ตวั และเพปไทด์ท่ีมีสำยสั้นมกัมีควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้งกิจกรรม
เอนไซม ์ACE ไดดี้ (Philanto, 2000) 

ไดมี้กำรศึกษำถึงควำมสัมพนัธ์ระหวำ่งควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้งกิจกรรมเอนไซม ์ACE กบั
ขนำดโมเลกุลของเพปไทด์ พบว่ำเพปไทด์ขนำดเล็กมีควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้งกิจกรรมเอนไซม ์
ACE ไดดี้กวำ่เพปไทด์ท่ีมีขนำดใหญ่ เพรำะเพปไทด์ท่ีมีสำยยำวจะกีดขวำงกำรเขำ้จบักบับริเวณเร่ง 
(active site) ของเอนไซม์ (Gómez-Ruiz Ramos and Recio, 2007) เพปไทด์ขนำดเล็กแสดง
ควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้ง ACE สูงกวำ่เพปไทด์ขนำดใหญ่และมีแนวโนม้ในกำรดูดซึมเขำ้สู่ล ำไส้
เล็กไดง่้ำยอีกดว้ย จำกกำรศึกษำพบวำ่ค่ำ IC50 ของเพปไทด์ขนำดนอ้ยกวำ่ 5 กิโลดำลตนั จำกคอลลำ-
เจนหนงัปลำดุกบ๊ิกอุยมีค่ำเท่ำกบั  9.01±0.04 ไมโครกรัม (สมมูลไกลซีน)/มิลลิลิตร แสดงให้เห็นวำ่
เพปไทด์คอลลำเจนจำกหนงัปลำดุกบ๊ิกอุยท่ีได้จำกกำรย่อยด้วยเพปซินแสดงควำมสำมำรถในกำร
ยบัย ั้ง ACE ท่ีสูง คอลลำเจนไฮโดรไลเสทจำกแหล่งต่ำงๆท่ีมีควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้งกิจกรรม
เอนไซม ์ACE ไดแ้ก่ ไฮโดรไลเสทจำกกำ้งปลำคอดและเน้ือปลำซำร์ดีนท่ีมีขนำดโมเลกุลนอ้ยกวำ่ 3 
กิโลดำลตนั แสดงค่ำ IC50 เท่ำกบั 83 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ 80 ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร 
ตำมล ำดบั (Matsu et al., 1993; Jeon et al., 1999) ส่วนไฮโดรไลเสทจำกหอยเชลล์ หอยนำงรม 
กระดูกปลำคอด และหนงัปลำคอด แสดงค่ำ IC50 ท่ีสูงกวำ่ 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (He et al., 2007) 

3.2.3.2 กำรท ำบริสุทธ์ิเพปไทดท่ี์สำมำรถยบัย ั้งกิจกรรมเอนไซม ์ACE 
เน่ืองจำกคอลลำเจนไฮโดรไลเสทจำกหนงัปลำดุกบ๊ิกอุยท่ีมีขนำด

โมเลกุลนอ้ยกวำ่ 5 กิโลดำลตนั แสดงควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้งเอนไซมสู์งท่ีสุด จึงถูกเลือกเพื่อท ำ
บริสุทธ์ิ โดยผำ่นคอลมัน์ Carboxymethyl (CM)-Sepharose cation exchange จำกผลกำรท ำบริสุทธ์ิ
พบวำ่คอลมัน์สำมำรถแยกเพปไทดอ์อกมำไดเ้ป็น 2 พีค (peak) คือส่วนท่ีไม่จบักบัคอลมัน์ (Unbound 
fraction) ซ่ึงก ำหนดใหเ้ป็น I และส่วนท่ีจบักบัคอลมัน์ (Bound fraction) ซ่ึงก ำหนดใหเ้ป็น II ซ่ึง 
fraction II น้ี ถูกชะออกมำท่ีควำมเขม้ขน้ของเกลือเท่ำกบั 0.6-1.0 โมลำร์ และแสดงควำมสำมำรถใน
กำรยบัย ั้งเอนไซม ์ ACE สูงกวำ่ fraction I โดยมีค่ำกำรยบัย ั้งสูงถึง 86.98% ท่ีปริมำณเพปไทดใ์น
ปฏิกิริยำเท่ำกบั 0.5 ไมโครกรัม (สมมูลไกลซีน)/มิลลิลิตร (รูปท่ี 3.11 (B)) 

เน่ืองจำก Fraction II มีควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้ง ACE สูงสุด จึงน ำมำท ำบริสุทธ์ิต่อโดยกำร
ใชเ้ทคนิคกำรคดัแยกตำมขนำด โดยใชค้อลมัน์ Superdex 30 prep grade ซ่ึงสำมำรถแยกเพปไทด์
ออกมำเป็นสองส่วนคือ G-I และ G-II (รูปท่ี 3.12(a)) และเม่ือวเิครำะห์ควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้งกำร
ท ำงำนของเอนไซม ์ACE พบวำ่ fraction G-I มีควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้งกิจกรรม ACE สูงกวำ่ G-II 
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โดยมีค่ำกำรยบัย ั้งเท่ำกบั 70.34% ท่ีควำมเขม้ขน้เพปไทด์เท่ำกบั 0.2 ไมโครกรัม (สมมูลไกลซีน)/
มิลลิลิตร  

