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บทคัดย่อ 

 

 กากน ้าปลาเป็นผลิตภัณฑ์พลอยได้จากอุตสาหกรรมน ้าปลา ซึ่งมีมูลค่าต่้าแต่ยังคงมีสารอาหารที่มี
คุณค่าสูง ในกระบวนการผลิตน ้าปลาในโรงงานอุตสาหกรรม โปรตีนจากปลาจะถูกย่อยให้มีขนาดโมเลกุล
เล็กลงด้วยเอนไซม์จากระบบย่อยอาหารของปลาและจากแบคทีเรียทนเค็มในบ่อหมัก จึงสามารถจัดเป็น
โปรตีนไฮโดรไลเซทที่เกิดตามธรรมชาติได้ กากน ้าปลาแบ่งออกเป็น 3 ระดับชั นคุณภาพ ตามระดับของ
น ้าปลาที่ผลิตและระยะเวลาในการหมัก ซ่ึงท้าให้โมเลกุลของเปปไทด์ในโปรตีนไฮโดรไลเซทมีขนาด
แตกต่างกันด้วย งานวิจัยนี สนใจศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของเปปไทด์จากกากน ้าปลาเพ่ือน้าไปสู่การเพ่ิม
มูลค่าของผลิตภัณฑ์พลอยได้ โดยฤทธิ์ทางชีวภาพที่ถูกศึกษา ได้แก่ ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ความสามารถใน
การจับกับไอออนของโลหะ ฤทธิ์ลดความดันโลหิต ฤทธิ์ยับยั งการเจริญของจุลชีพ และฤทธิ์ยับยั งการเจริญ
ของเซลล์มะเร็ง กากน ้าปลาถูกน้ามาศึกษาวิธีสกัดที่เหมาะสมและวิธีแยกเปปไทด์ออกจากเกลือโดยใช้ 
gel-filtration chromatography ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าความเข้มข้นของโปรตีนในกากน ้าปลามี
ค่าลดลงตามระดับชั นคุณภาพที่ลดลง อย่างไรก็ตาม ปริมาณโปรตีนไม่มีความสอดคล้องโดยตรงกับฤทธิ์
ทางชีวภาพ กากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 มีความสามารถในการยับยั งอนุมูล DPPH และยับยั งการ
ท้างานของเอนไซม์ angiotensin-converting enzyme (ACE) ได้ดีกว่าอีกสองระดับชั นคุณภาพ โดยมีค่า 
IC50 เท่ากับ 0.32  0.02 mg/mL และ 0.99  0.40 mg/mL ตามล้าดับ และยังมีความสามารถในการ
รีดิวซ์ที่ดีกว่าระดับชั นคุณภาพที่ 2 และ 3 อีกด้วย กากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 2 มีความสามารถใน
การยับยั งอนุมูล hydroxyl และจับกับไอออนของโลหะได้ดีที่สุด โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 0.36  0.01 
mg/mL และ EC50 เท่ากับ 1.00  0.12 mg/mL ตามล้าดับ กากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 2 และ 3 
แสดงคุณสมบัติในการยับยั งการเจริญของแบคทีเรีย S. aureus, E. coli and X. oryzae pv. oryzae ได้
บางส่วน อย่างไรก็ตามกากน ้าปลาทั งสามระดับชั นคุณภาพไม่มีคุณสมบัติในการยับยั งการเจริญของ
เซลล์มะเร็งตับชนิด HepG2 และเมื่อเปปไทด์ผ่านการแยกส่วนตามมวลโมเลกุลและแยกส่วนตาม
คุณสมบัติไฮโดรโฟบิก ตามล้าดับ พบว่าเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์ยับยั งการท้างานของ
เอนไซม์ ACE ที่ดี เป็นกลุ่มที่มีขนาดโมเลกุลเล็กกว่า 3 kDa และมีความไฮโดรโฟบิกสูง โดยเปปไทด์
บริสุทธิ์จากแฟรกชันที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่สามารถระบุล้าดับกรดอะมิโนได้ด้วย LC-MS/MS คือ 
PQLLLLLL และ LLLLLLL ซึ่งมีคุณสมบัติไฮโดรโฟบิกสูง งานวิจัยนี แสดงให้เห็นถึงฤทธิ์ทางชีวภาพจาก
เปปไทด์ที่มีอยู่ในกากน ้าปลา ซึ่งสามารถใช้ในการพัฒนาผลิตภัณฑ์เพ่ือเพ่ิมมูลค่าของเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรมได้ในอนาคต  
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ABSTRACT 

 

 Fish sauce byproduct (FSB) is a waste from fish sauce industry.  It is known to be 
low value but rich in nutrients. In the fish sauce manufacturing process, fish proteins are 
cleaved by proteases from the fish gastrointestinal system and from halophilic bacteria in 
the fermentation tank. Therefore, FSB is considered as natural protein hydrolysate. FSB 
can be classified into 3 grades, depending on the grade of fish sauce and fermentation 
period. Thus, the molecular weight of peptides from each grade of the protein hydrolysate 
could be varied. This work focuses on investigation of biological activities of peptides from 
FSB, including antioxidant, ion chelation, antihypertensive, antibacterial and anticancer 
activities, in order to develop value-added products from the FSB. In our experiment, 
extraction protocols were optimized, and desalting methods were performed using gel-
filtration chromatography. Our results indicated that protein concentration of the FSB 
extracts were decreased with lowering grades of the FSB. Protein content was not 
correlated with the FSB bioactivities. The 1st grade FSB showed the stongest abilities to 
inhibit DPPH radicals and angiotensin-converting enzyme activity with the IC50 values of 
0.32  0.02 mg/mL and 0.99  0.40 mg/mL, respectively. Also, the reducing power of the 
1st grade FSB was higher that the other two grades. The 2nd grade FSB revealed the 
strongest abilities to scavenge hydroxyl radicals and to chelate metal ion with the IC50 of 
0.36  0.01 mg/mL and EC50 of 1.00  0.12 mg/mL, respectively. The 2nd and 3rd grade 
FSB exhibited partial antibacterial activity against S. aureus, E. coli and X. oryzae pv. oryzae. 
However, none of the FSB exhibited anticancer activity against hepatocarcinoma cell line 
HepG2. After peptide fractionation based on molecular weight and hydrophobicity, it was 
shown that small peptides with the molecular weight lower than 3 kDa and with high 
hydrophobicity exhibited strong antioxidative and ACE inhibition activities. Two pure 
peptides, PQLLLLLL and LLLLLLL, could be identified by using LC-MS/MS from the fraction 
with the strongest antioxidant property. Both of them were shown to be highly 
hydrophobic. In summary, this work revealed an information about bioactivities of the 
peptides in the undervalued fish sauce byproduct, which could be useful for the future 
development of value-added products from manufacturing waste. 
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รูปที่ 12 ความสามารถในการยับยั งการเกิด lipid peroxidation ของกากน ้าปลา
ระดับชั นคุณภาพที่ 1, 2 และ 3 จาก fractionที่ F2 F3 และ F4 

35 

รูปที่ 13 ความสามารถของกากน ้าปลาแต่ละระดับชั นคุณภาพในการต้านอนุมูลอิสระ 
จากการทดสอบด้วย (A) ความสามารถในการยับยั งอนุมูล DPPH (B) ความสามารถใน
การยับยั งอนุมูล hydroxyl (C) ความสามารถในการยับยั งอนุมูล ABTS และ (D) ความ
สามรถในการรีดิวซ์ 

36 

รูปที่ 14 ความสามารถในการจับกับไอออนโลหะของกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1, 2 
และ 3 จาก fractionที่ F2 F3 และ F4 

38 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 

                หน้า 

รูปที่ 15 ความสามารถในการจับกับไอออนโลหะของกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1, 2 
และ 3 หลังจากรวม fraction ที่ F2 F3 และ F4 

38 

รูปที่ 16 ความสามารถในการยับยั งการท้างานของเอนไซม์ ACE ของกากน ้าปลา
ระดับชั นคุณภาพที่ 1, 2 และ 3 จาก fractionที่ F2 F3 และ F4 

39 

รูปที่ 17 ความสามารถในการยับยั งการท้างานของเอนไซม์ ACE ของกากน ้าปลา
ระดับชั นคุณภาพที่ 1, 2 และ 3 หลังจากรวม fraction ที่ F2 F3 และ F4 

40 

รูปที่ 18 ฤทธิ์ในการยับยั งการเจริญของแบคทีเรีย (A) S. aureus, (B) E. coli และ (C) 
X. oryzae pv. oryzae ของกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 (FSB 1st) ระดับชั น
คุณภาพที่ 2 (FSB 2nd) และระดับชั นคุณภาพที่ 3 (FSB 3rd) ที่ความเข้มข้น 2 mg/mL 

41 

รูปที่ 19 ผลของกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 (FSB 1st) ระดับชั นคุณภาพที่ 2 (FSB 
2nd) และระดับชั นคุณภาพท่ี 3 (FSB 3rd) ที่ความเข้มข้น 200 g/mL และ 400 
g/mL ต่อการเจริญของ (A) เซลล์มะเร็งตับ HepG2 cell line และ (B) เซลล์ปกติ 
Vero cell line 

42 

รปูท่ี 20 ความเข้มข้นของโปรตีนจากกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 (FSB 1st) กาก
น ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 2 (FSB 2nd) และกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพท่ี 3 (FSB 3rd) 
เมื่อผ่านการแยกตามขนาดโมเลกุลด้วย molecular weight cut off filter 

43 

รูปที่ 21 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของกากน ้าปลาแต่ละระดับชั นคุณภาพ
หลังผ่านการแยกตามขนาดโมเลกุลด้วย molecular weight cut off filter จากการ
ทดสอบด้วย (A) ความสามารถในการยับยั งอนุมูล DPPH (B) ความสามารถในการ
ยับยั งอนุมูล hydroxyl (C) ความสามารถในการยับยั งอนุมูล ABTS และ (D) ความสาม
รถในการรีดิวซ์ 

