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บทคัดย่อ 
 วตัถปุระสงค์ของงานวิจยันีค้ือเพื่อศึกษาผลของระดบัการย่อยสลายและขนาดโมเลกุลของคอลลาเจนไฮโดรไลเซท
จากหนงัปลากราย (Chitala ornata) ที่มีต่อการยบัยัง้กิจกรรมของเอนไซม์แอนจิโอเทนซินวนั-คอนเวอร์ติง (angiotensin I-
converting enzyme, ACE) และการต้านอนมุลูอิสระ คอลลาเจนที่สกดัได้จากหนงัปลากรายมีปริมาณผลผลิต 35.67% ของ
น า้หนกัแห้ง จากผลการศกึษารูปแบบโปรตีนของคอลลาเจนด้วยเทคนิค SDS-PAGE พบวา่คอลลาเจนจากหนงัปลากรายเป็น
คอลลาเจน type I จากนัน้คอลลาเจนถกูยอ่ยด้วยเอนไซม์ชนิดตา่ง ๆ ได้แก่ ทริปซิน เปปซิน และอลัคาเลสที่ระยะเวลาการยอ่ย
แตกต่างกัน (0, 2, 4, 6 และ 8 ชั่วโมง) พบว่าคอลลาเจนที่ถูกย่อยด้วยเอนไซม์อัลคาเลสมีระดับการย่อยสลายสูงที่สุด             
คือ 35.09% รองมาคือเปปซิน (26.73%) และ ทริปซิน (22.03%) ตามล าดบั ที่ระยะเวลาการย่อย 8 ชั่วโมง ซึ่งคอลลาเจน
ไฮโดรไลเซทที่ถกูย่อยด้วยเอนไซม์อลัคาเลสเป็นเวลา 8 ชัว่โมงแสดงประสทิธิภาพในการยบัยัง้ ACE และความสามารถในการ
ต้านอนุมูลอิสระเมื่อวิเคราะห์ด้วยวิธี 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging และ ferric reducing 
antioxidant power (FRAP) ได้ดีที่สดุ เมื่อน าคอลลาเจนไฮโดรไลเซทที่ได้จากการยอ่ยด้วยเอนไซม์อลัคาเลสเป็นเวลา 8 ชัว่โมง
มาแยกขนาดโมเลกุลของเพปไทด์ด้วยเยื่อกรองอัลตราฟิวเตชัน โดยแบ่งออกเป็น 4 ส่วนคือ crude hydrolysates, ขนาด
มากกว่า 30 กิโลดาลตนั, ขนาดระหว่าง 10-30 กิโลดาลตนัและขนาดน้อยกว่า 10 กิโลดาลตนั พบว่าคอลลาเจนไฮโดรไลเซท            
ที่มีขนาดน้อยกวา่ 10 กิโลดาลตนัมีประสทิธิภาพในการยบัยัง้ ACE (50.35%) และแสดงความสามารถในการต้านอนมุลูอิสระ
ได้ดีที่สดุเมื่อวิเคราะห์ด้วยวิธี DPPH (59.06%) และ FRAP (304.56 mM สมมลูของ FeSO4)  
 

ค าส าคัญ : ปลากราย  คอลลาเจนไฮโดรไลเซท  เอนไซม์แอนจิโอเทนซินวนั-คอนเวอร์ติง  การต้านอนมุลูอิสระ 
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Abstract 
 The objective of this study was to investigate effect of degree of hydrolysis and molecular weight of 
collagen hydrolysates from clown featherback (Chitala ornata) skin on angiotensin I-converting enzyme (ACE) 
inhibitory and antioxidant activities. Yield of collagen from clown featherback was 35-67%  of dried skin. Based on 
SDS-PAGE, the collagen was classified as Type I.  The collagen was hydrolyzed by various proteinases including 
trypsin, pepsin and alcalase at different hydrolysis time (0, 2, 4, 6 และ  8 h). The highest degree of hydrolysis was 
found in hydrolysates prepared from alcalase (35.09%) , followed by pepsin (26.73%)  and trypsin (22.03%) , 
respectively at 8 h hydrolysis. Alcalase-induced hydrolysates (at 8  h) exhibited the highest ACE inhibitory and 
antioxidant activities based on 1, 1- diphenyl-2- picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging and ferric reducing 
antioxidant power (FRAP). The hydrolysates prepared from alcalase (at 8 h) were fractionated into 4 fractions: crude 
hydrolysates, >30 kDa, 10-30 kDa and <10 kDa using ultrafiltration membranes. The fraction with MW <10 kDa 
showed the highest ACE inhibitory activity (50.35%)  and antioxidant activity based on DPPH radical scavenging 
(59.06%) and FRAP (304.56 mM FeSO4 equivalent).  
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บทน า  
 โรคความดนัโลหิตสงูเป็นโรคที่พบได้บ่อยมากในผู้ใหญ่และสง่ผลให้ผู้ ป่วยเสยีชีวิตก่อนวยัอนัควร มีการคาดการณ์วา่
ภายในปี พ.ศ. 2568 จะมีผู้ ป่วยที่มีภาวะความดนัโลหิตสงูประมาณ 1.5 พนัล้านคน (Kuo & Pu, 2011) สาเหตหุนึง่ที่ท าให้เกิด
ภาวะความดนัโลหิตสงูคือเอนไซม์แอนจิโอเทนซินวนั-คอนเวอร์ติง(angiotensin I-converting enzyme, ACE) โดยเอนไซม์นี ้
จะเปลี่ยนสารตัง้ต้นคือ angiotensin I เป็น angiotensin II ท าให้หลอดเลือดหดตวัมีผลให้ความดนัโลหิตสูงขึน้ นอกจากนี ้
ACE ยงัสามารถย่อย bradykinin ซึ่งเป็นเพปไทด์ที่ร่างกายหลัง่ออกมาเมื่อเกิดบาดแผลโดย bradykinin มีผลท าให้ความดนั
โลหิตต ่าลง แต ่ACE จะยอ่ยเพปไทด์ bradykinin ให้อยูใ่นรูปที่ไมม่ีผลตอ่การลดความดนัโลหิต ดงันัน้ ACE จึงมีผลตอ่การเพิม่
ของ angiotensin II และลดปริมาณ bradykinin ซึ่งทัง้สองปัจจัยจะส่งเสริมให้เกิดภาวะความดนัโลหิตสงู ดงันัน้การใช้สาร
ยบัยัง้ ACE จึงเป็นแนวทางหนึง่ในการแก้ปัญหาภาวะความดนัโลหิตสงูได้ดี ซึง่สารยบัยัง้  ACE ทางการค้า ได้แก่ enalaprilat, 
enalapril และ lisinopril โดยยาทัง้สามชนิดมีความสามารถในการยบัยัง้การท างานของ ACE ได้ดีแตม่ีผลข้างเคียง เช่น ไอแห้ง 
เป็นผ่ืนที่ผิวหนัง สูญเสียการรับรส มีภาวะโพแทสเซียมในเลือดสูง เป็นต้น (Atkinson & Robertson, 1979; Sica, 2003) 
ปัจจุบนัมีการรายงานถึงการใช้โปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้จากธรรมชาติเพื่อเป็นสารยบัยัง้ ACE โดยโปรตีนไฮโดรไลเซทจากสว่น
ก้างของปลาทนู่าและเจลาตินไฮโดรไลเซทจากหนงัปลาแปซิฟิกคอด (Gadus macrocephalus) มีความสามารถในการยบัยัง้ 
ACE ได้ (Lee et al., 2010; Himaya et al., 2012) นอกจากนีย้งัมีรายงานวา่โปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้จากสว่นต่าง ๆ ของปลา 
เช่น ก้าง กระดูก เนือ้เยื่อเก่ียวพัน และเกล็ดมีฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระ (Wiriyaphan et al., 2012; Ngo et al., 2010)              
ซึ่งอนมุลูอิสระเป็นสาเหตหุนึ่งที่ท าให้เกิดโรคต่าง ๆ เช่น โรคมะเร็ง โรคหวัใจและหลอดเลือด โรคข้ออกัเสบและโรคอลัไซเมอร์ 
เป็นต้น ถึงแม้จะมีรายงานการใช้โปรตีนไฮโดรไลเซทจากหนงัหมแูละหนงัววัอยูบ้่าง แต่พบว่าการใช้โปรตีนไฮโดรไลเซทท่ีสกดั