เน่ืองจำกเพปไทดใ์นส่วน G-I มีควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้ง ACE สูงกวำ่ G-II จึงเลือกมำเพื่อ
ท ำบริสุทธ์ิในล ำดบัถดัมำ Superdex peptide 10/300 GL และทำ้ยท่ีสุดไดเ้พปไทดท่ี์ออกมำ ดงัรูปท่ี 
3.13 ซ่ึง fraction ดงักล่ำวน้ีแสดงกำรยบัย ั้งกิจกรรมเอนไซม ์ ACE ท่ี 72.06% ท่ีควำมเขม้ขน้ของ    
เพปไทดเ์ท่ำกบั 0.2 ไมโครกรัม (สมมูลไกลซีน)/มิลลิลิตร 
 
  

 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.11 กำรแยกเพปไทด์ยยั ั้ง ACE ท่ีมีขนำดต ่ำกว่ำ 5 กิโลดำลตนั โดย carboxymethyl (CM)-

Sepharose cation exchange column (A). เพปไทด์ท่ีจบักบัคอลมัน์ ชะโดยควำมเขม้ขน้ของ
สำรละลำยเกลือตั้งแต่ (0-1.0 โมลำร์) ในสำรละลำยบฟัเฟอร์โซเดียมอะซีเตต 10 มิลลิ-    
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โมลำร์ (pH 4.0) ดว้ยอตัรำกำรชะเท่ำกบั 1.0 มิลลิลิตร/นำที เก็บสำรละลำยทุกๆ 1 มิลลิลิตร 
จำกนั้นน ำๆเพปไทด์ fraction I และ II ไปวิเครำะห์หำควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้งกิจกรรม
ของเอนไซม์ ACE โดยใช้ควำมเขม้ขน้ของเพปไทด์ 0.5 ไมโครกรัม (สมมูลไกลซีน)/
มิลลิลิตร (B) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่3.12 รูปแบบกำรแยกของเพปไทด์ fraction II โดยกำรแยกผำ่นคอลมัน์ Superdex 30 prep grade 

(A) โดยกำรชะดว้ยน ้ำกลัน่ท่ีอตัรำกำรชะเท่ำกบั 0.3 มิลลิลิตร/นำที ติดตำมปริมำณเพปไทด์
ของแต่ละส่วนท่ีแยกออกมำโดยวดัค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี 215 นำโนเมตร และเก็บ
สำรละลำยท่ีควำมถ่ีทุกๆ 0.5 มิลลิลิตร ควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซม ์
ACE แสดงดงักรำฟ B ท่ีระบุเป็น I และ II คือตวัอยำ่ง G-I และ G-II ตำมล ำดบั โดยใช้
ควำมเขม้ขน้ของเพปไทด ์0.2 ไมโครกรัม (สมมูลไกลซีน)/มิลลิลิตร (B) 

G-I 

G-I G-II 

(B) 
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รูปที่ 3.13 รูปแบบกำรแยกของเพปไทด์โดยใชค้อลมัน์ Superdex peptide 10/300 GL. ซ่ึงชะดว้ยน ้ ำ

กลัน่ท่ีอตัรำกำรชะเท่ำกบั 0.3 มิลลิลิตร/นำที และติดตำมปริมำณเพปไทดท่ี์ 215 นำโนเมตร 
 