44 

รูปที่ 22 ความสามารถในการยับยั งการท้างานของเอนไซม์ ACE ของกากน ้าปลาแต่ละ
ระดับชั นคุณภาพหลังผ่านการแยกตามขนาดโมเลกุลด้วย molecular weight cut off 
filter 

45 

รูปที่ 23 ความเข้มข้นของโปรตีนจากกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 (FSB 1st) กาก
น ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 2 (FSB 2nd) และกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพท่ี 3 (FSB 3rd) 
เมื่อผ่านการแยกตามความไฮโดรโฟบิกด้วย reverse-phase resin (C18 C8 และ C4) 

46 

รูปที่ 24 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของกากน ้าปลาแต่ละระดับชั นคุณภาพ
หลังผ่านการแยกตามความไฮโดรโฟบิก จากการทดสอบด้วย (A) ความสามารถในการ
ยับยั งอนุมูล DPPH (B) ความสามารถในการยับยั งอนุมูล hydroxyl และ (C) 
ความสามารถในการรีดิวซ์ 

47 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 

                หน้า 

รูปที่ 25 ความสามารถในการยับยั งการท้างานของเอนไซม์ ACE ของกากน ้าปลาแต่ละ
ระดับชั นคุณภาพหลังผ่านการแยกตามความไฮโดรโฟบิก 

48 

รูปที่ 26 (A) ความเข้มข้นของโปรตีน (B) ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก ในรูปของความ
เข้มข้นสมมูลเมื่อเทียบกับ gallic acid (C) ความสามารถในการยับยั งอนุมูล DPPH ของ
แต่ละแฟรกชันย่อยที่ได้จากสารสกัดกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพท่ี 3 ค่าทีแ่สดงในรูป
เป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลองซ ้า 3 ครั ง  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดยตัวอักษรก้ากับบน
แผนภูมิที่แตกต่างกัน (a-d) แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติของข้อมูล 
(p<0.05) 

49 

รูปที่ 27 (A) ช่วงน ้าหนักโมเลกุลของโปรตีนในแฟรกชันที่ 2 (B) ความสามารถในการ
ก้าจดัอนุมูล DPPH ของกลุ่มโปรตีนช่วงน ้าหนักโมเลกุลต่างๆ ตัวอักษรก้ากับบนแผนภูมิ
ที่แตกต่างกัน (a-b) แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติของข้อมูล (p<0.05)    

50 

รูปที่ 28 (A) โครมาโทแกรมจาก HPLC ของกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพท่ี 3 แฟรกชัน
ที่ 2 แสดงให้เห็นถึงการแบ่งแฟรกชันย่อย 2A 2B และ 2C, (B) mass spectra ของเปป
ไทด์ PQLLLLLL (m/z = 462.26, z = +2) จากแฟรกชันย่อย 2A และ (C) mass 
spectra ของเปปไทด์ LLLLLLL (m/z = 405.73, z = +2) from จากแฟรกชันย่อย 2B 

51 
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ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อที่ใช้ในการวิจัย 

 

ABTS 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) 
ACE Angiotensin-converting enzyme 
CID Collisionally induced dissociation 
DPPH 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 
EtOH Ethanol 
FRAP Ferric reducing antioxidant power 
FSB Fish sauce byproduct 
HHL Hippuryl-histidyl-leucine 
MHB Mueller Hinton Broth 
MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 
MS Mass spectrometry 
MS/MS Tandem mass spectrometry 
RP-HPLC Reverse phase-high performance liquid chromatography 
TPTZ 2,4,6-tripyridyl-s-triazine 
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บทน า 

 

ความส าคัญและท่ีมาของปัญหา  

 สถิติจาก Food and Agriculture Organization (FAO) ในปี 2012 แสดงให้เห็นว่า มีการใช้
ผลิตภัณฑ์สัตว์น ้าในตลาดโลกในปริมาณสูงถึง 158 ล้านตัน ในจ้านวนนี มีปริมาณของผลิตภัณฑ์ที่
ประชากรใช้บริโภคประมาณ 136 ล้านตัน และมีส่วนที่ไม่สามารถใช้บริโภคสูงถึง 32 ล้านตัน ซึ่งส่วนมาก
จะเป็นผลิตภัณฑ์พลอยได้ (byproduct) ที่ถูกน้าไปแปรรูปเป็นอาหารสัตว์เลี ยง  เนื่องจากผลิตภัณฑ์
พลอยได้จากอุตสาหกรรมอาหารทะเลมีคุณค่าทางอาหารสูงและมีปริมาณมาก การศึกษาวิจัยเพ่ือพัฒนา
กระบวนการแปรรูปและใช้ประโยชน์จากสารอาหารจากผลิตภัณฑ์พลอยได้เหล่านี จึงได้รับความสนใจเพ่ิม
มากขึ น โดยมีการน้าไปใช้ในรูปแบบของอาหารเสริมเพ่ือสุขภาพ ยา เครื่องส้าอาง และเชื อเพลิงชีวภาพ  
(Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2014)  

 อุตสาหกรรมอาหารทะเลที่ส้าคัญอย่างหนึ่งของประเทศไทยคืออุตสาหกรรมการผลิตน ้าปลาซึ่ง
แสดงถึงเอกลักษณ์ของอาหารไทยและได้รับความนิยมอย่างแพร่หลายในตลาดโลก รายงานจากข้อมูล
การค้าระหว่างประเทศของไทย กระทรวงพาณิชย์ (www2.ops3.moc.go.th) ระบุว่ามูลค่าการส่งออก
น ้าปลาของประเทศไทย ในปี 2556 สูงถึง 1,423 ล้านบาท และข้อมูลจากกลุ่มวิจัยและวิเคราะห์สถิติการ
ประมง กรมประมง แสดงให้เห็นว่าปริมาณสัตว์น ้าที่ถูกใช้ในการผลิตน ้าปลาในประเทศสูงถึง 106,630 ตัน 
ในปี 2554 (สถิติหน่วยธุรกิจการประมง, 2554)  วัตถุดิบหลักที่ใช้ในการผลิตคือปลาสดและเกลือ โดยท้า
การหมักปลาสดและเกลือในอัตราส่วน 2:1 ถึง 5:1 โดยน ้าหนัก เป็นระยะเวลาประมาณ 6-18 เดือน 
(อรวรรณ คงพันธุ์, 2553; Lopetcharat, 2003) ผลิตภัณฑ์ที่ได้คือน ้าปลาระดับคุณภาพชั นที่ 1 ซึ่งเป็น
ส่วนใสและผลิตภัณฑ์พลอยได้ซึ่งเป็นส่วนที่ไม่ละลายน ้าที่เรียกว่า กากน ้าปลา (fish sauce byproduct) 
ในกระบวนการผลิตระดับอุตสาหกรรมจะมีการน้ากากน ้าปลาไปหมักต่อเพ่ือใช้เป็นน ้าปลาระดับคุณภาพ
ชั นที่ 2 และ 3 ตามล้าดับ จากนั นกากน ้าปลาจะถูกแปรรูปเป็นอาหารสัตว์เลี ยงและปุ๋ยชีวภาพที่มีมูลค่าต่้า 
สถิติจาก บริษัทน ้าปลาพิไชย จ้ากัด ระบุว่าปริมาณกากน ้าปลาที่เกิดขึ นจากกระบวนการผลิตในแต่ละปีมี
ปริมาณสูงถึง 2,040 ตัน 

 กากน ้าปลาประกอบไปด้วยสารอาหารที่ส้าคัญคือ โปรตีน (ร้อยละ 15.37) คาร์โบไฮเดรต (ร้อย
ละ 21.32) และไขมัน (ร้อยละ 3.15) และส่วนประกอบอ่ืนๆ ได้แก่ เกลือ ความชื น เถ้า และเยื่อใยหยาบ 
(คันธารัตน ประทุมวัลย์ และคณะ, 2549)    ในปัจจุบันยังมีการน้ากากน ้าปลาเหล่านี ไปใช้ประโยชน์อย่าง
ไม่เต็มที่ คณะผู้วิจัยจึงเห็นความส้าคัญของการศึกษาการใช้ประโยชน์ของสารอาหารจากกากน ้าปลา ทั งนี  
มีรายงานวิจัยเกี่ยวกับการใช้ประโยชน์จากผลิตภัณฑ์พลอยได้ที่เกิดขึ นในอุตสาหกรรมอาหารทะเลชนิด
อ่ืนๆ เช่น อุตสาหกรรมการผลิตซูริมิและอุตสาหกรรมอาหารทะเลแปรรูป ในรูปแบบของการผลิตเปปไทด์
ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive peptide)  โดยอาศัยเอนไซม์ในการย่อยโปรตีนจากผลิตภัณฑ์พลอยได้
เหล่านั นให้เป็นโปรตีนไฮโดรไลเซท (protein hydrolysate) ซึ่งอุดมไปด้วยเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ 
(Benjakul and Morrissey, 1997) เปปไทด์บางชนิดที่ได้จากโปรตีนไฮโดรไลเซทมีคุณสมบัติในการต้าน
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อนุ มู ล อิ ส ร ะ  (antioxidant activity) (Piyadhammaviboon et al,  2 0 12 ; Wang et al, 2013; 
Wiriyaphan et al, 2015), การจับกับไอออนของโลหะ (metal ion chelating activity) เพ่ือลดการ
สร้างอนุมูลอิสระและเพ่ิมการน้าส่งไอออนที่จ้าเป็นต่อร่างกาย (Charoenphun et al, 2013; Jung and 
Kim et al, 2007; Megias et al, 2007), การลดความดันโลหิต (antihypertensive activity) โดยยับยั ง
การท้างานของ angiotensin-converting enzyme (ACE) (Je et al, 2004; Piyadhammaviboon et 
al, 2012), การต้านการเจริญของจุลชีพ (antimicrobial activity) (Rajanbabu and Chen, 2011; Su 
2011), การยับยั งการเจริญของเซลล์มะเร็ง (anticancer activity) (Kim et al, 2012; Lee et al, 2004) 
โดยฤทธิ์ทางชีวภาพของเปปไทด์แต่ละชนิดขึ นอยู่กับโครงสร้างปฐมภูมิและมวลโมเลกุลของเปปไทด์ 
(Shahidi and Zhong, 2008) เปปไทด์บางชนิดอาจแสดงฤทธิ์ทางชีวภาพได้มากกว่าหนึ่งอย่าง (Meisel 
and FitzGerald, 2003; Piyadhammaviboon et al, 2012) ในปัจจุบันมีการจดสิทธิบัตรผลิตภัณฑ์
จากเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพและใช้ในทางการค้าในรูปแบบของอาหารเสริมและยา เช่น PeptACETM 
Vasotensin®  LevenormTM จากปลาใช้ เ พ่ือควบคุมความดันโลหิต  เป็นต้น (Thorkelsson and 
Kristinsson, 2009) ทั งนี  การใช้ประโยชน์จากเปปไทด์เป็นอีกทางเลือกหนึ่งของการป้องกันและรักษาโรค 
เนื่องจากเป็นโมเลกุลทางชีวภาพที่ไม่เป็นโทษต่อร่างกาย จากการสืบค้นข้อมูลทางวิชาการเกี่ยวกับกาก
น ้าปลาในประเทศไทย พบว่ายังมีการศึกษาวิจัยในวงจ้ากัด โดยยังไม่พบรายงานการใช้ประโยชน์จากกาก
น ้าปลาในรูปแบบของเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ 