บทความวิจยั 

วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่  23  (ฉบบัที่ 1)  มกราคม – เมษายน  พ.ศ. 2561 349 
 

จากหนังหมูและหนังวัวมีข้อจ ากัดเร่ืองศาสนาและการใช้โปรตีนไฮโดรไลเซทจากหนังวัวอาจจะประสบปัญหาโรควัวบ้า          
ดังนัน้การสกัดโปรตีนไฮโดรไลเซทจากแหล่งโปรตีนอื่นเพื่อยับยัง้ กิจกรรมของ ACE และการต้านอนุมูลอิสระน่าจะเป็น           
อีกทางเลอืกหนึง่ที่ควรศกึษา 
 ระดบัการยอ่ยสลายและขนาดของโปรตีนโฮโดรไลเซทเป็นปัจจยัที่ควรค านึงถึงในการศกึษาเก่ียวกบัประสทิธิภาพใน
การยับยัง้ ACE และการต้านอนุมูลอิสระ ซึ่งความสามารถในการยบัยัง้ ACE เพิ่มขึน้เมื่อระดบัการย่อยสลายของโปรตีน
ไฮโดรไลเซทจากก้างปลาทนูา่เพิ่มมากขึน้ (Lee et al., 2010) นอกจากนีโ้ปรตีนไฮโดรไลเซทจากกระดกูปลาสวาย (Pangasius 
pangasius) มีประสทิธิภาพในการต้านอนมุลูอิสระสงูที่สดุเมือ่ระดบัการยอ่ยสลายสงูที่สดุ (Baehaki et al., 2015) ขณะที ่Lee 
et al. (2010) พบว่าเพปไทด์ที่มีขนาดโมเลกุลระหว่าง 1-5 กิโลดาลตนัแสดงศกัยภาพในการยบัยัง้ ACE ได้ดีกว่าเพปไทด์ที่มี
ขนาดโมเลกุลระหว่าง 5-10 กิโลดาลตนั Wang et al. (2013) พบว่าเพปไทด์ที่ได้จากการย่อยคอลลาเจนจากเกล็ดปลาจวด 
(Pseudosciaena crocea) ซึง่มีขนาดโมเลกลุต ่ากวา่ 1 กิโลดาลตนัมีประสทิธิภาพในการต้านอนมุลูอิสระได้ดีกวา่เพปไทด์ที่มี
ขนาดโมเลกุลใหญ่ ดงันัน้เพื่อให้โปรตีนไฮโดรไลเซทที่มีความสามารถในการยบัยัง้ ACE และมีฤทธ์ิในการต้านอนมุลูอิสระได้
อยา่งมีประสทิธิภาพจึงควรพิจารณาในเร่ืองของระดบัการยอ่ยสลายและขนาดของโปรตีนไฮโดรไลเซท 
 ปลากราย (Chitala ornate) เป็นปลาน า้จืดเศรษฐกิจชนิดหนึ่งที่คนไทยนิยมบริโภค มกัพบในแหลง่น า้นิ่งและแม่น า้
ทัว่ประเทศไทย ปลาชนิดนีม้ีเนือ้สขีาวและมีความสามารถในการเกิดเจลที่ดีดงันัน้จึงนิยมน าเนือ้ปลากรายไปท าเป็นผลติภณัฑ์
ทอดมนัและลกูชิน้ ในระหว่างกระบวนการแลเ่นือ้ปลาจะมีหนงัปลาที่ถือได้วา่เป็นวสัดเุหลือทิง้ประมาณ 17-22% ของน า้หนกั
ทัง้หมด (Kittiphattanabawon et al., 2015) โดยวสัดเุหลือทิง้เหลา่นีจ้ะถกูสง่ไปขายในโรงงานปลาป่นหรือโรงงานอาหารสตัว์
ซึ่งมีมลูคา่ต ่า เพื่อเป็นการเพิ่มมลูค่าให้กบัหนงัปลากราย การผลิตคอลลาเจนไฮโดรไลเซทจากหนงัปลากรายที่มีองค์ประกอบ
ของเพปไทด์ที่แสดงความสามารถในการยบัยัง้กิจกรรมของ ACE และมีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระอาจท าให้เกิดแนวทางการพฒันา
ผลิตภณัฑ์อาหารเสริมสขุภาพซึ่งเป็นผลิตภณัฑ์ที่มีมูลค่าสงูและยงัเป็นการเพิ่มมลูค่าของวสัดเุหลือทิง้จากหนงัปลากรายอีก
ด้วย ดงันัน้วตัถปุระสงค์ของงานวิจยันีค้ือเพื่อศึกษาระดบัการย่อยสลายและขนาดของคอลลาเจนไฮโดรไลเซทจากหนงัปลา
กรายที่มีผลตอ่การยบัยัง้กิจกรรมของ ACE และฤทธ์ิในการต้านอนมุลูอิสระ 
 