น ำเพปไทดท่ี์ไดจ้ำกกำรท ำบริสุทธ์ิมำวเิครำะห์ล ำดบัของกรดอะมิโนโดยเทคนิค LC/MS-
MS ซ่ึงสำมำรถแยกเพปไทดอ์อกมำไดท้ั้งหมด 18 ช้ินส่วน ดงัแสดงในตำรำงท่ี 3.6 กรดอะมิโนส่วน
ใหญ่ท่ีพบในเพปไทดคื์อ leucine (Leu), arginine (Arg), phenylalanine (Phe) และ asparagine (Asn) 
โดยกรดอะมิท่ีพบในปริมำณมำกท่ีสุดคือ Leu ท่ีปลำยสำยดำ้นคำร์บอกซิล (C-terminal) ส่วนมำก
แลว้เป็นกรดอะมิโน Arg ในขณะท่ีปลำยดำ้นอะมิโน (N-terminal) ประกอบไปดว้ยกรดอะมิโนสำย
ตรง กิจกรรมทำงชีวภำพของเพปไทดข้ึ์นอยูก่บัล ำดบัของกรดอะมิโน  Cheng et al. (1980) ไดร้ำยงำน
วำ่ปลำยดำ้นคำร์บอกซิลของเพปไทดมี์กรดอะมิโนท่ีมีโครงสร้ำงเป็นวงและปลำยดำ้นอะมิโนมีก่ิง
กรดอะมิโนท่ีมีโซ่ขำ้งเป็นก่ิง (branch chain) อะมิโนสำมำรถยบัย ั้ง ACE แบบแยง่จบัแบบแบบ
แข่งขนั (competitive inhibitor)  Ondetti and Cushman, (1977)ไดเ้สนอแบบจ ำลองกำรจบักนัระหวำ่ง
สำรตั้งตน้หรือสำรยบัย ั้ง ACE ท่ีบริเวณเร่งของ ACE โดยแบ่งเป็นบริเวณเร่งยอ่ย (subsites) เป็น 3 
ต าแหน่ง คือ S1 (anterpenultimate), S1´ (penultimate) และ S2´ (ultimate) ซ่ึงบริเวณเร่งยอ่ยทั้ง 3 
ต าแหน่งจะจบักบักรดอะมิโนชนิดท่ีแตกต่างกนั โดยสามารถจบักบัเพปไทดส์ายสั้นท่ีมี Pro และ Val 
อยูท่ี่ต  าแหน่งปลายดา้นคาร์บอกซิลไดเ้ป็นอยา่งดี ท าให้เพปไทดท่ี์มีกรดอะมิโนในต าแหน่งดงักล่าวมี
คุณสมบติัในการยบัย ั้งการท างานของ ACE  (Zhao et al., 2007) 
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ตารางที่ 3.6 ล ำดบักรดอะมิโนของเพปไทดท่ี์ยบัย ั้ง ACE จำกกำรวเิครำะห์แบบ denovo peptide 
sequencing  

Sequence 
no. 

PepNovo 
score 

Molecular 
weight (Da) 

             Amino acid sequence 

1 60.708 1018.626 Leu-Met-Leu-Leu-Leu-Phe-Arg 
2 37.147 921.638 Glu-Asn-Leu-Ser-Phe-Arg-Arg 
3 98.852 903.664 Glu-Leu-Leu-Leu-Leu-Phe-Arg 
4 86.536 790.576 Glu-Leu-Leu-Leu-Phe-Arg 
5 48.014 905.657 Pro-Gln-Leu-Leu-Pro-Pro-Leu-Lys 
6 43.09 791.66 Asp-Lys-Leu-Leu-Phe-Arg 
7 86.861 905.671 Met-Leu-Leu-Leu-Leu-Phe-Arg 
8 50.755 1017.667 Glu-Asn-Leu-Leu-Leu-Leu-Phe-Arg 
9 43.813 904.795 Asn-Glu-Leu-Leu-Leu-Phe-Arg 

10 65.303 2919.462 Asn-Leu-Met-Ala-Gly-Thr-Gln-Gly-Ser-Tyr-Lys 
11 64.83 2151.592 Leu-Gln-Val-Gln-Glu-Leu-Gln-Pro-Leu-Lys 
12 93.703 1017.864 Leu-Asn-Glu-Leu-Leu-Leu-Phe-Arg 
13 7.102 812.443 Glu-Leu-Leu-Asn-Pro-Val-Lys 
14 62.685 923.765 Met-Asn-Leu-Asn-Glu-Phe-Arg 
15 66.785 790.412 Glu-Leu-Leu-Leu-Phe-Arg 
16 70.635 904.757 Leu-Leu-Leu-Glu-Asn-Phe-Arg 
17 35.069 905.667 Met-Leu-Leu-Leu-Leu-Phe-Arg 
18 65.145 1016.926 Met-Pro-Leu-Leu-Leu-Leu-Phe-Arg 

 
Nakagomi et al., (2000) รำยงำนวำ่เพปไทด์ท่ีแยกไดจ้ำกอลับูมินในเลือดของมนุษยแ์ละใน

น ้ ำเลือดจะมีกรดอะมิโน arginine ท่ีปลำยดำ้นคำร์บอกซิล (Ala-Phe-Lys-Ala-Trp-Ala-Val-Ala-Arg 
และ Tyr-Leu-Tyr-Glu-Ile-Ala-Arg-Arg) สำมำรถแสดงกิจกรรมในกำรยบัย ั้ง ACE ท่ีสูง ประจุบวก
ของกลุ่ม guanidine หรือหมู่แอลฟำอะมิโนอำจมีผลต่อควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้งเอนไซม ์คอลลำเจน
ไฮโดรไลเสทจำกหนงัของปลำ skate มีกรดอะมิโน arginine ท่ีปลำยดำ้ยคำร์บอกซิล (Gln-Leu-Gly-
Phe-Leu-Gly-Pro-Arg) สำมำรถแสดงกิจกรรมกำรยบัย ั้ง ACE ท่ีสูง โดยมีค่ำ IC50 เท่ำกบั 148 ไมโคร
โมลำร์ (Lee et al., 2011) มีกำรศึกษำล ำดบักรดอะมิโนจำกอลับูมินในเลือดของมนุษยท่ี์ถูกยอ่ยดว้ย
เอนไซม์ทริปซิน โดยล ำดบักรดอะมิโนท่ีไดคื้อ Ala-Trp และ Ala-Phe-Lys-Ala-Trp-Ala-Val-Ala-
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Arg  เพปไทด์ Ala-Trp เป็นสำรยบัย ั้งท่ีจะเขำ้จบัแบบแข่งขนั ในขณะท่ี Ala-Phe-Lys-Ala-Trp-Ala-
Val-Ala-Arg จะเป็นสำรยบัย ั้งท่ีเขำ้จบัแบบไม่แข่งขนั (noncompetitive inhibitor) กบั ACE (Tauzin 
et. al., 2002; Fujita et al., 2000; Nakagomi. et al., 2000; Nakagomi et al., 1998; Cheng et al., 1980) 