 คณะผู้วิจัยเล็งเห็นว่ากากน ้าปลาจัดเป็นโปรตีนไฮโดรไลเซทตามธรรมชาติรูปแบบหนึ่งที่เกิดจาก
การย่อยโปรตีนในปลาสดด้วยเอนไซม์โปรตีเอสจากภายในตัวปลาและเอนไซม์จากแบคทีเรียชนิดทนเค็ม
ภายในบ่อหมักน ้าปลา จึงมีความเป็นไปได้อย่างมากที่จะมีเปปไทด์ที่มีโครงสร้างปฐมภูมิและขนาดที่
หลากหลาย และมีแนวโน้มเป็นอย่างสูงที่จะพบเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพดังกล่าว ด้วยเหตุนี  คณะผู้วิจัย
จึงมีความสนใจที่จะศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของเปปไทด์ที่มีอยู่ในกากน ้าปลา ซึ่งได้แก่ ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
ความสามารถในการจับกับไอออนของโลหะ ลดความดันโลหิต ยับยั งการเจริญของจุลชีพ และยับยั งการ
เจริญของเซลล์มะเร็ง ซึ่งการศึกษานี จะเป็นส่วนส้าคัญที่ท้าให้มีการใช้ประโยชน์และเพ่ิมมูลค่าของกาก
น ้าปลาซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์พลอยได้จากอุตสาหกรรมน ้าปลา รวมถึงเป็นการพัฒนานวัตกรรมอาหารฟังก์ชัน 
(functional food) เพ่ือสุขภาพที่ดี ซึ่งก้าลังเป็นที่นิยมในหมู่ผู้บริโภคท่ีใส่ใจสุขภาพ โดยในระยะยาวอาจมี
การพัฒนาผลิตภัณฑ์ให้อยู่ในรูปของเปปไทด์ที่เป็นอาหารเสริมหรืออาจพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์น ้าปลาที่มี
ฤทธิ์ทางชีวภาพอ่ืนนอกเหนือจากคุณค่าทางโภชนาการปกติ โครงการวิจัยฉบับนี เป็นอีกก้าวหนึ่งของการ
ใช้วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีเพ่ือพัฒนาผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากการผลิตน ้าปลาไทยซึ่งเป็นภูมิปัญญา
ชาวบ้านแขนงหนึ่งและเพ่ือพัฒนาศักยภาพของอุตสาหกรรมขนาดย่อมในเขตชุมชนในการใช้วัตถุดิบให้
เกิดประโยชน์สูงสุด 

 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย   

  วัตถุประสงค์ของการศึกษานี เพ่ือศึกษาและพัฒนาการใช้ประโยชน์จากกากน ้าปลามาใช้ประโยชน์
ในเชิงอาหารฟังก์ชันเพื่อเพ่ิมมูลค่าของวัตถุดิบ โดยมีวัตถุประสงค์ย่อยดังนี  
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 1) เพ่ือศึกษาวิเคราะห์มวลโมเลกุลและปริมาณของเปปไทด์ที่มีอยู่ในกากน ้าปลาซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์
พลอยได้จากการผลิตน ้าปลาระดับคุณภาพชั นที่ 1 2 และ 3 

 2) เพ่ือศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของเปปไทด์ที่สกัดจากกากน ้าปลาในการต้านอนุมูลอิสระ การจับ
กับไอออนของโลหะ การยับยั งการท้างานของ angiotensin-converting enzyme การต้านการเจริญของ
จุลชีพ และการยับยั งการเจริญของเซลล์มะเร็ง 

 3) เพ่ือศึกษาวิธีที่เหมาะสมในการท้าบริสุทธิ์เปปไทด์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ และวิเคราะห์ล้าดับ
กรดอะมิโนและฤทธิ์ทางชีวภาพของเปปไทด์บริสุทธิ์ 

 

ขอบเขตของการวิจัย   

 การศึกษาในปีงบประมาณ พ.ศ. 2559 คณะผู้วิจัยท้าการสกัดและวิเคราะห์เปปไทด์จากกาก
น ้าปลา ซึ่งได้จากการผลิตน ้าปลาระดับคุณภาพชั นที่ 1 2 และ 3 ตามล้าดับ โดยท้าการเก็บตัวอย่างจาก
โรงงานผลิตน ้าปลาในเขตชุมชน จ.ชลบุรี (บริษัทน ้าปลาพิไชย จ้ากัด) ทั งนี คณะผู้วิจัยจะเริ่มศึกษาเปปไทด์
จากโปรตีนไฮโดรไลเซทที่เกิดตามธรรมชาติในระหว่างการหมักน ้าปลาโดยอาศัยเอนไซม์โปรติเอสในระบบ
ทางเดินอาหารของปลาและเอนไซม์จากแบคทีเรียชนิดทนเค็ม เปปไทด์ที่สกัดจากกากน ้าปลาแต่ละ
ระดับชั นคุณภาพจะถูกน้ามาวิเคราะห์หามวลโมเลกุลและปริมาณ จากนั นคณะผู้วิจัยจะท้าการแยกส่วน
สกัดอย่างหยาบเพ่ือแยกเกลือและสารโมเลกุลเล็กอ่ืนๆออกจากเปปไทด์ ก่อนที่จะน้าไปศึกษาฤทธิ์ทาง
ชีวภาพดังต่อไปนี  (1) การต้านอนุมูลอิสระโดยตรวจสอบการท้างานในหลอดทดลอง เพ่ื อทดสอบ
ความสามารถในการขจัดอนุมูลอิสระ เช่น hydroxyl radical, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 
และความสามารถในการต้านการเกิด lipid peroxidation ของกรดไขมันไม่อ่ิมตัว ซึ่งใช้เป็นแบบจ้าลอง
ส้าหรับกระบวนการต้านอนุมูลอิสระที่เกิดขึ นในเซลล์ (2) ความสามารถของเปปไทด์ในการจับกับโลหะ
ไอออน เช่น Fe2+ เพ่ือป้องกันการเกิดอนุมูลอิสระ (3) ความสามารถในการยับยั งการท้างานของเอนไซม์ 
angiotensin-converting enzyme ซึ่งเป็นสาเหตุส้าคัญอย่างหนึ่งของโรคความดันโลหิตสูง เพ่ือการ
พัฒนาเป็นอาหารทางเลือกส้าหรับลดความดันโลหิต (4) ความสามารถในการต้านการเจริญของจุลชีพ โดย
จะทดสอบกับแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ และ (5) ความสามารถในการยับยั งการเจริญของ
เซลล์มะเร็งและเซลล์ปกติ    

ในปีงบประมาณ พ.ศ. 2560 ส่วนสกัดที่แสดงประสิทธิภาพของฤทธิ์ทางชีวภาพสูงและมีปริมาณ
เปปไทด์มากจะถูกเลือกส้าหรับท้าบริสุทธิ์เปปไทด์ต่อไป คณะผู้วิจัยจะศึกษาวิธีที่เหมาะสมในการท้า
บริสุทธิ์เปปไทด์ โดยอาศัยเทคนิคทางโครมาโทกราฟีและ ultrafiltration เปปไทด์บริสุทธิ์จะถูกวิเคราะห์
ล้าดับกรดอะมิโนด้วย tandem mass spectrometry โดยใช้เทคนิคในการเกิด fragmentation คือ 
collisionally-induced dissociation (CID) เพ่ือบอกล้าดับกรดอะมิโนและศึกษาการเปลี่ยนแปลงของ
หมู่ฟังก์ชันในกรดอะมิโน นอกจากนี  คณะผู้วิจัยจะศึกษาศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของเปปไทด์สังเคราะห์ที่มี
ล้าดับกรดอะมิโนเหมือนเปปไทด์จากกากน ้าปลา เพ่ือเป็นแนวทางในการต่อยอดงานวิจัยต่อไป 
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ทฤษฎี สมมติฐาน และหรือกรอบแนวความคิดของการวิจัย  