วิธีด าเนินการวิจัย 
การเตรียมหนังปลากราย 
 ซือ้หนงัปลากราย (clown featherback, Chitala ornata) จากตลาดริมแม่น า้เจ้าพระยา จังหวดันครสวรรค์ จัดเก็บ
หนงัปลาภายในกลอ่งโฟมที่บรรจุน า้แข็งและขนสง่มาที่ห้องปฏิบตัิการคณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลยัราชภฏั
พิบลูสงคราม จงัหวดัพิษณโุลก ภายใน 2 ชัว่โมง เมื่อขนสง่มาถึงห้องปฏิบตัิการ น าหนงัปลากรายมาล้างท าความสะอาดและ
ขดูสว่นเนือ้และเกลด็ที่ติดมาออก ตดัหนงัปลาให้มีขนาด 0.5 x 0.5 เซนติเมตร และน าหนงัปลาที่ได้มาสกดัคอลลาเจน   
การสกัดคอลลาเจนจากหนังปลากราย 
 การสกัดคอลลาเจนจากหนงัปลากรายดดัแปลงจากวิธีของ Kittiphattanabawon et al. (2005) ในการสกัดตลอด            
ทกุขัน้ตอนท าภายใต้อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เร่ิมจากน าหนงัปลากรายไปแช่ในสารละลาย sodium hydroxide เข้มข้น 0.1 
M ที่อตัราส่วนหนงัปลาต่อสารละลายด่าง 1:30 (w/v) กวนเป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดยเปลี่ยนสารละลายด่างทุก ๆ  8 ชั่วโมง              
เพื่อน าสว่นท่ีไม่ใช่โปรตีนคอลลาเจนและเม็ดสีออก หลงัจากนัน้ล้างด้วยน า้กลัน่จนกระทัง่คา่พี เอชของน า้ล้างเป็นกลาง น าไป
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แช่ในสารละลาย butyl alcohol เข้มข้น 10% โดยใช้อตัราสว่นหนงัปลาตอ่สารละลายเป็น 1:30 (w/v) กวนเป็นเวลา 24 ชัว่โมง
และเปลี่ยนสารละลายทุก ๆ  8 ชั่วโมง ต่อจากนัน้ล้างด้วยน า้กลัน่จนกระทัง่ค่าพีเอชของน า้ล้างเป็นกลาง แล้วน ามาแช่ใน
สารละลาย acetic acid เข้มข้น 0.5 M โดยอตัราส่วนตวัอย่างต่อสารละลายคือ 1:50 (w/v) พร้อมกับกวนอย่างต่อเนื่องเป็น
เวลา 72 ชัว่โมง หลงัจากนัน้น าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000×g เป็นเวลา 30 นาที ที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เก็บสว่น
ใสและน าสว่นตะกอนมาสกดัใหม่อีกครัง้ด้วยสารละลาย acetic acid เข้มข้น 0.5 M โดยอตัราสว่นตวัอย่างตอ่สารละลายคือ 
1:10 (w/v) กวนอย่างต่อเนื่องเป็นเวลา 12 ชัว่โมง น าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000×g เป็นเวลา 30 นาที ที่อณุหภมูิ 4 
องศาเซลเซียส น าสว่นใสที่ได้มารวมกนัและเติม sodium chloride ให้ได้ความเข้มข้นสดุท้ายเท่ากบั 2.6 M จากนัน้น าไปป่ัน
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000×g เป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บตะกอนเจลสีขาวขุ่นมาละลายด้วย
สารละลาย acetic acid เข้มข้น 0.5 M หลงัจากนัน้น าไป dialyzed ด้วยน า้กลัน่ปริมาตร 10 เท่า โดยเปลี่ยนน า้ทกุ ๆ 8 ชัว่โมง
จนกว่าจะได้พีเอชที่เป็นกลาง น าตวัอย่างที่ได้ไปท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งและเก็บตวัอย่างที่อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียสเพื่อ
เตรียมน าไปศกึษาตอ่  
การศึกษาปริมาณผลผลิตคอลลาเจน (%) 
 วิเคราะห์ความชืน้ตามวิธีการของ AOAC (2000) โดยชั่งน า้หนกัหนงัปลากราย (บนัทึกน า้หนกัที่แน่นอน) ใส่ลงใน
ถ้วยอลมูิเนียมที่ผ่านการอบไล่ความชืน้และทราบน า้หนกัที่แน่นอน น าถ้วยอลมูิเนียมที่บรรจุตวัอย่างอบในตู้อบไฟฟ้าที่ตัง้
อณุหภมูิ 105 องศาเซลเซียส ท าการอบเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้น าถ้วยอะลมูิเนียมที่บรรจตุวัอย่างมาใสใ่นโถดดูความชืน้ 
ทิง้ไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง น าถ้วยอะลูมิเนียมที่บรรจุตัวอย่างไปชั่งน า้หนักและน าไปอบซ า้ทุก ๆ 30 นาที ท าให้เย็นใน
โถดดูความชืน้จนกวา่จะได้น า้หนกัคงที่ (น า้หนกัที่ชัง่ทัง้ 2 ครัง้ติดตอ่กนัไมเ่กิน 1-3 มิลลกิรัม) หาความชืน้ของหนงัปลากรายได้
จากสตูร ความชืน้ = (น า้หนกัตวัอยา่งก่อนอบ (กรัม)  – น า้หนกัตวัอยา่งหลงัอบ (กรัม))/น า้หนกัตวัอยา่งกอ่นอบ (กรัม)  จากนัน้
ปริมาณผลผลติคอลลาเจน (dry basis) ค านวณได้ดงันี ้
   
ปริมาณผลผลติคอลลาเจน (dry basis) (%)     =           น า้หนกัคอลลาเจนหลงัการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (กรัม) x 100 
                                                    น า้หนกัหนงัปลาสด (ที่หกัลบความชืน้) เร่ิมต้น (กรัม) 
 
การศึกษารูปแบบโปรตีนคอลลาเจนด้วยวิธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอีเลคโทรโฟริซิส (SDS-
PAGE) 
 ละลายคอลลาเจนในสารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (sodium dodecylsulfate) เข้มข้น 5%  บ่มตัวอย่างที่
อณุหภมูิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที น าสว่นผสมไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000×g ที่อณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 10 
นาที วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนของสารละลายสว่นใสด้วยวิธี Lowry โดยใช้ bovine serum albumin เป็นสารละลายมาตรฐาน  
และวิเคราะห์องค์ประกอบของโปรตีนโดยใช้ polyacrylamide เข้มข้น 7.5% ตามวิธีของ Laemmli (Laemmli, 1970) โดยน า
สารละสายส่วนใสผสมกับ gel loading buffer (Tris-HCl เข้มข้น 12.5 mM พีเอช 6.8, SDS เข้มข้น 4%, glycerol เข้มข้น 
20%, ß-mercaptoethanol เข้มข้น 10% และ bromophenol blue เข้มข้น 0.1%) ด้วยอตัราสว่น 1:1 ต้มในน า้เดือดเป็นเวลา 3 
นาที ใช้กระแสไฟฟ้า 120 โวลต์ ย้อมสีด้วย  Coomassie Brilliant Blue R-250 เข้มข้น 0.125%  และล้างสีออกด้วย ethanol 
เข้มข้น 25% และกรด acetic เข้มข้น 10% 
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การเตรียมคอลลาเจนไฮโดรไลเซท  
 การเตรียมคอลลาเจนไฮโดรไลเซทดดัแปลงจากวิธีของ Piyadhammaviboon et al. (2012) โดยละลายคอลลาเจน
ในบฟัเฟอร์ McIlvain (พีเอช 2 และ 8) เข้มข้น 0.2 M อตัราส่วน 1:10 (w/w) เติมเอนไซม์ทริปซิน เปปซิน และอลัคาเลสและ
ควบคุมให้อยู่ในสภาวะที่เหมาะสมของแต่ละเอนไซม์ โดยเอนไซม์เพปซินย่อยที่พีเอช 2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ
เอนไซม์ทริปซินและอลัคาเลสยอ่ยที่พีเอช 8 อณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส อตัราสว่นของเอนไซม์ตอ่คอลลาเจนคือ 1:100 (w/w) 
ควบคมุอณุหภมูิโดยใช้อ่างน า้ร้อนแบบเขย่า เก็บตัวอยา่งที่ได้จากการย่อยที่เวลา 0, 2, 4, 6 และ 8 ชัว่โมง จากนัน้น าตวัอยา่ง
ไปให้ความร้อนในน า้ร้อนที่อณุหภมูิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เพื่อหยดุปฏิกิริยา ปรับพีเอชของตวัอย่างให้มีค่า
เท่ากบั 7 ด้วยสารละลาย sodium hydroxide เข้มข้น 1 M หรือสารละลาย hydrochloric acid เข้มข้น 1 M น าตวัอย่างไปป่ัน
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000×g อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บสว่นใสที่ได้ส าหรับการทดสอบตอ่ไป 
การศึกษาระดับการย่อยสลาย  
 น าตวัอยา่งที่ได้จากการยอ่ยของแตล่ะเอนไซม์มาศกึษาระดบัการยอ่ยสลายโดยท าตามวิธีของ Alder-Nissen (1979) 
ตวัอย่าง 50 µl ผสมกับบฟัเฟอร์ phosphate เข้มเข้น 0.215 M พีเอช 8.2 และ trinitrobenzenesulfonic acid เข้มข้น 0.5% 
ปริมาตร 0.5 ml บ่มสารละลายที่อณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้หยดุปฏิกิริยาโดยเติม hydrochloric 
acid เข้มข้น 0.1 N ปริมาตร  1 ml และตัง้ทิง้ไว้เป็นเวลา 30 นาทีที่อณุหภมูิห้อง วดัคา่การดดูกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 420 นา
โนเมตรโดยใช้ glycine เป็นสารมาตรฐาน การก าหนดปริมาณกรดอะมิโนทัง้หมดในคอลลาเจนท าได้โดยเติม hydrochloric 
acid เข้มข้น 6 N (ตวัอยา่งคอลลาเจน:กรด เทา่กบั 1:100) ให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ 120 องศาเซลเซียสโดยใช้หม้อนึง่แรงดนัไอ
น า้ (autoclave) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ระดบัการยอ่ยสลายค านวณดงันี ้
 