 
3.3 เพปไทด์ต้านออกซิเดชันจากวสัดุเหลอืทิง้จากโรงงานซูริมิ 

3.3.1 ศึกษำลกัษณะเพปไทด์ท่ีมีสมบติัในกำรตำ้นออกซิเดชนัจำกวสัดุเหลือทิ้งจำก
โรงงำนซูริมิโดยใชเ้อนไซม ์

3.3.1.1 กำรท ำบริสุทธ์ิไฮโดรไลเสทจำกกำ้ง กระดูกและเศษหนงัและคุณสมบติั
ในกำรเป็นสำรตำ้นอนุมูลอิสระ 

น ำตวัอย่ำงโปรตีนไฮโดรไลเสทจำกกำ้ง กระดูกและเศษหนงัปลำทรำย
แดง ท่ีผ่ำนกำรย่อยดว้ยโปรติเนสจำก Virgibacillus sp. SK33 นำน 8 ชัว่โมง มำท ำบริสุทธ์ิดว้ย
คอลมัน์ DEAE-Sephacel พบวำ่ สำมำรถแยกเพปไทด์ได ้2 กลุ่ม คือ เพปไทด์ท่ีไม่เกำะกบัคอลมัน์ 
(fraction A) และเพปไทด์ท่ีเกำะกบัคอลมัน์ (fraction B) (รูปท่ี 3.14a) และวดัคุณสมบติัในกำรเป็น
สำรตำ้นอนุมูลอิสระโดยทดสอบควำมสำมำรถในกำรจบัอนุมูล ABTS และควำมสำมำรถในกำร
รีดิวซ์เหล็กเฟอริค โดยพบวำ่ fraction B มีควำมสำมำรถในกำรจบักบัอนุมูล ABTS (0.617±0.008 

มิลลิโมลำร์ Trolox) และควำมสำมำรถในกำรให้อิเล็กตรอนกบัเหล็กเฟอริค (0.329±0.002 ไมโคร  
โมลำร์ Trolox) สูงกวำ่ fraction A (ตำรำงท่ี 3.7) ดงันั้นจึงเก็บตวัอยำ่งจำก fraction B ไปท ำบริสุทธ์ิ
ต่อดว้ยเทคนิค Size exclusion chromatography พบวำ่ สำมำรถแยกเพปไทด์ตำมขนำดได ้3 กลุ่ม คือ 
fraction B1, B2 และ B3 (รูปท่ี 3.14b) ซ่ึง fraction B3 มีควำมสำมำรถในกำรจบักบัอนุมูล ABTS 
(0.487±0.061 มิลลิโมลำร์ Trolox) และให้อิเล็กตรอนกบัเหล็กเฟอริค (113.398±7.051 ไมโครโมลำร์ 
Trolox) สูงท่ีสุด ในขณะท่ี fraction B2 มีควำมสำมำรถในกำรจบักบัเหล็กเฟอรัส (0.687±0.032 มิลลิ
โมลำร์ EDTA) และอนุมูลไฮดร็อกซิล (77.2±0.8%) สูงท่ีสุด (ตำรำงท่ี 3.8) เน่ืองจำก fraction B3 
ประกอบด้วยเพปไทด์ท่ีมีกรดอะมิโนไทโรซีน (Y) ซ่ึงมีควำมสำมำรถในกำรให้โปรตอนหรือ
อิเล็กตรอนกบัอนุมูลอิสระได ้ส่วน fraction B2 ประกอบดว้ยเพปไทด์ท่ีมีกรดอะมิโนกลูตำมิค (E) 
ซ่ึงมีควำมสำมำรถในกำรจบักบัโลหะ (ตำรำงท่ี 3.9) 
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รูปที ่3.14 กำรท ำบริสุทธ์ิโดยใชเ้ทคนิค Anion exchange chromatography (a) ของโปรตีนไฮโดรไล-
เสทท่ีผลิตจำกโครงกระดูก กำ้งและหนงัปลำทรำยแดง ท่ียอ่ยดว้ยโปรติเนสจำก 
Virgibacillus sp. SK33 นำน 8 ชัว่โมง และ กำรท ำบริสุทธ์ิโดยใชเ้ทคนิค Size exclusion 
chromatography (b) ของตวัอยำ่งหลงัจำกผำ่นกำรท ำบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิค Anion exchange 
chromatography  