 ในปี 2554 ประเทศไทยมีการใช้สัตว์น ้าในอุตสาหกรรมการผลิตน ้าปลาเป็นปริมาณสูงถึง 
106,630 ตัน (สถิติหน่วยธุรกิจการประมง, 2554) และในกระบวนการผลิตน ้าปลา มีกากน ้าปลาเป็น
ผลิตภัณฑ์พลอยได้จ้านวนมาก ซึ่งมักจะถูกแปรรูปเป็นปุ๋ยหรืออาหารสัตว์ที่มีมูลค่าต่้า คณะผู้วิจัยจึงมี
ความสนใจที่จะศึกษาเกี่ยวกับฤทธิ์ทางชีวภาพของเปปไทด์ที่สกัดจากกากน ้าปลาเพ่ือใช้ประโยชน์ในเชิง
อาหารเพ่ือสุขภาพและเป็นการเพ่ิมมูลค่าของกากน ้าปลารูปแบบหนึ่ง ในปัจจุบันยังไม่มีการศึกษาวิจัย
เกี่ยวกับฤทธิ์ของเปปไทด์ที่สกัดจากกากน ้าปลา ในขณะที่มีการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับการใช้ประโยชน์จาก
ผลิตภัณฑ์พลอยได้จากอุตสาหกรรมอ่ืนๆ ที่เกี่ยวข้องกับอาหารและอาหารทะเล มีรายงานทางวิชาการ
ร ะบุ ว่ า ก า ร ใ ช้ เ อ น ไซ ม์ โ ป รตี เ อ ส  เ ช่ น  alcalase, neutrase, trypsin, chymotrypsin, pepsin, 
Virgibacillus sp. SK33 เพ่ือย่อยโปรตีนจากผลิตภัณฑ์พลอยได้เหล่านั นน้าไปสู่การผลิตเปปไทด์ที่ออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพได้หลากหลาย เช่น การย่อยผลิตภัณฑ์พลอยได้จากการผลิตซูริมิจากปลา threadfin 
bream ด้วยเอนไซม์ Virgibacillus sp. SK33 proteinase และ alcalase ให้เปปไทด์ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระและลดความดันโลหิต (Piyadhammaviboon et al, 2012; Wiriyaphan et al, 2015), การย่อย
เกล็ ดปลา  croceine croaker ด้ วย เอนไซม์  trypsin และ  pepsin ให้ ผลิ ตภัณฑ์ เป็ น เปปไทด์  
GFRGTIGLVG, GPAGPAG, GFPSG ซึ่งมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (Wang et al, 2013), การย่อยโปรตีนจาก
ปลา tilapia ด้วยเอนไซม์ alcalase ให้ผลิตภัณฑ์เป็นเปปไทด์ที่มี calcium-binding motif WEWLHYW 
ซึ่งมีความสามารถในการจับกับแคลเซียมไอออนสูง (Charoenphun et al, 2013), การย่อยโปรตีนจาก
หอย  Mytilus coruscus ด้ ว ย เอนไซม์  pepsin ให้ ผลิ ตภัณฑ์ เป็ น เปป ไทด์  AFNIHNRNLL ซึ่ งมี
ความสามารถในการยับยั งการเจริญของเซลล์มะเร็งเต้านม มะเร็งต่อมลูกหมาก และมะเร็งปอด (Kim et 
al, 2012)  นอกจากนี ยังพบเปปไทด์ที่สกัดได้จากผลิตภัณฑ์พลอยได้จากอุตสาหกรรมอาหารทะเลโดยไม่
ผ่านการย่อย เช่น เยื่อหุ้มหนังปลา yellow catfish มีเปปไทด์ GKLNLFLSRLEILKLFVGAL  ซ่ึงมีฤทธิ์
ยับยั งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมบวก แกรมลบ และเชื อรา (Su, 2011) และพบ hydrophobic 
fraction ของเปปไทด์ที่สกัดจากน ้าปลา anchovy ซึ่งมีฤทธิ์ในการท้าลายเซลล์มะเร็งชนิด human 
lymphoma (U937) (Lee et al, 2004) เป็นต้น นอกจากตัวอย่างดังกล่าว ยังมีเปปไทด์อีกหลายชนิดที่มี
ฤทธิ์ทางชีวภาพ ดังแสดงในตารางที่ 1 คุณสมบัติทางชีวภาพของเปปไทด์เหล่านี มีความหลากหลาย 
เนื่องจากกรดอะมิโน 20 ชนิด ที่เป็นองค์ประกอบของเปปไทด์มีคุณสมบัติเฉพาะตัว ขึ นอยู่กับหมู่ฟังก์ชัน
แต่ละประเภท ปัจจัยหลักที่มีผลต่อฤทธิ์ทางชีวภาพเหล่านี คือโครงสร้างปฐมภูมิ และความยาวของสาย
เปปไทด์ (Shahidi and Zhong, 2008) 

 กากน ้าปลาจัดเป็นกลุ่มโปรตีนไฮโดรไลเซทตามธรรมชาติที่มีคุณค่าทางอาหารในรูปของเปปไทด์
อยู่ปริมาณมาก ในการกระบวนการผลิตน ้าปลามีเอนไซม์โปรตีเอสที่เกี่ยวข้องหลายชนิดทั งจากภายในตัว
ปลาและเอนไซม์ที่ผลิตจากแบคทีเรียที่พบในบ่อหมักน ้าปลา เช่น Halobacterium salinarum, 
Halobacillus thailandensis, Virgibacillus spp. SK33 เป็นต้น (ศิริลักษณ์ นามวงษ์, 2553) เปปไทด์
ที่เกิดขึ นจากการย่อยโปรตีนในปลาสดด้วยเอนไซม์โปรตีเอสหลายชนิดดังกล่าวมีความหลากหลายสูง ทั ง
ในด้านของล้าดับกรดอะมิโน การเปลี่ยนแปลงหมู่ฟังก์ชันของกรดอะมิโนที่อาจเกิดขึ นในระหว่าง
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กระบวนการหมักเป็นระยะเวลานาน 6-18 เดือน และความยาวของสายเปปไทด์ ซึ่งอาจท้าให้เปปไทด์ที่
เกิดขึ นมีฤทธิ์ทางชีวภาพที่แตกต่างกันไป จากการศึกษาเบื องต้น คณะผู้วิจัยพบว่ามีโพลีเปปไทด์จ้านวน
มากที่มีน ้าหนักโมเลกุลน้อยกว่า 45 kDa ในตัวอย่างกากน ้าปลา โดยที่แถบโปรตีนบน SDS-PAGE ใน
ตัวอย่างกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 2 และ 3 มีความแตกต่างจากตัวอย่างน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 
1 2 และ 3 เพียงเล็กน้อยเท่านั น และจากการทดสอบฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระเบื องต้น พบว่ากลุ่มเปป
ไทด์ที่มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงมีน ้าหนักโมเลกุลน้อยกว่า 3 kDa ซึ่งมีความสอดคล้องกับ
รายงานทางวิชาการก่อนหน้านี ที่ระบุว่าเปปไทด์ที่มีน ้าหนักโมเลกุลน้อยกว่า 3kDa จากไฮโดรไลเซทของ 
porcine hemoglobin ที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์โปรตีเอส มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าเปปไทด์ที่มี
น ้าหนักโมเลกุลสูงขึ น (Sun et al, 2011) ผลการทดลองเบื องต้นนี จะเป็นพื นฐานไปสู่การศึกษาเพ่ิมเติม
ต่อไป ด้วยเหตุนี  คณะผู้วิจัยจึงสมมติฐานว่ามีแนวโน้มเป็นอย่างมากที่เปปไทด์ที่สกัดจากกากน ้าปลาอาจมี
ฤทธิ์ทางชีวภาพในการต้านอนุมูลอิสระ/ ลดความดันโลหิต/ มีความสามารถในการจับกับไอออนของ
โลหะ/ ยับยั งการเจริญของแบคทีเรีย/ ยับยั งการเจริญของเซลล์มะเร็ง ทั งนี มีความเป็นไปได้ที่เปปไทด์อาจ
แสดงคุณสมบัติอย่างใดอย่างหนึ่งหรือแสดงคุณสมบัติหลายอย่างร่วมกัน  
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ตารางท่ี 1 เปปไทด์ที่ได้จากสัตว์ทะเลและฤทธิ์ทางชีวภาพที่เก่ียวข้อง 

เปปไทด์ แหล่งก าเนิด เอนไซม์ ฤทธิ์ทางชีวภาพ เอกสารอ้างอิง 

GFRGTIGLVG, 
GPAGPAG, GFPSG 

Pseudosciaena 
crocea 

trypsin/ pepsin ต้านอนุมูลอิสระ Wang et al, 2013 

RPDFDLEPPY Limanda aspera alcalase/ 
chymotrypsin/ 
papain/ 
pepsin/PronaseE/ 
Neutrase/ trypsin 

ต้านอนุมูลอิสระ Jun et al, 2004 

PSYV Misgurnus  
anguillicaudatus 

Papain ต้านอนุมูลอิสระ You et al, 2010 

AMTGLEA Parastromateus 
niger 

pepsin/trypsin/ 
chymotrpsin 

ต้านอนุมูลอิสระ Jai Ganesh 

et al, 2011 

VLSGGTTMAMYTL
V 

Theragra 
chalcogramma 

pepsin จับกับไอออนโลหะ Jung et al, 2006 

VLSGGTTMYASLYA
E 

Johnius belengerii pepsin จับกับไอออนโลหะ Jung and Kim, 
2007 

motif-WEWLHYW Oreochromis 
niloticus 

alcalase จับกับไอออนโลหะ Charoenphun et 
al, 2013 

GDLGKTTTVSNWS
PPKYKDTP 

Tuna pepsin ยับยั ง ACE Lee et al, 2010 

AWLHPGAPKVF Phascolosoma 
esculenta 

pepsin ยับยั ง ACE Du et al, 2013 

GY, VY, GF, VIY sea bream enzyme L ยับยั ง ACE Fahmi et al, 
2004 

FGASTRGA Alaska pollack pepsin ยับยั ง ACE Je et al, 2004 

GKLNLFLSRLEILKL
FVGAL 

Pelteobagrus 
fulvidraco 

- ยั บ ยั ง ก า ร เ จ ริ ญ
ของจุลชีพ 

Su, 2011 

Piscidin 2 hybrid striped bass - ยั บ ยั ง ก า ร เ จ ริ ญ
ของจุลชีพ 

Sung et al, 2008 

AFNIHNRNLL Mytilus coruscus pepsin ยั บ ยั ง ก า ร เ จ ริ ญ
ของเซลล์มะเร็ง 

Kim et al, 2012 

LPHVLTPEAGAT, 
PTAEGVYMVT 

Tuna papain/ Protease XXIII ยั บ ยั ง ก า ร เ จ ริ ญ
ของเซลล์มะเร็ง 

Hsu et al, 2011 
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การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (Information) ที่เกี่ยวข้อง  