   Degree of hydrolysis (DH)  =  [(hs - ho)/ht] x 100% 
  
 โดย  hs = ปริมาณของ α-amino acid ของตวัอย่างที่เวลาตา่ง ๆ, ho = ปริมาณของ α-amino acid ของตวัอย่างที่
เวลาที่ 0 ชัว่โมง, ht = ปริมาณของ α-amino acid ทัง้หมดหลงัจากยอ่ยด้วยกรด 
การศึกษาความสามารถในการยบัยัง้ ACE 
 คอลลาเจนไฮโดรไลเซทที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์และเวลาที่แตกต่างกันถูกน าไปทดสอบการยับยัง้ ACE โดย
ดดัแปลงจากวิธีของ Park et al. (2003) คอลลาเจนไฮโดรไลเซทปริมาตร 50 µl ผสมกบัสารละลาย ACE (25 mU/ml) ปริมาตร 
50 µl บ่มตวัอย่างที่อณุหภมูิ 37  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้เติม hippuryl-histidyl-leucine (6 mM ในบฟัเฟอร์ 
Tris เข้มข้น 50 mM ที่มี NaCl เข้มข้น 300 mM) ปริมาตร 100 µl บม่ตวัอยา่งตอ่ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที 
เมื่อครบเวลาหยุดปฏิกิริยาโดยเติม hydrochloric acid เข้มข้น 1 M ปริมาตร 200 µl จากนัน้สกัด hippuric acid โดยเติม
สารละลาย ethyl acetate จ านวน 600 µl น าตวัอย่างไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 4,000×g เป็นเวลา 15 นาที ดดูสารละลาย
สว่นใสชัน้บน (200 µl) ใสห่ลอดทดลองและน าไประเหยเพื่อก าจดั ethyl acetate จากนัน้เติมน า้ร้อนปริมาตร 1 ml เพื่อละลาย 
hippuric acid วดัคา่การดดูกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 228 นาโนเมตร ระดบัการยบัยัง้ค านวณดงันี  ้
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    Inhibition (%) = [1-(As/Ao)] x 100 
 

 โดย Ao = คา่การดดูกลนืแสงของตวัอยา่งควบคมุ, As = คา่การดดูกลนืแสงของตวัอยา่งสารทดสอบ 
 

การศึกษาประสิทธิภาพการต้านอนุมูลอิสระ 
 วิธี DPPH radical scavenging  
 การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระด้วยวิธี DPPH radical scavenging ดดัแปลงจากวิธีของ Shimada et al. (1992) 
คอลลาเจนไฮโดรไลเซทปริมาตร 150 µl ผสมกับ 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)  เข้มข้น 0.1 mM ในสารละลาย 
ethanol 95% ปริมาตร 1.35 ml บ่มตัวอย่างในสภาวะที่ไม่มีแสงสว่างเป็นเวลา 45 นาทีที่อุณหภูมิห้อง จากนัน้ป่ัน เหวี่ยง
ตวัอย่างที่ความเร็วรอบ 10,000×g เป็นเวลา 5 นาที วดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 515 นาโนเมตร ระดบัการยบัยัง้
ค านวณดงันี ้
 
   DPPH radical scavenging (%) = [(Ao – As)/ Ao] x 100 
 
 โดย Ao   =   คา่การดดูกลนืแสงของปฏิกิริยาในสภาวะที่ไมม่ีคอลลาเจนไฮโดรไลเซท, As = คา่การดดูกลนืแสง
ของปฏิกิริยาในสภาวะที่มีคอลลาเจนไฮโดรไลเซท 
 วิธี Ferric reducing antioxidant power (FRAP) 
 ศึกษาความสามารถในรีดิวซ์ของคอลลาเจนไฮโดรไลเซทด้วยวิธี FRAP โดยดดัแปลงจากวิธีของ Benzie & Strain 
(1996)  สารละลาย FRAP (บฟัเฟอร์ acetate เข้มข้น 0.3 M พีเอช 3.6 ปริมาตร 25 ml 2,4,6-tri(2-pyridyl)-s-triazine เข้มข้น 
10 mM ละลายใน acetic acid เข้มข้น 40 mM ปริมาตร 2.5 ml FeCl3.6H2O เข้มข้น 20 mM ปริมาตร 2.5 ml) ปริมาตร 1.5 ml 
ผสมกบัคอลลาเจนไฮโดรไลเซท ปริมาตร 200 µl บม่ตวัอยา่งที่อณุหภมูิห้องในท่ีมืดเป็นเวลา 8 นาที จากนัน้ป่ันเหวี่ยงตวัอยา่ง
ที่ความเร็วรอบ 10,000×g เป็นเวลา 5 นาที วดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 593 นาโนเมตร ค านวณประสิทธิภาพใน
การรีดิวซ์โดยใช้ FeSO4 เป็นสารมาตรฐาน  
การศึกษาผลของขนาดคอลลาเจนไฮโดรไลเซทที่มีต่อความสามารถในการยบัยัง้ ACE และฤทธ์ิในการต้าน 
อนุมูลอิสระ 
 คอลลาเจนไฮโดรไลเซทที่ถูกย่อยด้วยเอนไซม์อลัคาเลสเป็นเวลา 8 ชั่วโมงแสดงประสิทธิภาพในการยบัยัง้ ACE           
และมีฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระได้ดีที่สดุจึงเลือกตวัอย่างนีม้าท าการแยกขนาดด้วยเยื่อกรองอลัตราฟิวเตชัน โดยขนาด            
ที่ศกึษาคือ crude hydrolysates, ขนาดมากกวา่ 30 กิโลดาลตนั, ขนาด 10-30 กิโลดาลตนั และขนาดน้อยกวา่ 10 กิโลดาลตนั 
น าเพปไทด์ที่ได้จากแตล่ะสว่นไปศกึษาความสามารถในการยบัยัง้ ACE และฤทธ์ิในการต้านอนมุลูอิสระโดยวิธี DPPH radical 
scavenging และ FRAP ดงัวิธีการท่ีกลา่วมาแล้วข้างต้น 
การวิเคราะห์ข้อมูล 
 ท าการทดลอง 3 ซ า้ วางแผนการทดลองแบบสุม่สมบรูณ์ (Completely randomized design, CRD) น าข้อมลูที่ได้มา
วิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of variance, ANOVA) เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan's new 
multiple range test (DMRT) ที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ส าเร็จรูปในการค านวณทางสถิติ 
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ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 
การศึกษาปริมาณผลผลิตคอลลาเจน 
 คอลลาเจนที่สกัดได้จากหนงัปลากรายมีปริมาณผลผลิต 35.67% โดยน า้หนกัแห้ง ซึ่งปริมาณผลผลิตที่สกัดได้มี
ความใกล้เคียงกับคอลลาเจนที่สกัดได้จากหนังปลาสลาด (Notopterus notopterus)  และหนังปลานิล (Oreochromis 
niloticus) โดยปริมาณผลผลติที่ได้คือ 38.25% และ 39.40% ตามล าดบั (Thahom & Sompongse, 2015; Zeng et al., 2009) 
คอลลาเจนที่สกดัได้จากหนงัปลาบางชนิดมีปริมาณผลผลติมากกวา่คอลลาเจนจากหนงัปลากราย ได้แก่ หนงัปลากะพงญ่ีปุ่ น 
(Lateolabrax japonicas) หนังปลาซาบะ (Scomber japonicas) มีปริมาณผลผลิตคอลลาเจน 51.40 % และ 49.80% 
ตามล าดบั (Nagai & Suzuki, 2000b) ในขณะท่ีคอลลาเจนจากหนงัปลาตาหวาน (Priacanthus tayenus) และหนงัปลาสวาย 
(Pangasianodon hypophthalmus) มีปริมาณผลผลติ 10.94% และ 12.80% ตามล าดบั (Kittiphattanabawon et al., 2005; 
Singh et al., 2011) ซึง่น้อยกวา่หนงัปลากราย ทัง้นีก้ารท่ีปริมาณผลผลติคอลลาเจนที่สกดัได้จากหนงัปลาแตล่ะชนิดแตกต่าง
กนัอาจเป็นเพราะความแตกตา่งของวิธีการสกดั ชนิดของปลา พฤติกรรม ภมูิอากาศ และถ่ินอาศยั (Thahom & Sompongse, 
2015) 
การศึกษารูปแบบโปรตีนคอลลาเจนด้วยวิธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอีเลคโทรโฟริซิส (SDS-
PAGE) 
 จากภาพที่ 1 พบว่าคอลลาเจนจากหนงัปลากรายมีแถบโปรตีน 4 แถบ คือ โปรตีน γ, β, α1 และ α2 ซึ่งสอดคล้อง
กบัรายงานของ Giraud-Guille et al. (2000) ที่ได้รายงานว่าคอลลาเจนจากหนงัปลาสว่นใหญ่มีองค์ประกอบของโปรตีน γ, 
β, α1 และ α2  
  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่1  รูปแบบโปรตีนของคอลลาเจนจากหนงัปลากรายวิเคราะห์ด้วยวิธี SDS-PAGE (1) = โปรตีนมาตรฐาน  
               (2) = คอลลาเจนจากหนงัปลากราย 10 µg (3) = คอลลาเจนจากหนงัปลากราย 15 µg (4) = คอลลาเจน Type I  
                  จากหนงัลกูววั 