 

A 

B1 

B 



64 

ตารางที ่3.7 ควำมสำมำรถในกำรตำ้นอนุมูลอิสระและผลผลิตของโปรตีนไฮโดรไลเสทจำกกระดูก กำ้ง และเศษหนงัปลำทรำยแดงและตวัอยำ่งหลงัแยกดว้ย
คอลมัน์ DEAE-Sephacel  

ตัวอย่าง ความสามารถในการจับกบั
อนุมูล ABTS (mM Trolox) 

ความสามารถในการให้อิเลก็ตรอนกับ
เหลก็เฟอริค (µM Trolox) 

ผลผลติ
(%) 

โปรตีนไฮโดรไลเสท 0.214±0.002a 14.993±0.324b 100 
เพปไทดท่ี์ไม่เกำะกบัคอลมัน์ (Fraction A) 0.329±0.002b 5.926±0.06 a 30 
เพปไทดท่ี์เกำะกบัคอลมัน์ (Fraction B) 0.617±0.008c 37.447±4.377c 31 

Different letters indicate significant differences (p < 0.05). Values are expressed as mean ± S.D. 

 
ตารางที ่3.8 ควำมสำมำรถในกำรตำ้นอนุมูลอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสทจำกกระดูก กำ้ง และเศษหนงัปลำทรำยแดงท่ีผำ่นกำรแยกดว้ยคอลมัน์ Superdex 30 

prep size exclusion และผลผลิตท่ีได ้
ตัวอย่าง ความสามารถในการจับกบั

อนุมูล 
ABTS (mM Trolox) 

ความสามารถในการให้
อเิลก็ตรอนกบัเหลก็เฟอริค 

(µM Trolox) 

ความสามารถในการจับกบั
เหลก็เฟอรัส 

(mM EDTA) 

ความสามารถในการจับกบั
อนุมูลไฮดรอกซิล (%) 

ผลผลติ 
(%) 

เพปไทด ์B1 0.090±0.006a 9.255±0.113a 0.185±0.007a 0a 6 
เพปไทด ์B2 0.154±0.004a 7.536±1.897a 0.687±0.032c 77.2±0.8c 13 
เพปไทด ์B3 0.487±0.061b 113.398±7.051b 0.307±0.051b 55.3±5.2b 50 
ผลผลิตเทียบกบัปริมำณเพปไทดก่์อนฉีดเขำ้คอลมัน ์Superdex 30 prep size exclusion; Different letters indicate significant differences (p < 0.05). Values are expressed as mean ± S.D. 
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3.3.1.2 ล าดบักรดอะมิโนวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค LC-MS/MS 
น ำตวัอยำ่งโปรตีนไฮโดรไลเสทจำกกำ้ง กระดูกและเศษหนงัปลำทรำย

แดงท่ีผำ่นกำรแยกดว้ยเทคนิค Size exclusion chromatography ไปหำล ำดบักรดอะมิโนโดยเทคนิค 
Tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) เพื่อท่ีจะอธิบำย mode of action ของเพปไทด ์ ซ่ึงพบวำ่
กรดอะมิโนลูซีน (L) ไลซีน (K) และอำร์จินีน (R) เป็นองคป์ระกอบหลกัของทั้ง 3 fractions กรดอะมิ
โนกลูตำมิก (E) เป็นกรดอะมิโนท่ีเด่นใน fractions B1 และ B2 กรดอะมิโนไทโรซีน (Y) และ ทริป
โตแฟน (W) พบในทั้ง fractions B1 และ B2 ในขณะท่ี fraction B3 ประกอบดว้ยกรดอะมิโนกลูตำ
มิก (E) ต ่ำ แต่มีปริมำณกรดอะมิโนไทโรซีน (Y) สูงกวำ่ fractions B1 และ B2 (ตำรำงท่ี 3.9) ซ่ึง
กรดอะมิโนทริปโตแฟน (W) และไทโรซีน (Y) มีควำมสำมำรถใหโ้ปรตอนหรืออิเล็กตรอนกบั
อนุมูลอิสระได ้(Hernández-Ledesma, Davalos, Bartolome, and Amigo, 2005) กรดอะมิโนอำร์จินีน 
(D) กลูตำมิก (E) และไลซีน (K) มีควำมสำมำรถในกำรจบักบัโลหะได ้(Saiga et al., 2003) 

3.3.1.3 สมบติัเพปไทดส์ังเครำะห์จำก fraction B3 
เน่ืองจำก fraction B3 มีคุณสมบติัในกำรเป็นสำรตำ้นอนุมูลอิสระและมี