 กากน ้าปลาจัดเป็นไฮโดรไลเซทตามธรรมชาติที่มีคุณค่าทางโภชนาการจากโปรตีนสูงที่เป็น
ผลิตภัณฑ์พลอยได้จากอุตสาหกรรมน ้าปลา การผลิตน ้าปลาเป็นภูมิปัญญาชาวบ้านที่สืบทอดกันมาช้านาน
และเป็นอุตสาหกรรมที่มีความส้าคัญอย่างยิ่งทางเศรษฐกิจเนื่องจากมีความต้องการในตลาดโลกเพ่ิมขึ น
อย่างต่อเนื่องควบคู่กับการขยายตัวของตลาดอาหารไทย กระบวนการผลิตน ้าปลาเริ่มจากการผสมปลา
ทะเลขนาดเล็กกับเกลือในอัตราส่วน 2:1 ถึง 5:1 โดยน ้าหนัก และหมักเป็นเวลานาน 6-18 เดือน การย่อย
สลายของปลาเกิดจากเอนไซม์โปรตีเอสทั งจากอวัยวะภายในและจากภายนอกตัวปลาซึ่งถูกผลิตมาจาก
แบคที เรียภายในถั งหมัก  โดยเฉพาะในกลุ่ ม  halophilic bacteria (อรวรรณ คงพันธุ์ ,  2553 ; 
Lopetcharat, 2003) กระบวนการผลิตน ้าปลาภาคอุตสาหกรรมในประเทศไทย มีการแบ่งน ้าปลาแท้
ออกเป็นสามระดับคุณภาพโดยวัดจากปริมาณ total nitrogen น ้าปลาระดับคุณภาพชั นที่ 1 เกิดจากการ
หมักปลาสดโดยตรง ส่วนน ้าปลาระดับคุณภาพชั นที่ 2 และ 3 ได้จากการหมักกากน ้าปลาที่เหลือจาก
น ้าปลาระดับคุณภาพชั นที่ 1 และ 2 ตามล้าดับ กากน ้าปลาที่เหลือจากการผลิตน ้าปลาระดับคุณภาพชั นที่ 
3 จะถูกใช้เป็นปุ๋ยหรืออาหารสัตว์ ซึ่งกากน ้าปลาเหล่านั นมีคุณค่าทางอาหารสูง โดยมีโปรตีนเป็น
องค์ประกอบประมาณร้อยละ 15.37 คาร์โบไฮเดรต ร้อยละ 21.32 และไขมัน ร้อยละ 3.15 (คันธารัตน
ประทุมวัลย์ และคณะ, 2549) แม้ว่าในปัจจุบันจะมีกลุ่มวิจัยที่ให้ความส้าคัญกับการพัฒนากระบวนการ
ผลิตน ้าปลาไทยในหลายรูปแบบ มีการศึกษาถึงการเพ่ิมเอนไซม์โปรตีเนสจากแบคทีเรียเพ่ือเร่ง
กระบวนการผลิต (Yongsawatdigul et al, 2007; ศิริลักษณ์ นามวงษ์, 2553) และการศึกษาการผลิต
น ้าปลาโซเดียมต่้าเพ่ือเป็นอาหารทางเลือกให้ผู้ที่ใส่ใจสุขภาพและผู้ป่วยโรคความดันโลหิตสูงและโรคไต 
(Chindapan et al, 2009) แต่ยังไม่มีงานวิจัยเกี่ยวกับฤทธิ์ทางชีวภาพของเปปไทด์จากกากน ้าปลา 

 ในปัจจุบัน มีรายงานทางวิชาการเกี่ยวกับการสกัดและการท้าบริสุทธิ์ของเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพ (bioactive peptide) ซึ่งได้จากกระบวนการหมักหรือกระบวนการย่อยโปรตีนที่พบในอาหาร 
เช่น นม เนื อสัตว์ อาหารทะเล โดยใช้เอนไซม์เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายโปรตีน  ได้ผลิตภัณฑ์เป็น
ไฮโดรไลเซทซึ่งอุดมไปด้วยเปปไทด์ที่มีความหลากหลายของล้าดับกรดอะมิโน อย่างไรก็ตาม ยังไม่มี
การศึกษาถึงฤทธิ์ทางชีวภาพของเปปไทด์ที่สกัดจากกากน ้าปลา เปปไทด์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพส่วนใหญ่
ประกอบด้วยกรดอะมิโน 2-20 หน่วย (Ryan et al, 2011; Shahidi and Zhong, 2008) โดยมีการออก
ฤทธิ์ได้หลากหลายรูปแบบ เช่น การต้านอนุมูลอิสระ, การต้านการเจริญเติบโตของจุลชีพ, การลดความดัน
โลหิต, การกระตุ้นการท้างานของระบบภูมิคุ้มกัน, การลดการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง, การลดการ
อักเสบ, การต้านเชื อไวรัส HIV, การป้องกันการแข็งตัวของเลือด, การลดปริมาณคลอเลสเตอรอล, การ
ระงับอาการปวดโดยจับกับ opioid receptor, และความสามารถในการจับกับแคลเซียม (Najafian and 
Babji, 2012; Nalinanon et al, 2011; Ryan et al, 2011; Shahidi and Zhong, 2008) โดยที่คุณสมบัติ
เหล่านี ขึ นอยู่กับล้าดับกรดอะมิโนในสายเปปไทด์ และมีงานวิจัยระบุว่าเปปไทด์บางชนิดมีฤทธิ์ทางชีวภาพ
มากกว่าหนึ่งอย่าง (Meisel and FitzGerald, 2003; Piyadhammaviboon et al, 2012) 

การน้าไฮโดรไลเซทจากปลามาใช้ประโยชน์จัดเป็นการเพ่ิมมูลค่าทางเศรษฐกิจของเนื อปลาและ
เศษเหลือปลาซึ่งเป็นของเสียที่เกิดจากอุตสาหกรรมอาหารทะเล การเตรียมไฮโดรไลเซทท้าได้โดยใช้
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เอนไซม์ เช่น  alcalase, neutrase, trypsin, chymotrypsin, pepsin, Virgibacillus sp. SK33 ในการ
ย่อยโปรตีนในสภาวะที่เหมาะสมต่อการท้างานของเอนไซม์นั น (Benjakul and Morrissey, 1997; 
Najafian and Babji, 2012; Wiriyapan et al, 2015) ผลิตภัณฑ์เปปไทด์ที่เกิดขึ นมีฤทธิ์ทางชีวภาพที่
แตกต่างกันออกไป ทั งนี  มี เปปไทด์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพหลายชนิดที่ได้รับการจดสิทธิบัตรและใช้ในทาง
การค้าเพ่ือเป็นอาหารเสริมและยา เช่น (1) PeptACETM เป็นเปปไทด์ที่สกัดได้จากปลาทูน่าชนิด Bonito 
ใช้เพ่ือควบคุมความดันโลหิต โดยช่วยยับยั งการท้างานของ angiotensin converting enzyme, (2) 
SEACURE® ซึ่งสกัดได้จากเนื อปลาทะเลลึก มีส่วนช่วยในการท้างานและรักษาอาการอักเสบที่เกิดใน
ระบบทางเดินอาหาร, (3) Nutripeptin® สกัดจากเนื อปลา codfish มีส่วนช่วยในการลดระดับน ้าตาลใน
เลือด (Thorkelsson and Kristinsson, 2009; Marchbank et al, 2008) เป็นต้น 

การออกฤทธิ์ทางชีวภาพของเปปไทด์ขึ นอยู่กับโครงสร้างปฐมภูมิและขนาดของเปปไทด์ ซึ่งเป็น
ผลมาจากโครงสร้างปฐมภูมิของโปรตีนและสภาวะของการเกิดไฮโดรไลซิส (Shahidi and Zhong, 2008) 
ในส่วนของฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ มีการตั งสมมติฐานกลไกการท้างานหลายรูปแบบ โดยภาพรวมกรดอะมิโน
ที่มีความส้าคัญต่อการขจัดอนุมูลอิสระมีหมู่ฟังก์ชันที่สามารถให้อิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระได้ เช่น หมู่ 
phenolic ใน tyrosine หมู่ indole ใน tryptophan หมู่ thiol ใน cysteine, และ หมู่ imidazole ใน 
histidine และมีการตั งข้อสังเกตว่ากรดอะมิโน leucine, valine และ proline ก็มีส่วนส้าคัญต่อการ
ท้าลายอนุมูลอิสระเช่นเดียวกัน รายงานวิจัยจาก Chen et al ระบุว่าเปปไทด์ 6 ชนิด จากไฮโดรไลเซท
ของถั่วเหลืองที่มีความสามารถในการขจัดอนุมูลอิสระ มีความคล้ายคลึงกันคือ valine และ leucine อยู่ที่ 
N-terminus และมี proline, histidine, tyrosine เป็นองค์ประกอบ (Chen et al, 1995) นอกจากนี ยัง
พบว่าล้าดับของ tripeptide PHH เป็นส่วนส้าคัญของฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (Chen et al, 1996)  ต่อมา 
Saito et al (2003) ท้าการทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของ 114 tripeptides ที่มีล้าดับ
กรดอะมิโนใกล้เคียงกับ PHH และ 108 tripeptides ที่ประกอบด้วย histidine หรือ tyrosine อย่างน้อย
สอง residue คณะผู้วิจัยพบว่า tripeptide ที่มี tyrosine สอง residue มีฤทธิ์สูงกว่า histidine สอง 
residue และส่วนที่มีความส้าคัญต่อ radical scavenging activity คือ tryptophan และ tyrosine ที่
ปลาย C-terminus นอกจากนี ยังพบว่า cysteine ใน tripeptide มีความส้าคัญต่อการขจัดอนุมูล 
peroxynitrite (Saito et al, 2003) ตัวอย่างงานวิจัยดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระมีความหลากหลายของโครงสร้างปฐมภูมิสูง 