97 

           1             2               3               4  

β 

α1 
α2 

200 

kDa 

116 

66 

45 
31 

γ 



บทความวิจยั 

วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่  23  (ฉบบัที่ 1)  มกราคม – เมษายน  พ.ศ. 2561 354 
 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

D
eg

re
e 

o
f 

h
y

d
ro

ly
si

s 
(%

)

Hydrolysis time (h)

Trypsin Pepsin Alcalase

 เมื่อเปรียบเทียบขนาดโมเลกุลของคอลลาเจนจากหนงัปลากรายและคอลลาเจนจากหนงัลกูววั type I พบว่าขนาด
โมเลกลุของคอลลาเจนทัง้ 2 ชนิดมีความใกล้เคียงกนัแสดงวา่คอลลาเจนจากหนงัปลากรายเป็นคอลลาเจน type I คอลลาเจน
ส่วนใหญ่ที่ได้จากส่วนของหนัง เกล็ด และกระดูกของปลามักเป็นคอลลาเจน type I (Kittiphattanabawon et al., 2005;  
Wang et al., 2013; Nagai & Suzuki, 2000a) โดยปกติคอลลาเจน type I จะมีองค์ประกอบของโปรตีนอยู่ 2 รูปแบบคือ 
([α1]2 α2) และ (α1α2α3) อย่างไรก็ตามถ้าคอลลาเจนจากหนังปลากรายมี α3 เป็นองค์ประกอบอยู่จะไม่สามารถ
สงัเกตเห็นแถบโปรตีนของ α3 ได้เนื่องจากในการวิเคราะห์รูปแบบโปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE ต าแหน่งของ α3 จะอยู่
ต าแหนง่เดียวกบั α1 (Kimura, 1992) 
การศึกษาระดับการย่อยสลาย 
 คอลลาเจนจากหนงัปลากรายที่ย่อยด้วยเอนไซม์ทริปซิน เปปซิน และอลัคาเลสที่ระยะเวลาต่าง ๆ แสดงระดบัการ
ย่อยสลายดังภาพที่ 2 ระดับการย่อยสลายเพิ่มขึน้เมื่อระยะเวลาการบ่มตวัอย่างมากขึน้ โดยระดับการย่อยสลายของทุก
เอนไซม์เพิ่มขึน้อยา่งรวดเร็วในช่วง 6 ชัว่โมงแรกของการยอ่ยสลาย เมื่อตวัอยา่งถกูบม่ตอ่จนถึงชัว่โมงที่ 8 พบวา่ระดบัการยอ่ย
สลายเพิ่มขึน้เพียงเลก็น้อย Barzideh et al. (2014) รายงานวา่พนัธะเพปไทด์สว่นใหญ่ถกูยอ่ยอยา่งรวดเร็วด้วยเอนไซม์ภายใน
ช่วง 3-5 ชัว่โมงแรกของการยอ่ย  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2 ระดบัการยอ่ยสลายคอลลาเจนจากหนงัปลากรายด้วยเอนไซม์ทริปซิน เปปซิน และอลัคาเลสที่ระยะเวลาตา่ง ๆ 
              โดยท าการทดลอง 3 ซ า้ 
 