ปริมำณผลผลิตสูงสุด ดงันั้นจึงสังเครำะห์ล ำดบักรดอะมิโนของ fraction B3 และทดสอบคุณสมบติั
ในกำรเป็นสำรตำ้นอนุมูลอิสระโดยวดัควำมสำมำรถในกำรจบักบัอนุมูล ABTS โดยพบว่ำมีเพียง 
เพปไทด์ P4 (FLGSFLYEYSR) ท่ีมีฤทธ์ิเป็นสำรตำ้นอนุมูลอิสระ และเม่ือผสมเพปไทด์แต่ละช้ินท่ี
ควำมเขม้ขน้ของเพปไทดสุ์ดทำ้ย 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เพื่อทดสอบกำรเสริมฤทธ์ิในกำรเป็นสำรตำ้น
อนุมูลอิสระ พบว่ำเพปไทด์แต่ละช้ินไม่มีกำรเสริมฤทธ์ิกนั (ตำรำงท่ี 3.10) ฤทธ์ิในกำรตำ้นอนุมูล
อิสระของเพปไทด์ P4 (FLGSFLYEYSR) เน่ืองจำกกรดอะมิโนไทโรซีน (Y) ในล ำดบัเพปไทด ์ซ่ึง
สำมำรถให้โปรตอนหรืออิเล็กตรอนกับอนุมูล ABTS ได้ ดังนั้ นจึงสรุปได้ว่ำ เพปไทด ์
FLGSFLYEYSR เป็นเพปไทดส์ ำคญัซ่ึงมีคุณสมบติัในกำรเป็นสำรตำ้นอนุมูลอิสระใน fraction B3 
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Fraction No. Amino acid sequence Fraction No. Amino acid sequence Fraction No. Amino acid sequence 

B1 1 LDDEFPDLSLH B2 

 

1 ALGDQRTFFLNSMVLEEHC B3 

 

1 VELLVPK 

2 VEDEFPDLSLH 2 LAGDQRTFFLSNMVLEEHC 2 AGNQVLNLQADLPK 

3 FSLDDEFPDLSLH 3 LEDEEHPSGAELT 3 LGTGTDL 

4 LDEESTLAGAHE 4 ELEELAQGPVYQA 4 FLGSFLYEYSR 

5 VEEESTLAGAHE 5 PTRRYYTLFVFLKRLLLGLFRLLLFYAYKGMP 5 NTFLFFK 

6 HELFAASRTLFLNRLDDLGH 6 AVLWCQRGFLEEDELKLF  

7 LRFSLEHCLR 7 ELELEEELEAQLW 

8 FGLEFHCLKLF 8 GNMNMEKLW 

9 GFLEFCHLKLF 9 LEELEEELEGWL 

10 LQLVEEWHKNWVF 10 LEELEEELEGLW 

11 ASLEEAEGTLEHEEAKLLR 11 NCAQMEKLW 

12 TLDDVLQTRDALCPHQ 12 WNDDMTRLW 

13 TGANPDLTEQLWTGKSLELHE 13 ASLEEAELLDQFFCLQL 

14 ELFNLGEAEDLGGRYLA 14 GLLDELFCLGLEEEELKLF 

15 FSGDQLEDYTTTTV 15 LGLDELFCLGLEEEELKLF 

16 FSGDQLEDYVAWF 16 VALDELFCLGLEEEELKLF 

17 KTRWNEDELYALQKK 17 FGLEEEELFLK 

18 LEQVWYLFNQSRYLE 18 ALGDQRTFFLNSMVLEEHC 

19 LTYNQDLAEPRCFTM 19 LAGDQRTFFLSNMVLEEHC 

20 LEDSLRTDELYAQ 20 LEDEEHPSGAELT 

21 LTRSDLEDELYAQLK 21 ELEELAQGPVYQA 

22 NPELEELSFLYAQ 

 

23 NPELEELSFLYAAG 

24 NPYVMEFNLDKYFE 

25 PNYVMEFNLDQLYY 

26 QVQQELYQWRFELEMLRQGMV 

27 SALEEAEGTLVGLFRYQEL 

28 TLNYQDLAEPRCFTM 

29 TLRDSLEDELYAQ 

30 EELRALEEELEAWQL 

31 ERDLLDRWLFLEVWMELE 

32 EELARLEEELEAWQL 

33 GVDNLVFLEWMDLLE 

34 LEELEEELEALWQ 

35 RWNWRELRFLEEVWMLE 

36 AERAAFLEEELEKMRF 

37 FSGDQLEDLAGMFF 

38 GAEQLDMTTSDLELPPGT 

39 KLEDMQLEAEGGCKLE 

40 LVEEELDVGAQKLMP 

41 ARLEELEEELEACKPV 

42 ELEEELEAKPVC 

43 LEELEEELAKCPVE 

ตารางที ่3.9 ล ำดบักรดอะมิโนของโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีผำ่นกำรแยกดว้ยเทคนิค Size exclusion chromatography จำกกำรวเิครำะห์ดว้ยเทคนิค LC-MS/MS 
66 
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ตาราง 3.10 ควำมสำมำรถในกำรจบักบัอนุมูล ABTS (mM Trolox) ของเพปไทด์สังเครำะห์แต่ละช้ิน
และเพปไทด์ผสมท่ีได้มำจำกกำรวิเครำะห์ล ำดับเพปไทด์จำกส่วน B3 ท่ีควำมเขม้ข้น
สุดทำ้ย 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