เปปไทด์ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระบางชนิดมีความสัมพันธ์กับความสามารถในการจับกับโลหะ
ไอออน เนื่องจากไอออนของโลหะ เช่น เหล็กและทองแดง มีความไวต่อปฏิกิริยาสูง เป็นสาเหตุให้เกิด 
reactive oxygen species ขึ นในระบบ หากเปปไทด์มีความสามารถในการเข้าจับกับไอออนของโลหะได้ดี
ก็จะช่วยลดการสร้างอนุมูลอิสระด้วย Megias et al (2007) รายงานว่าความสามารถในการจับกับไอออน
ทองแดง ของเปปไทด์จากถั่ว chickpea ขึ นอยู่กับอัตราส่วนของ histidine ซึ่งมีหมู่ imidazole ที่เข้าจับ
กับโลหะไอออนได้ดี และยังขึ นอยู่กับความยาวของสายเปปไทด์และล้าดับกรดอะมิโนด้วย นอกจากนี  
ความสามารถในการเข้าจับกับโลหะของเปปไทด์ยังเป็นประโยชน์ในด้านของการเพ่ิมการดูดซึมแร่ธาตุที่
จ้าเป็นต่อร่างกาย เช่น แคลเซียม โดยเปปไทด์ที่มีคุณสมบัติดังกล่าวมีกรดอะมิโนที่มีประจุลบหรือมีหมู่ 
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imidazole เช่น WEWLHYW จากไฮโดรไลเซทของปลา tilapia (Charoenphun et al, 2013), TCH 
จากไฮโดรไลเซทกุ้ง (Huang et al, 2011), และ VLSGGTTMYASLYAE (Jung and Kim, 2007) จาก
ไฮโดรไลเซทของปลา hoki เป็นต้น  

ในปัจจุบันมีการค้นพบเปปไทด์หลายชนิดจากโปรตีนไฮโดรไลเซทที่มีฤทธิ์ในการลดความดันโลหิต 
โดยทดสอบจากความสามารถในการยับยั งการท้างานของ angiotensin-converting enzyme (ACE) 
เอนไซม์ชนิดนี ท้าหน้าที่เปลี่ยนโมเลกุล angiotensin I ให้เป็น angiotensin II ซึ่งมีผลให้หลอดเลือดหดตัว 
ด้วยเหตุนี การยับยั งการท้างานของ ACE จึงส่งผลดีต่อการลดความดันโลหิต เปปไทด์ที่เป็น ACE inhibitor 
มีล้าดับกรดอะมิโนที่หลากหลาย แต่มีความคล้ายคลึงกันคือ การที่กรดอะมิโนไฮโดรโฟบิก อยู่ที่ปลาย C-
terminus และอีกกรณีหนึ่งคือ arginine, lysine หรือ proline อยู่ที่ปลาย c-terminus โดยสมมติฐาน
ของกลไกการยับยั งการท้างานของ ACE คือเอนไซม์นี มี catalytic site สองแห่ง เปปไทด์ที่ไฮโดรโฟบิกท้า
หน้าที่แย่งจับกับสารตั งต้นที่ N-terminal catalytic site ส่วนเปปไทด์ที่ไฮโดรฟิลิกท้าหน้าที่แย่งจับกับ
สารตั งต้นที่ C-terminal catalytic site (Hong et al, 2008; Turner and Hooper, 2002; Vermeirssen 
et al, 2004)  

มีรายงานวิจัยเกี่ยวกับเปปไทด์หลายชนิดที่มีฤทธิ์ยับยั งการเจริญของจุลชี พหลายชนิด ทั ง
แบคทีเรีย รา และไวรัส เปปไทด์เหล่านี มีคุณสมบัติร่วมคือมีกรดอะมิโนที่เป็นไฮโดรโฟบิกมากกว่าร้อยละ 
50 ของกรดอะมิ โนทั งหมด , มีส่ วนที่มีประจุบวกจาก lysine และ arginine, และมีคุณสมบัติ  
amphipathic โดยส่วนมากมีกลไกการท้างานที่เกี่ยวข้องกับการท้าลายผนังเซลล์และเยื่อหุ้มเซลล์ของจุล
ชี พ  (Shahidi and Zhong, 2008) ตั ว อย่ า ง เปป ไทด์ ที่ มี ฤทธิ์ ยั บ ยั ง ก า ร เ จ ริ ญของจุ ล ชี พ  เ ช่ น 
GKLNLFLSRLEILKLFVGAL ที่สกัดจากเยื่อหุ้มหนังปลา yellow catfish มีฤทธิ์ยับยั งการเจริญของ 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis และ Candida albicans (Su, 2011) 

นอกจากนี  มีรายงานวิจัยกล่าวถึงความเป็นไปได้ในการใช้ประโยชน์จากเปปไทด์เพ่ือยับยั งการ
เจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งหลายชนิด Kim et al (2012) ท้าการวิเคราะห์เปปไทด์จากไฮโดรไลเซทของ 
Mytilus coruscus แล้วพบว่าเปปไทด์  AFNIHNRNLL มีความเป็นพิษสูงต่อเซลล์มะเร็งเต้านม มะเร็ง
ต่อมลูกหมาก และมะเร็งปอด แต่ไม่เป็นอันตรายต่อเซลล์ปกติในตับ (Kim et al, 2012) เปปไทด์ที่จาก
ไฮโดรไลเซทของปลา anchovy มีฤทธิ์ในการยับยั งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งต่อมน ้าเหลือง (U937) 
(Lee et al, 2004)  กลไกการยับยั งเซลล์มะเร็งของเปปไทด์ยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด มีการตั งสมมติฐานถึง
กลไกการท้างานของเปปไทด์ในการยับยั งเซลล์มะเร็ง โดยจ้าแนกได้เป็นสองประเภทหลักคือ (1) การ
ท้าลายเยื่อหุ้มเซลล์ของเซลล์มะเร็งผ่านการเกิด micelle หรือการเกิดรูพรุน และ (2) การเหนี่ยวน้าให้เกิด 
apoptosis ผ่านวิถีการส่งสัญญาณภายในเซลล์ (Papo and Shai, 2005) ตัวแปรที่มีผลต่อฤทธิ์ต้านมะเร็ง
ของเปปไทด์คือ ความเป็นไฮโดรโฟบิก, ประจุรวม, ความเป็นแอมฟิพาธิค, ลักษณะโครงสร้างทุติยภูมิใน
เยื่อหุ้มเซลล์ และความสามารถในการเกิดโอลิโกเมอไรเซชัน (Hoskin and Ramamoorthy, 2008; 
Huang et al, 2011; Shai, 1999)  
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ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  

- บริการความรู้แก่ประชาชน 
องค์ความรู้ที่ได้จากการวิจัยจะเพ่ิมความเข้าใจเกี่ยวกับอาหารฟังก์ชันเชิงโภชนาการ  ในรูปของ

เปปไทด์ที่มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ, ลดความดันโลหิต, น้าส่งไอออนที่มีจ้าเป็นต่อร่างกาย, ต้านจุลชีพ 
และยับยั งการเจริญของเซลล์มะเร็ง ซึ่งองค์ความรู้เหล่านี อาจช่วยให้ประชาชนทั่วไปใส่ใจในโภชนาการเพ่ือ
สุขภาพของตนเองมากขึ น โดยจะมีการเผยแพร่งานวิจัยผ่านสื่อต่างๆ เช่น วารสารทางวิชาการ 

- บริการความรู้แก่ภาคธุรกิจ และน้าไปสู่การผลิตเชิงพาณิชย์ 
ข้อมูลที่ได้จากการวิเคราะห์ฤทธิ์ทางชีวภาพของเปปไทด์จากกากน ้าปลามีส่วนช่วยให้ภาคธุรกิจ

การผลิตน ้าปลาในเขตชุมชนภาคตะวันออก ซึ่งรวมถึงหน่วยงานที่สนับสนุนโครงการวิจัยนี  (บริษัท
น ้าปลาพิไชย จ้ากัด) และหน่วยงานอ่ืนๆ ได้ใช้ประโยชน์จากสารอาหารในวัตถุดิบให้เกิดประโยชน์สูงสุด 
โดยอาจน้าไปสู่การแปรรูปเปปไทด์จากกากน ้าปลาให้เป็นอาหารเสริม หรือการปรับปรุงสูตรน ้าปลาแต่ละ
ระดับคุณภาพให้มีคุณค่าทางอาหารสูงขึ นโดยไม่จ้าเป็นต้องใช้วัตถุดิบเพ่ิมเติม 

- เป็นประโยชน์ต่อประชากรกลุ่มเป้าหมาย  
องค์ความรู้ที่ได้จากการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของเปปไทด์จากกากน ้าปลาเป็นประโยชน์ต่อกลุ่ม

อุตสาหกรรมขนาดย่อมในเขตภาคตะวันออก โดยข้อมูลทางวิทยาศาสตร์ช่วยสนับสนุนด้านข้อมูลคุณค่า
ทางอาหารของกากน ้าปลา และอาจเป็นแนวทางให้มีการพัฒนาผลิตภัณฑ์จากกากน ้าปลาต่อไปในอนาคต 

 โครงการวิจัยนี เป็นประโยชน์ต่อนิสิตระดับปริญญาตรีและบัณฑิตศึกษาที่ได้เข้าร่วมศึกษาวิจัย 
นอกจากนี หน่วยงานวิจัยและสถาบันการศึกษา ทั งในด้านอุตสาหกรรมอาหาร ชีวเคมี เภสัชเคมี และทาง
การแพทยส์ามารถน้าไปศึกษาและพัฒนาต่อไปได้  

- เป็นองค์ความรู้ในการวิจัยต่อไป 
 องค์ความรู้ที่ได้รับจากการสกัด การท้าบริสุทธิ์ และการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ สามารถใช้เป็น
พื นฐานในการพัฒนาอาหารฟังก์ชันจากกากน ้าปลา การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพอ่ืนๆ เช่น การลดอาการ
อักเสบ และการลดคลอเลสเตอรอล และเป็นพื นฐานส้าหรับการศึกษากลไกการออกฤทธิ์ทางชีวภาพของ
เปปไทด์จากกากน ้าปลา นอกจากนี  ยังอาจน้าองค์ความรู้เหล่านี ไปประยุกต์ใช้กับผลิตภัณฑ์พลอยได้จาก
อุตสาหกรรมอ่ืนๆอีกด้วย  
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วิธีด าเนินการวิจัย 