 เมื่อเปรียบเทียบระดับการย่อยสลายของแต่ละเอนไซม์พบว่าเอนไซม์อัลคาเลสมีระดับการย่อยสลายสูงที่สุด 
(p<0.05) ซึ่งผลการทดลองสอดคล้องกับงานวิจัยของ Aleman et al. (2011) ที่ได้รายงานว่าหนงัปลาทูน่า (Thunnus spp.) 
และหนงัปลาฮาลบิทั (Hypoglossus spp.) ที่ผา่นการยอ่ยด้วยเอนไซม์อลัคาเลสมีระดบัการยอ่ยสลายสงูที่สดุเมื่อเปรียบเทียบ
กับเอนไซม์อื่น ๆ เอนไซม์ทริปซิน เปปซินและอลัคาเลสเป็นเอนไซม์ที่จัดอยู่ในกลุ่มเอนโดโปรติเนส (endoproteinase) โดย
เอนไซม์ทริปซินเป็นเอนไซม์ที่มีความจ าเพาะต่อกรดอะมิโน lysine และ arginine ที่ด้านคาร์บอกซิลของพันธะเพปไทด์ 
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(Siepen et al., 2007) เอนไซม์เปปซินมีความจ าเพาะต่อกรดอะมิโนที่มีโครงสร้างเป็นวง เช่น phenylalanine, tryptophan, 
tyrosine และกรดอะมิโน leucine และ glutamic acid (Simpson, 2000; You et al., 2010) ขณะที่เอนไซม์อัลคาเลสเป็น
เอนไซม์ที่มีความจ าเพาะต่อกรดอะมิโนที่มีโครงสร้างเป็นวง (phenylalanine, tryptophan, tyrosine) กรดอะมิโนที่เป็นกรด 
(glutamic acid) กรดอะมิโนที่มีซลัเฟอร์เป็นองค์ประกอบ (methionine) กรดอะมิโนที่เป็นโซ่ตรง (leucine, alanine) กรดอะมิ
โนที่มีหมู่ -OH (serine) และกรดอะมิโนที่เป็นเบส (lysine) ดงันัน้การที่เอนไซม์อลัคาเลสมีความจ าเพาะกว้างต่อกรดอะมิโน
อาจจะท าให้คอลลาเจนที่ถกูยอ่ยด้วยเอนไซม์อลัคาเลสมีระดบัการยอ่ยสลายสงูกวา่เอนไซม์ทริปซินและเปปซิน อยา่งไรก็ตาม
ระดับการย่อยสลายพบสูงที่สุดเมื่อปลิงทะเล (Actinopyga lecanora) และหนังปลาอลาสกาพอลล็อค (Theragra 
chalcogramma) ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ปาเปนและเอนไซม์โปรตาเมค ตามล าดับ (Ghanbari et al., 2015; Jia et al., 
2010) จากผลการทดลองนีแ้สดงให้เห็นว่าชนิดของเอนไซม์ สารตัง้ต้น และระยะเวลาในการยอ่ยสลายมีผลต่อระดบัการยอ่ย
สลายของโปรตีนไฮโดรไลเซท 
การศึกษาความสามารถในการยบัยัง้ ACE 
 คอลลาเจนจากหนงัปลากรายที่ยงัไม่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ใด ๆ แสดงความสามารถในการยบัยัง้ ACE อยู่ที่ 
8.14% (ภาพที่ 3) เมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการยบัยัง้ ACE ภายในเอนไซม์ชนิดเดียวกนัพบว่าความสามารถในการ
ยบัยัง้ ACE เพิ่มขึน้เมื่อระดบัการยอ่ยสลายเพิ่มมากขึน้ โดยเพปไทด์ที่ได้จากการยอ่ยด้วยเอนไซม์อลัคาเลสและเปปซินแสดง
ความสามารถในการยบัยัง้ ACE ได้ดีที่สดุเมื่อมีการยอ่ยเป็นเวลา 8 ชัว่โมง (p<0.05) อยา่งไรก็ตามเพปไทด์ที่ผา่นการยอ่ยด้วย
เอนไซม์ทริปซินเป็นเวลา 4 ชัว่โมงแสดงความสามารถในการยบัยัง้ ACE ได้สงูที่สดุ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพ     
ในการยบัยัง้ ACE ระหว่างเอนไซม์พบว่าเพปไทด์ที่ผ่านการยอ่ยด้วยเอนไซม์อลัคาเลสแสดงความสามารถในการยบัยัง้ ACE  
ได้สงูที่สดุคือ 34.84% (p<0.05) รองมาคือเพปไทด์ที่ถกูยอ่ยด้วยเอนไซม์เปปซิน (25.95%) และทริปซิน (20.45%) ตามล าดบั 
ซึ่งผลการทดลองมีความสอดคล้องกับงานวิจัยของ  Lee et al. (2009) ที่ ได้รายงานว่าโรติ เฟอร์ทะเล (Brachionus 
rotundiformis) ไฮโดรไลเซทที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์อลัคาเลสมีประสิทธิภาพในการยบัยัง้ ACE ได้ดีที่สดุเมื่อเปรียบเทียบ
กับเอนไซม์ α-ไคโมทริปซิน นิวเทรส ปาเปน และทริปซิน Balti et al. (2010) พบว่าเพปไทด์ที่มีความสามารถในการยบัยัง้ 
ACE ได้ดีจะมีกรดอะมิโนที่ไมช่อบน า้อยูต่ าแหนง่ที่สามจากปลายสายด้านคาร์บอกซิล นอกจากนีเ้พปไทด์ที่มีองค์ประกอบของ
กรดอะมิโนเป็นกลุ่มที่ไม่ชอบน า้ (aromatic หรือ branched side chain) เช่น proline, valine, phenylalanine และ tyrosine 
อยู่บริเวณปลายด้านคาร์บอกซิลจะมีประสิทธิภาพในการยบัยัง้ ACE โดยเพปไทด์เหลา่นีจ้ะเข้าจบัที่บริเวณเร่ง (active site) 
ของ ACE (He et al., 2007; Philanto, 2000) การที่ เอนไซม์อัลคาเลสมีความจ าเพาะกว้างต่อกรดอะมิโนอาจจะท าให้
เอนไซม์อลัคาเลสสามารถย่อยคอลลาเจนได้หลายต าแหน่ง และเอนไซม์อลัคาเลสยงัเป็นเอนไซม์ในกลุ่มเอนโดโปรติเนส            
ซึ่งจะตดัพนัธะเพปไทด์ภายในสายโปรตีนท าให้ได้เปปไทด์หลายขนาดคือขนาดกลางและขนาดสัน้ (Doucet et al., 2003; 
Adler-Nissen, 1986) จึงอาจจะสง่ผลให้ได้เพปไทด์ที่มีความจ าเพาะต่อการยบัยัง้ ACE มากขึน้ จากผลการทดลองจะเห็นได้
วา่ประสทิธิภาพการยบัยัง้ ACE ไมไ่ด้ขึน้อยูก่บัระดบัการย่อยสลายเพียงอยา่งเดียว แตย่งัขึน้อยูก่บัชนิดของเอนไซม์ ระยะเวลา
ในการยอ่ย และอาจรวมถึงองค์ประกอบของกรดอะมิโนภายในสายเพปไทด์  
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ภาพที่ 3  ความสามารถในการยบัยัง้  ACE ของคอลลาเจนไฮโดรไลเซทจากหนงัปลากรายที่ผา่นการยอ่ยด้วยเอนไซม์ทริปซิน   
               เปปซิน และอลัคาเลสที่ระยะเวลาตา่ง ๆ โดยท าการทดลอง 3 ซ า้ 
 