 
Peptide 

 
ABTS radical scavenging activity 

(mM Trolox) 
P1 0a 

P1+P2 0a 
P1+P3 0.015±0.015a 

P1+P2+P3 0.005±0.000a 
P1+P2+P4 2.140±0.024c 

P1+P2+P3+P4 1.962±0.021b 
P2 0a 

P2+P3 0a 
P2+P4 2.287±0.029d 

P2+P3+P4 2.146±0.005c 
P3 0a 

P3+P4 2.281±0.011d 
P1+P4 2.290±0.003d 

P1+P3+P4 2.125±0.019c 
P4 2.448±0.003e 
P5 0a 

หมายเหตุ P1 คือ VELLVPK P2 คือ AGNQVLNLQADLPK P3 คือ LGTGTDL P4 คือ FLGSFLYEYSR และ P5 คือ 
NTFLFFK; ตวัอกัษรท่ีต่างกนัแสดงความแตกต่างทางสถิติ (p<0.05) 

 
3.3.1.4 สมบติัในกำรเป็นสำรตำ้นอนุมูลอิสระทำงชีวภำพ 

เน่ืองจำก fraction B2 และ B3 มีกำรปนเป้ือนของเกลือโซเดียมคลอไรด์
จำก anion exchange chromatography อยูใ่นปริมำณมำก ซ่ึงเกลืออำจจะมีผลรบกวนต่อกำรศึกษำกำร
เป็นสำรตำ้นอนุมูลอิสระทำงชีวภำพ ดงันั้นในกำรทดลองน้ีจึงเลือก fraction B1 และเพปไทด์
สังเครำะห์ FLGSFLYEYSR ท่ีไดจ้ำกกำรวเิครำะห์ล ำดบัเพปไทดจ์ำก fraction B3 เพื่อศึกษำ
คุณสมบติัในกำรเป็นสำรตำ้นอนุมูลอิสระในระดบัเซลล ์ จำกกำรทดลองพบวำ่เม่ือเติมเฉพำะ
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ไฮโดรเจนไฮดรอกไซดล์งในเซลล ์HepG2 ท ำให ้ DCF fluorescence intensity เพิ่มข้ึนประมำณ 1.2 
เท่ำ เทียบกบัตวัอยำ่งเซลล ์ HepG2 ท่ีไม่เติมไฮโดรเจนไฮดรอกไซด ์ (control) เม่ือเติม fraction B1 
และเพปไทดส์ังเครำะห์ FLGSFLYEYSR ท่ีควำมเขม้ขน้ 10 และ 20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร แลว้บ่ม
เป็นเวลำ 1 ชัว่โมง ก่อนกำรเติมไฮโดรเจนไฮดรอกไซด ์พบวำ่ค่ำ DCF fluorescence intensity ลดลง 
อยำ่งไรก็ตำม ค่ำ DCF fluorescence intensity ไม่มีควำมแตกต่ำงระหวำ่งตวัอยำ่ง fraction B1 และ
เพปไทดส์ังเครำะห์ FLGSFLYEYSR ท่ีควำมเขม้ขน้ 10 และ 20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรจำกกำรทดลอง
น้ีบ่งช้ีวำ่ ตวัอยำ่ง fraction B1 และ เพปไทดส์ังเครำะห์ FLGSFLYEYSR ท่ีไดม้ำจำกกำรวเิครำะห์
ล ำดบัเพปไทดจ์ำกส่วน B3 มีควำมสำมำรถในกำรลดอนุมูลอิสระท่ีเกิดจำกไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์
ภำยในเซลล ์HepG2  

 

 
 
รูปที่ 3.15 ความสามารถในการจบัอนุมูลอิสระภายในเซลล์ HepG2 ของตวัอย่าง fraction B1 และ    

เพปไทด์สังเคราะห์ FLGSFLYEYSR ท่ีความเขม้ขน้ของเพปไทด์ 10 และ 20 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร; ตวัอกัษรท่ีต่างกนัแสดงความแตกต่างทางสถิติ (p<0.05) 