 

 คณะผู้วิจัยมีวิธีการด้าเนินงานวิจัยโดยรวมดังแผนภาพในรูปที่ 1 โดยจะท้าการเก็บตัวอย่างกาก
น ้าปลาชั นคุณภาพที่ 1, 2, และ 3 จากบริษัทน ้าปลาพิไชย อ.เมือง จ.ชลบุรี และท้าการศึกษาวิจัยที่
ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา และศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ
แห่งชาติ เริ่มต้นจากการศึกษาวิธีการสกัดเปปไทด์และโปรตีนในตัวอย่าง โดยใช้น ้าและสารละลายเอทา
นอลที่ความเข้มข้นต่างๆ รวมทั งศึกษาตัวแปรที่มีผลต่อการสกัด เช่น เวลา อุณหภูมิ และการลดพื นที่ผิว   
จากนั นเกลือที่มีในตัวอย่างจะถูกแยกด้วย gel-filtration chromatography เปปไทด์และโปรตีนจะถูก
แยกตามขนาดด้วยเทคนิค gel-filtration chromatography แล้วเก็บ fraction อย่างหยาบ ตามขนาด
ของเปปไทด/์โปรตีน หลังจากนั นแต่ละ fraction ย่อยจะถูกน้าไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพดังนี  

 - การยับยั งอนุมูลอิสระโดยทดสอบด้วย free radical scavenging activity assay โดยใช้สารตั งต้น
เป็น 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH), 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic 
acid) (ABTS) และ  hydroxyl radical และทดสอบความสามารถ ในการยั บยั ง ก า ร เ กิ ด  lipid 
peroxidation ในหลอดทดลอง รวมถึงความสามารถในการรีดิวซ์ของกากน ้าปลา (Osawa and Namiki, 
1985, Piyadhammaviboon et al, 2012; Wang et al, 2008) 

 - การยับยั งการท้างานของเอนไซม์ ACE ในหลอดทดลอง ซ่ึงเอนไซม์นี เป็นปัจจัยส้าคัญที่ท้าให้
เกิดการหดตัวของหลอดเลือด (Cushman and Cheung, 1971) 

 - ความสามารถในการจับตัวกับโลหะไอออน เช่น Fe2+ เพ่ือประโยชน์ในการก้าจัดไอออนที่เป็น
สาเหตุให้เกิดอนุมูลอิสระ (Jung et al, 2006; Carter, 1971) 

 - ความสามารถในการยับยั งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ โดยใช้ S. Aureus 
เป็นตัวแทนของแบคทีเรียแกรมบวก และ E. coli และ X. oryzae pv. oryzae เป็นตัวแทนของแบคทีเรีย
แกรมลบ 

 - ความสามารถในการยับยังการเจริญของเซลล์มะเร็ง โดยวัดจากอัตราการมีชีวิตรอดของเซลล์
เมื่ออยู่ในอาหารที่มีเปปไทด์จากกากน ้าปลา  

 ทั งนี  หากพบ fraction หยาบของเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพดังกล่าวที่มีประสิทธิภาพสูงและมี
ปริมาณเปปไทด์ในตัวอย่างมาก เปปไทด์จะถูกน้ามาท้าบริสุทธิ์ด้วยเทคนิคที่เหมาะสม โดยหากพบฤทธิ์
ทางชีวภาพที่ใกล้เคียงกันจากตัวอย่างกากน ้าปลาทั งสามระดับชั นคุณภาพ ผู้ทดลองจะเลือกใช้ตัวอย่าง
กากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 3 เพ่ือท้าบริสุทธิ์เปปไทด์ เนื่องจากเป็นผลิตภัณฑ์พลอยได้ที่ไม่มีการ
น้าไปใช้ประโยชน์ หลังจากการท้าบริสุทธิ์ เปปไทด์จะถูกวิเคราะห์ด้วย  HPLC และ tandem mass 
spectrometry ประกอบกับเครื่องมือทาง bioinformatics หลังจากนั น เปปไทด์บริสุทธิ์ หรือกึ่งบริสุทธิ์
จะถูกน้าไปทดสอบประสิทธิภาพของฤทธิ์ทางชีวภาพอีกครั งหนึ่ง เพ่ือเป็นแนวทางในการพัฒนาผลิตภัณฑ์
ต่อไปในอนาคต 
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รูปที่ 1 ภาพรวมของการทดลอง 

 

(1) การเตรียมตัวอย่างกากน  าปลา 

ตัวอย่างกากน ้าปลาระดับคุณภาพชั นที่ 1 2 และ 3 ได้รับจาก บริษัท น ้าปลาพิไชย จ้ากัด จ.ชลบุรี 
กากน ้าปลาจะส่งจากบ่อหมักมาที่มหาวิทยาลัยบูรพา โดยใช้เวลาเดินทางประมาณ 10 นาที ตัวอย่าง
ทั งหมดจะถูกเก็บที่ 4 °C กากน ้าปลาระดับคุณภาพชั นที่ 1 เป็นส่วนของแข็งที่เหลือจากการหมักปลา
กะตักสดเป็นระยะเวลา 18 เดือน กากน ้าปลาระดับคุณภาพชั นที่ 2 เป็นส่วนของแข็งที่เหลือจากการหมัก
กากน ้าปลาระดับคุณภาพชั นที่ 1 เป็นระยะเวลา 6 เดือน และกากน ้าปลาระดับคุณภาพชั นที่ 3 เป็นส่วน
ของแข็งที่เหลือจากการหมักกากน ้าปลาระดับคุณภาพชั นที่ 2 เป็นระยะเวลา 6 เดือน     

(1.1) การศึกษาวิธีสกัดโปรตีนจากกากน  าปลา 

 กากน ้าปลาซึ่งมีลักษณะเป็นผงแต่ละระดับชั นคุณภาพจะถูกน้ามาทดสอบหาวิธีที่เหมาะสมในการ
สกัดเปปไทด์โดยใช้ตัวอย่างเป็นกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 3 โดยการละลายเปปไทด์ 10 g ใน 10 mL 
H2O, 10% ethanol, 20% ethanol, 30% ethanol, 40% ethanol และ 50% ethanol ตามล้าดับ 
รวมทั งท้าการทดสอบระยะเวลาที่ใช้ในการละลายตัวอย่าง และการบดตัวอย่างด้วย glinder เพ่ือช่วยใน
การละลายของเปปไทด์ด้วย ส่วนสกัดจะถูกน้าไปแยกเปปไทด์ออกจากเกลือและสารโมเลกุลเล็กอ่ืนด้วย 
gel-filtration chromatography (GE-Healthcare) ตาม protocol จากผู้ผลิต จากนั นท้าการเก็บ 
fraction อย่างหยาบ เพ่ือหาความเข้มข้นของเปปไทด์/โปรตีนในตัวอย่างที่สกัดด้วยวิธีต่างกันดังกล่าวด้วย 
Lowry’s protein assay (Lowry et al, 1951) วิธีสกัดที่ได้ผลดีที่สุดจะถูกเลือกเพ่ือท้าการทดลองใน
ขั นตอนต่อไป 
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(1.2) การศึกษาวิธีแยกเกลือจากส่วนสกัดกากน  าปลา 

 ตัวอย่างกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 2 และ 3 ที่สกัดได้ด้วยวิธีที่เหมาะสม จะถูกน้ามาแยก
ตามขนาดโมเลกุลและแยกเกลือออกจากตัวอย่างด้วย gel-filtration chromatography โดยใช้  
stationary phase เป็น sephadex G-15 ที่มีความสูงของคอลัมน์ 50 cm และมีปริมาตรคอลัมน์ 88 mL 
คอลัมน์ถูก equlibrate ด้วยน ้ากลั่นปริมาตร 880 mL แล้วน้ากากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 2 และ 3 
ที่ผ่านการสกัดแล้ว ปริมาตร 4 mL เติมลงบน stationary phase เพ่ือให้เกิดการแยกตามขนาดโมเลกุล 
mobile phase ที่ใช้คือน ้ากลั่น ตัวอย่างจะถูกเก็บเป็นแฟรกชันละ 10 mL จ้านวน 5 แฟรกชัน โดยจะถูก
น้ามาวัดค่าการน้าไฟฟ้าด้วย conductivity meter และตรวจสอบปริมาณโปรตีนด้วยการวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 nm และ Lowry’s protein assay ตามล้าดับ ก่อนที่จะรวม fraction 
ที่พบเปปไทด์/โปรตีนเข้าด้วยกัน แล้วท้าให้แห้งด้วยวิธี centrifugal evaporation เปปไทด์ที่สกัดจาก
กากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 2 และ 3 จะถูกน้าไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพต่อไป  

วิ ธีการแยกเกลือออกจากตัวอย่ าง อีกระบบหนึ่ งที่ ใช้ทดสอบคือการใช้  gel-filtration 
chromatography แบบ PD-10 desalting column (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) โดยใช้
น ้ากลั่นปริมาตร 10 column volumn เป็น equlibration buffer จากนั น กากน ้าปลาปริมาตร 2.5 mL 
ถูกเติมลงในคอลัมน์ แล้วท้าการชะด้วยน ้ากลั่น  แฟรกชันของส่วนที่ถูกชะออกจากคอลัมน์ถูกแบ่งเป็น 6 
แฟรกชัน ปริมาตรแฟรกชันละ 3 mL ซึ่งแต่ละแฟรกชันจะถูกน้าไปวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Lowry’s 
protein assay และวัดปริมาณสารประกอบฟีนอลิกด้วยวิธี Folin ciocaltau (Blainski et al., 2013) 
พร้อมทั งวัดปริมาณเกลือในตัวอย่าง ด้วย conductivity meter แต่ละแฟรกชันจะถูกน้าไปตรวจสอบ
ความสามารถในการก้าจัดอนุมูล DPPH จากนั นแยกส่วนด้วย molecular weight cut-off filter และ 
HPLC ก่อนที่จะวิเคราะห์ล้าดับกรดอะมิโนด้วย LC-MS/MS 