การศึกษาประสิทธิภาพการต้านอนุมูลอิสระ 
 วิธี DPPH radical scavenging  
 การทดสอบความสามารถในการต้านอนุมลูอิสระด้วยวิธี DPPH radical scavenging เป็นการศึกษาประสิทธิภาพ
ของสารตวัอยา่งในการรวมตวักบั DPPH ที่อยูใ่นรูปอนมุลูอิสระ โดย DPPH คืออนมุลูอิสระท่ีเสถียรและสามารถรับอิเลก็ตรอน
ได้ เมื่อได้รับอะตอมไฮโดรเจนจากโมเลกลุอื่นจะท าให้เปลีย่นเป็นโมเลกลุที่ไม่อยูใ่นรูปของอนมุลูอิสระ จากภาพที่ 4a เมื่อระดบั
การย่อยสลายของคอลลาเจนไฮโดรไลเซทเพิ่มขึน้ท าให้ความสามารถในการยบัยัง้อนมุลูอิสระสงูขึน้ โดยเพปไทด์ที่มีการยอ่ย
ด้วยเอนไซม์ตา่ง ๆ เป็นระยะเวลา 8 ชัว่โมงแสดงประสทิธิภาพในการยบัยัง้อนมุลูอิสระสงูที่สดุ (p<0.05) ซึง่ผลการทดลองของ
เอนไซม์ทัง้สามชนิดเป็นไปในทิศทางเดียวกนัแสดงวา่ระดบัการยอ่ยสลายเป็นปัจจยัที่มีความส าคญัอยา่งมากตอ่การผลิตเพป
ไทด์ที่มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ นอกจากนีย้ังพบว่าเพปไทด์ที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์อัลคาเลสแสดง
ประสิทธิภาพในการยบัยัง้อนุมลูอิสระได้ดีที่สดุ (p<0.05) โดยสามารถยบัยัง้ได้ 49.93% ในขณะที่การย่อยคอลลาเจนด้วย
เอนไซม์ทริปซินท าให้ได้เพปไทด์ที่แสดงกิจกรรมการยบัยัง้อนมุูลอิสระต ่าที่สดุ (p<0.05) โดยสามารถยบัยัง้ได้ 28.96% ทัง้นี ้
อาจเป็นเพราะคอลลาเจนไฮโดรไลเซทที่ผา่นการยอ่ยด้วยเอนไซม์อลัคาเลสมีระดบัการยอ่ยสลายสงูกวา่เอนไซม์อื่น ๆ จึงท าให้
ได้เพปไทด์ที่สามารถให้อะตอมไฮโดรเจนกบัอนมุลูอิสระได้มากกว่า สง่ผลให้เพปไทด์เหลา่นีส้ามารถจับกบัอนมุูลอิสระและ
เปลี่ยนให้เป็นโมเลกุลที่ไม่อยูใ่นรูปของอนมุลูอิสระ (Pazinatto et al., 2013) นอกจากนีป้ระสิทธิภาพในการยบัยัง้อนมุลูอิสระ
มีความเก่ียวข้องกับองค์ประกอบของกรดอะมิโนภายในเพปไทด์ซึ่งกรดอะมิโนภายในเพปไทด์ที่แสดงบทบาทส าคัญ                 
ในการยบัยัง้อนุมูลอิสระคือกรดอะมิโนกลุ่มอะโรมาติก (tyrosine, histidine, tryptophan และ phenylalanine) กรดอะมิโน            
ที่ ไม่ชอบน า้  (valine, leucine และ  alanine) และกรดอะมิ โน  methionine (Chen et al., 1998; Rajapakse et al., 2005)   
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ขณะที่มีรายงานว่าคอลลาเจนจากหนังปลากรายมีกรดอะมิโนกลุ่มไม่ชอบน า้อยู่สูง (Kittiphattanabawon et al., 2015)                
จึงอาจจะสง่ผลให้คอลลาเจนไฮโดรไลเซทจากหนงัปลากรายสามารถยบัยัง้อนมุลูอิสระได้อยา่งมีประสิทธิภาพ  ซึ่งในการต้าน
อนุมูลอิสระ เพปไทด์จะท าหน้าที่เป็นสารต้านอนุมูลอิสระทัง้แบบปฐมภูมิและแบบทุติยภูมิโดยการดักจับอนุมูลอิสระ 
(scavenging free radicals) การยบัยัง้การท างานของออกซิเจนท่ีขาดอิเลก็ตรอน (singlet oxygen) และจบักบัโลหะท่ีสามารถ
เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัได้ (chelating metals) (Venskutonis, 2014)   
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4  ความสามารถในการต้านอนมุลูอิสระของคอลลาเจนไฮโดรไลเซทจากหนงัปลากรายทีผ่า่นการยอ่ยด้วยเอนไซม์   
               ทริปซิน เปปซิน และอลัคาเลสที่ระยะเวลาตา่ง ๆ วิเคราะห์ด้วยวิธี DPPH radical scavenging (a) และวิธี FRAP  
               (b) โดยท าการทดลอง 3 ซ า้ 
 
วิธี FRAP 
 วิ ธี  Ferric reducing antioxidant power (FRAP) เ ป็นการวัดความสามารถของสารต้านอนุมูลอิสระในการ                       
ให้อิเล็กตรอนอิสระ (reducing agent) โดยใช้สารประกอบเชิงซ้อนของเหลก็เฟอริค Fe3+ กบั TPTZ (Ferric tripyridyltriazine) 
ซึ่งสารประกอบเชิงซ้อนจะถกูรีดิวซ์ด้วยสารท่ีมีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระที่สามารถให้อิเล็กตรอนท าให้ได้เป็นสารประกอบเชิงซ้อน
ของเหล็กเฟอรัส Fe2+ กับ TPTZ (Ferrous tripyridyltriazine) จากผลการทดลองพบว่าคอลลาเจนที่ผ่านการย่อยด้วย              
เอนไซม์ใด ๆ มีความสามารถในการรีดิวซ์เหล็กเฟอริคได้สงูกวา่ตวัอย่างที่ไม่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ (p<0.05) (ภาพที่ 4b) 
ทัง้นีอ้าจเป็นเพราะเอนไซม์จะตดัพนัธะเพปไทด์ภายในคอลลาเจนท าให้ได้เพปไทด์ที่สามารถให้อิเลก็ตรอนได้มากกวา่จึงท าให้
ประสทิธิภาพในการรีดิวซ์เหลก็เฟอริคสงูกวา่ นอกจากนีต้วัอยา่งที่ผา่นการยอ่ยด้วยเอนไซม์อลัคาเลสและมีระยะเวลาการย่อย 
8 ชัว่โมงแสดงความสามารถในการรีดิวซ์เหล็กเฟอริคได้ดีที่สดุ (p<0.05) จากผลการทดลองนีแ้สดงให้เห็นวา่ความสามารถใน
การรีดิวซ์เพิ่มขึน้เมื่อระดบัการยอ่ยสลายเพิ่มมากขึน้ อย่างไรก็ตามความสามารถในการรีดิวซ์เหล็กเฟอริคของเพปไทด์ที่ผา่น
การย่อยด้วยเอนไซม์ทริปซินและเปปซินพบสงูที่สดุเมื่อตวัอย่างถกูย่อยเป็นเวลา 4 ชัว่โมงและความสามารถในการรีดิวซ์ไมไ่ด้
เพิ่มมากขึน้เมื่อระยะเวลาการย่อยมากกว่า 4 ชั่วโมง ดงันัน้ระดบัการย่อยสลายอาจจะไม่ใช่ปัจจยัหลกัที่มีผลต่อการรีดิวซ์