 

  a a   a 
 a  a 

b 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

วสัดุเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมอาหารทะเลไดแ้ก่ น ้ าลา้งจากกระบวนการผลิตซูริมิ กา้ง และ
เศษกระดูก รวมถึงหนงัปลาจากปลาน ้ าจืด เป็นแหล่งของโปรตีนและเพปไทด์ท่ีมีประโยชน์ โดยน ้ า
ลา้งเน้ือปลาไนมีโปรติเนสแอลฟา-1 ท่ีมีคุณสมบติัยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินไดสู้ง เป็นไกลโคโปรตีนท่ี
มีขนาด 44 และ 50 กิโลดาลตนั มีความสามารถยบัย ั้งการเส่ือมสลายโดยโปรติเนสของเจลของซูริมิ
ปลาตาหวาน ดังนั้นจึงอาจใช้เป็นสารยบัย ั้งโปรติเนสในซูริมิเพื่อปรับปรุงคุณสมบติัของเจลได ้
นอกจากน้ีคอลลาเจนไฮโดรไลเสทของหนังปลานิลและปลาดุกบ๊ิกอุยมีสมบัติยบัย ั้ งเอนไซม ์
Angiotensin converting enzyme (ACE) ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์ก่อใหเ้กิดความดนัโลหิตสูง โดยคอลลาเจน
ไฮโดรไลเสทท่ีผลิตจากเอนไซมเ์พปซินมีความสามารถในการยบัย ั้ง ACE สูงสุด โดยไฮโดรไลเสท
ของคอลลาเจนจากปลาดุกบ๊ิกอุยแสดงความสามารถในการยบัย ั้งสูงกว่าปลานิล กิจกรรมการยบัย ั้ง 
ACE ของคอลลาเจนไฮโดรไลเสทจากปลาดุกบ๊ิกอุยท่ียอ่ยดว้ยเพปซินเพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็วท่ี 4 ชัว่โมง
แรกของการยอ่ย เพปไทดท่ี์ผา่นเยื่อกรองขนาด 5 กิโลดาลตนั สามารถยบัยงั ACE ไดสู้งสุด โดยมีค่า
การยบัย ั้ง (IC50) 9.01±0.04 ไมโครกรัม (สมมูลไกลซีน)/มิลลิลิตร และเม่ือน ามาผา่นการท าบริสุทธ์ิ
และหาล าดบักรดอะมิโนพบวา่ กรดอะมิโนส่วนใหญ่ท่ีพบในเพปไทด์คือ Leu, Arg, Phe และ Asn 
บริเวณปลายสายดา้นคาร์บอกซิล (C-terminal) ส่วนมากเป็นกรดอะมิโน Arg ในขณะท่ีปลายสาย
ด้านอะมิโน (N-terminal) ประกอบไปด้วยกรดอะมิโนสายตรง แสดงถึงแนวโน้มของการใช้เป็น
อาหารเสริมสุขภาพท่ีช่วยควบคุมความดนัโลหิต  

ส าหรับเพปไทด์จาก กระดูก กา้งและเศษหนงัปลาทรายแดงท่ีผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมจ์าก 
Virgibacillus sp. SK33 ท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิบางส่วน fraction B3 มีความสามารถในการจบักบัอนุมูล 
ABTS และความสามารถในการให้อิเล็กตรอนกบัเหล็กเฟอริคสูงท่ีสุด ในขณะท่ี fraction B2 มี
ความสามารถในการจบักบัเหล็กเฟอรัสและอนุมูลไฮดรอกซิลสูงท่ีสุด ถึงแม ้fraction B1 จะมีฤทธ์ิใน
การเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระซ่ึงทดสอบดว้ยวิธีทางเคมีต ่า แต่ fraction B1 และ เพปไทด์สังเคราะห์ 
(FLGSFLYEYSR) ท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์ล าดบัเพปไทด์จาก fraction B3 มีความสามารถในการจบั
อนุมูลอิสระท่ีเกิดจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ภายในเซลล์ HepG2 ผลการศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่า
กา้ง กระดูก และเศษหนงัมีศกัยภาพเป็นแหล่งโปรตีนส าหรับผลิตเพปไทด์ท่ีมีคุณสมบติัเป็นสารตา้น
อนุมูลอิสระ และอาจใชเ้ป็นผลิตภณัฑโ์ภชนเภสัช (Nutraceutical) ได ้
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1. Factors affecting histamine in fish sauce fermentation 
2. Proteinases and transglutaminase activity in freshwater fish species 
3. Reduction of biogenic amines content during fish sauce fermentation 
4. Influence of freshness quality and actomyosin denaturation on gel-forming ability of threadfin 

bream (Nemipterus spp.) muscle proteins 
5. Purification and characterization of transglutaminase from Tilapia (Oreochromis niloticus) 
6. Covalent cross-linking of threadfin bream muscle proteins by transglutaminase(s) 
7. Inhibition of proteolysis and application of microbial transglutaminase in lizardfish surimi 
8. Process development of fishball and fish sausage from freshwater fish species 
9. Biogenic amine formation in anchovies and fermented fish products 
10.  Acceleration of fish sauce production using starter cultures and proteinases 
11. Study in catalytic reaction of transglutaminase in threadfin bream surimi using  MALDI-TOF 
12. Conformation changes of muscle proteins from tropical fish species. 
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