(a) (b) 
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เหลก็เฟอริคของเพปไทด์จากหนงัปลากรายที่ผา่นการยอ่ยด้วยเอนไซม์ทริปซินและเปปซิน Zambrowicz et al. (2012) รายงาน
วา่โปรตีนไขแ่ดงที่ยอ่ยด้วยเอนไซม์เปปซินเป็นเวลา 4 ชัว่โมงแสดงระดบัการยอ่ยสลายดีที่สดุ ขณะทีเ่พปไทด์จากโปรตีนไขแ่ดง
ที่ผา่นการยอ่ยเป็นเวลา 1 ชัว่โมงมีประสทิธิภาพในการรีดิวซ์เหลก็เฟอริคได้ดีที่สดุ เมื่อเปรียบเทียบประสทิธิภาพการต้านอนมุลู
อิสระของเอนไซม์ทัง้สามชนิดพบว่าเอนไซม์อลัคาเลสมีความสามารถในการต้านอนุมลูอิสระได้ดีที่สดุ (p<0.05) รองมาคือ
เอนไซม์เปปซินและทริปซิน ตามล าดบั จากผลการทดลองนีแ้สดงให้เห็นวา่นอกจากระดบัการย่อยสลายแล้ว ชนิดของเอนไซม์ 
และองค์ประกอบของกรดอะมิโนภายในเพปไทด์ก็อาจจะมีความสมัพนัธ์กับความสามารถในการรีดิวซ์ด้วยเช่นกัน ซึ่งกรด           
อะมิโนภายในเพปไทด์ที่แสดงความสามารถในการรีดิวซ์เหล็กเฟอริคอาจจะแตกต่างจากกรดอะมิโนที่มีความสามารถในการ
ต้านอนมุลู DPPH 
การศึกษาผลของขนาดคอลลาเจนไฮโดรไลเซทที่มีต่อความสามารถในการยับยัง้ ACE และฤทธ์ิในการต้านอนุมูล
อิสระ 
 เนื่องจากคอลลาเจนไฮโดรไลเซทท่ียอ่ยด้วยเอนไซม์อลัคาเลสเป็นเวลา 8 ชัว่โมงแสดงประสทิธิภาพในการยบัยัง้ ACE 
และความสามารถในการต้านอนมุลูอิสระสงูที่สดุเมื่อวิเคราะห์ด้วยวิธี DPPH radical scavenging และ FRAP (ภาพที่ 3 และ 
4) ดงันัน้ตวัอยา่งนีจ้ึงถกูเลอืกเพื่อน ามาแยกขนาดด้วยเยื่อกรองอลัตราฟิวเตชนั จากตารางที่ 1 พบวา่เพปไทด์ที่มีขนาดต ่ากวา่ 
10 กิโลดาลตันแสดงประสิทธิภาพในการยับยัง้  ACE และแสดงความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระเมื่อวิเคราะห์                    
ด้วยวิธี DPPH radical scavenging ได้ดีที่สดุ  (p<0.05)  ขณะที่เพปไทด์ที่มีขนาด 10-30 กิโลดาลตนั และขนาดต ่ากว่า 10 
กิโลดาลตนัแสดงประสทิธิภาพในการรีดิวซ์เหลก็เฟอริคได้ดีที่สดุ (p<0.05)  
 
ตารางที ่1 ความสามารถในการยบัยัง้  ACE และการต้านอนมุลูอิสระของคอลลาเจนไฮโดรไลเซทจากหนงัปลากรายที่ผา่น 
                 การยอ่ยด้วยเอนไซม์อลัคาเลสเป็นเวลา 8 ชัว่โมงและผา่นการแยกขนาดด้วยเยื่อกรองอลัตราฟิวเตชนั 
 

Molecular weight ACE inhibition 
(%) 

DPPH radical scavenging 
(%) 

FRAP (mM FeSO4) 

Crude hydrolysate 35.04 + 0.96c 49.68 + 1.01c 275.67 + 3.06c 
>30 kDa 36.62 + 1.14c  51.94 + 1.75bc 287.53 + 1.55b 

10-30 kDa 43.11 + 1.59b 54.32 + 1.14b 294.60 + 5.09a 
<10 kDa 50.35 + 2.42a 59.06 + 1.20a 304.56 + 1.58a 

a,b ตวัอกัษรที่แตกตา่งกนัในแนวตัง้แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) 

 
 จากผลการทดลองนีจ้ะเห็นได้วา่ขนาดของเพปไทด์มีผลต่อประสิทธิภาพในการออกฤทธ์ิทางชีวภาพของคอลลาเจน
ไฮโดรไลเซทจากหนงัปลากราย Philanto (2000) รายงานวา่เพปไทด์ที่ประกอบด้วยกรดอะมิโนประมาณ 3-20 ตวัและเพปไทด์
ที่มีสายสัน้มกัมีความสามารถในการยบัยัง้ ACE ได้ดี Gómez-Ruiz et al. (2007) พบว่าเพปไทด์ที่มีขนาดใหญ่จะกีดขวาง            
การเข้าจบัที่บริเวณเร่ง (active site) ของ ACE จึงท าให้เพปไทด์ที่มีขนาดใหญ่มีความสามารถในการยบัยัง้ ACE ได้ต ่ากว่า      
เพปไทด์ที่มีขนาดเล็ก Saiga et al. (2008) รายงานว่าเพปไทด์ที่ได้จากคอลลาเจนไฮโดรไลเซทจากขาไก่ที่มีล าดบัเพปไทด์ 
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Gly-Ala-Hyp-Gly-Leu-Hyp-Gly-Pro (697.4 ดาลตนั) มีความสามารถในการยบัยัง้ ACE ได้ดี นอกจากนีข้นาดของเพปไทด์ยงั
มีผลต่อการต้านอนุมลูอิสระโดยเพปไทด์ที่มีขนาดเล็กกว่ามีความสามารถในการต้านอนุมลูอิสระได้ดีกว่าเพปไทด์ที่มีขนาด
ใหญ่  (Ranathunga et al., 2006) Je et al. (2005)  กล่า วว่ า เพปไท ด์จาก ก้างปลา อลาส ก้าพอลล็อค  (Theragra 
chalcogramma) ที่มีขนาดต ่ากว่า 1 กิโลดาลตนัมีฤทธ์ิในการต้านอนมุลูอิสระสงูท่ีสดุ ในขณะที่โปรตีนเลือดหมไูฮโดรไลเซท
สามารถต้านอนมุลูอิสระได้ดีที่สดุเมื่อเพปไทด์มีขนาดต ่ากวา่ 3 กิโลดาลตนั (Liu et al., 2010) Umayaparvathi et al. (2014) 
รายงานวา่เนือ้หอยนางรมไฮโดรไลเซทที่มีล าดบัเพปไทด์ Leu-Ala-Asn-Ala-Lys (515.29 ดาลตนั) สามารถยบัยัง้อนมุลู DPPH 
ได้สูงถึง 83.79% จากผลการทดลองนีแ้สดงให้เห็นว่าขนาดของเพปไทด์ที่ได้จากหนงัปลากรายมีผลต่อการออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพ โดยเพปไทด์ที่มีขนาดเลก็มีประสทิธิภาพในการออกฤทธ์ิทางชีวภาพได้ดีกวา่เพปไทด์ท่ีมีขนาดใหญ่ 
 
สรุปผลการวิจัย 
 การย่อยคอลลาเจนด้วยเอนไซม์อลัคาเลสเป็นเวลา 8 ชัว่โมงเป็นสภาวะที่แสดงระดบัการยอ่ยสลายสงูที่สดุสง่ผลให้
คอลลาเจนไฮโดรไลเซทที่ได้มีความสามารถในการยบัยัง้ ACE และมีฤทธ์ิในการต้านอนมุลูอิสระสงูที่สดุ เพปไทด์ที่ผ่านการ
ย่อยด้วยเอนไซม์อลัคาเลสเป็นเวลา 8 ชัว่โมงและมีขนาดต ่ากวา่ 10 กิโลดาลตนัเป็นกลุม่เพปไทด์ท่ีแสดงฤทธ์ิทางชีวภาพได้ดี
ที่สดุ จากผลการทดลองนีแ้สดงให้เห็นวา่ระดบัการย่อยสลายและขนาดของเพปไทด์ที่ได้จากคอลลาเจนไฮโดรไลเซทจากหนงั
ปลากรายเป็นปัจจยัส าคญัท่ีมีผลตอ่การออกฤทธ์ิทางชีวภาพ ดงันัน้คอลลาเจนไฮโดรไลเซทจากหนงัปลากรายมีแนวโน้มที่จะ
ใช้เป็นอาหารเสริมสขุภาพท่ีได้จากธรรมชาติและมีคณุสมบตัิในการควบคมุความดนัโลหิตสงูและต้านอนมุลูอิสระได้ 
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