(1.3) การศึกษา protein profile ในกากน  าปลา 

  เปปไทด์/โปรตีนที่สกัดได้จากกากน ้าปลาทั ง 3 ระดับชั นคุณภาพ และน ้าปลาทั งสามระดับชั น
คุณภาพ จะถูกวิเคราะห์ด้วย protein gel electrophoresis (Schägger, 2006) และย้อมสีแถบโปรตีน
ด้วย Coomassie blue เพ่ือเปรียบเทียบความแตกต่างของมวลโมเลกุลและปริมาณโปรตีนในกากน ้าปลา
ทั ง 3 ระดับชั นคุณภาพ รวมถึงเปรียบเทียบมวลโมเลกุลของโปรตีนในน ้าปลาทั งสามระดับชั นคุณภาพด้วย 

      (1.4) การวิเคราะห์องค์ประกอบของกากน  าปลา (proximate analysis) 

  กากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 2 และ 3 ถูกน้ามาวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี โดยรวมถึง 
โปรตีน คาร์โบไฮเดรต ไขมัน ไฟเบอร์ เถ้า และความชื น โดยการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนใช้วิธีของ 
Kjeldahl (AOAC International, 2000) ไ ขมั น ถู ก วิ เ ค ร า ะห์ ด้ ว ย วิ ธี  soxhlet extraction (AOAC 
International, 1997) และ ไฟเบอร์ เถ้า และความชื น ถูกตรวจวัดด้วยวิธีของ AOAC International 
(1997) เช่นเดียวกัน ส่วนปริมาณส่วนที่เหลือคิดเป็นร้อยละของคาร์โบไฮเดรตในตัวอย่าง การทดลองถูก
ท้าซ ้าอย่างน้อย 3 ครั ง     
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(2) การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 

ตัวอย่างกากน ้าปลาทั งสามระดับชั นคุณภาพที่ผ่านการแยกตามขนาดโมเลกุล และแยกเกลือออกจาก
ตัวอย่างด้วย gel-filtration chromatography ถูกน้ามาวิเคราะห์ฤทธิ์ทางชีวภาพดังต่อไปนี  (ท้าการ
ทดลองซ ้าอย่างน้อย 3 ครั ง เพื่อยืนยันผลในทุกการทดลอง) 

(2.1) ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

 (2 .1.1)  ความสามารถในการต้านอนุมูล อิสระจะถูกทดสอบด้วยวิธี  DPPH radical 
scavenging assay ตามวิธีของ Piyadhammaviboon et al, 2012 โดยเติมเปปไทด์ช่วงความเข้มข้น 
0.1 – 1.0 mg/mL ในสารละลายที่เหมาะสมจากข้อ 1.1 ปริมาตร 50 µL ลงในสารละลาย 0.2 mM 
DPPH ใน methanol ปริมาตร 100 µL จากนั นท้าการบ่มที่อุณหภูมิห้อง ในที่มืด เป็นเวลา 30 นาที 
ตัวอย่างจะถูกน้ามาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 517 nm เพ่ือตรวจสอบปริมาณสารตั งต้น (DPPH radical) ที่
เหลืออยู่ในปฏิกิริยา โดยมี control เป็นตัวอย่างที่ไม่มีเปปไทด์  

 (2.1.2) ความสามารถในการยับยั ง hydroxyl radical จะถูกทดสอบด้วยวิธีของ Wang et al 
(2008) โดยปฏิกิริยาประกอบด้วย 1.5 mM FeSO4 ปริมาตร 67 uL, 6 mM H2O2 ปริมาตร 47 µL, 20 
mM sodium salicylate ปริมาตร 20 uL, และเปปไทด์ตัวอย่าง ปริมาตร 66 µL สารผสมนี จะถูกบ่มที่
อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 60 นาที และค่าการดูดกลืนแสงของสารผลิตภัณฑ์ hydroxylated salicylate 
complex จะถูกวัดที่ความยาวคลื่น 562 nm  

 

ค่าความสามารถในการยับยั งอนุมูลอิสระจากทั งสองวิธี สามารถค้านวณได้จากสมการที่ (1) 

     % scavenging activity = [A(control)-A(peptide)/A(control)]×100..................................(สมการ
ที่ 1) 

      % scavenging activity = ความสามารถในการยับยั งอนุมูลอิสระ 

      A(control) = ค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างที่ไม่มีเปปไทด์ 

      A(peptide) = ค่าการดูดกลืนแสง ของตัวอย่างที่มีเปปไทด์ 

 

 (2.1.3) ความสามารถในการยับยั งอนุมูล ABTS ถูกตรวจสอบโดยดัดแปลงจากวิธีของ Re et al 
(1999) สารละลายอนุมูล ABTS เตรียมได้โดยการออกซิไดซ์ 7 mM ABTS ด้วยสารละลาย potassium 
persulfate เป็นเวลา 16 ชั่วโมง จากนั นเจือจางสารละลายด้วย 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4 ใน
อัตราส่วน 1:20 เพ่ือใช้ทดสอบกับสารละลายดัวอย่าง สารละลายตัวอย่างกากน ้าปลาหรือสารละลายกรด
แอสคอร์บิกปริมาตร 10 L ถูกเติมลงไปในสารละลาย ABTS ปริมาตร 1 mL แล้วตรวจสอบความสามารถ
ในการก้าจดัอนุมูล ABTS โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 734 นาโนเมตร 
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 (2.1.4) ความสามารถในการรีดิวซ์ ถูกตรวจสอบโดยวิธี Ferric reducing antioxidant power 
(FRAP) โดยสารละลาย FRAP ประกอบไปด้วย 0.28 mM acetate buffer pH 3.6 ปริมาตร 7 mL, 
สารละลาย 2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ) ใน 40 mM HCl ปริมาตร 0.7 mL และสารละลาย ferric 
chloride hexahydrate ปริมาตร 0.7 mL ในการท้าปฏิกิริยา สารละลาย FRAP ปริมาตร 180 L จะถูก
บ่มกับสารละลายตัวอย่างหรือสารละลายมาตรฐาน ferrous sulphate ที่ความเข้มข้นต่างๆ (15, 30, 60, 
120, 240, 480 M) ปริมาตร 20 L ใน 96-well plate เป็นเวลา 30 นาที แล้วท้าการวัดความสามารถ
ในการให้อิเล็กตรอนโดยติดตามค่าการดูดกลืนแสงที่ 596 nm 

 (2.1.5) ความสามารถในการยับยั งการเกิด lipid peroxidation ทดสอบโดยใช้ linoleic acid 
เป็นโมเดล ตามหลักการของ Osawa and Namiki (1985) โดยตัวอย่างเปปไทด์จะถูกละลายใน 50 mM 
phosphate buffer, pH 7.0 ปริมาตร 10 mL และเติมใน linoleic acid ปริมาตร 0.13 mL และ 99.5% 
ethanol ปริมาตร 10 mL และปรับปริมาตรรวมให้เป็น 25 mL ด้วยน ้ากลั่น จากนั นสารผสมจะถูกบ่มที่
อุณหภูมิ 40°C ในที่มืด จากนั นตรวจสอบการเกิด hydroperoxide ซึ่งเกิดจาก lipid peroxidation ที่แต่
ละช่วงเวลา โดยให้สารผสมดังกล่าวท้าปฏิกิริยากับ FeCl2 และ ammonium thiocyanate และวัดค่า
การดูดกลืนแสงของสารเชิงซ้อนที่เกิดขึ นที่ความยาวคลื่น 500 nm ด้วยเครื่อง microplate reader 
spectrophotometer ทุกๆ 24 ชั่วโมง เป็นเวลา 144 ชั่วโมง 

* หมายเหตุ ทุกการทดลองในการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ มีการใช้ positive control คือ ascorbic 
acid และมีการค้านวณค่า IC50 จาก linear regression analysis ของกราฟมาตรฐานระหว่างความ
เข้มข้นของเปปไทด์กับ % inhibitory activity  

 

      (2.2) ความสามารถในการจับตัวกับไอออนของโลหะ 

 ความสามารถในการจับกับไอออน Fe2+ จะถูกทดสอบด้วยวิธี Fe2+ chelating activity assay 
(Carter, 1971) โดยละลายตัวอย่างเปปไทด์ 100 µg ใน 250 µL ของ 100 mM sodium acetate 
buffer, pH 4.9 และ 30 µL ของ 0.01% (w/v) FeCl2 จากนั น 40 mM Ferrozine ปริมาตร 12.5 µL 
จะถูกเติมลงไปในสารผสม แล้วท้าการบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที การเกิดสารเชิงซ้อนของ Fe2+ 

และ Ferrozine สามารถติดตามได้จากการเปลี่ยนแปลงค่าการดูดกลืนแสงที่ 562 nm ด้วยเครื่อง 
VersaMax™ absorbance microplate reader โดยมี positive control คือ EDTA ความสามารถใน
การจับของ Fe2+ และเปปไทด์ค้านวณได้จากสมการที่ 2 

       %chelating activity = [A(control)-A(peptide)/A(control)]×100.............................(สมการที่ 2) 
 

  % chelating activity = ความสามารถในการจับกับไอออน Fe2+ ของเปปไทด์ 

  A(control) = ค่าการดูดกลืนแสงที่ 562 nm ของตัวอย่างที่ไม่มีเปปไทด์ 

  A(peptide) = ค่าการดูดกลืนแสงที่ 562 nm ของตัวอย่างที่มีเปปไทด์ 
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(2.3) การยับยั งการท างานของ Angiotensin-converting enzyme (ACE) 

 ความสามารถในการยับยั งการท้างานของ ACE จะถูกตรวจสอบด้วยวิธีของ Cushman and 
Cheung (1971) โดยใช้ Hippuryl-L-histidyl-L-leucine (HHL) เป็นสารตั งต้น โดยเติมตัวอย่างเปปไทด์
ปริมาตร 15 µL ใน 33.33 mU/mL ACE ปริมาตร 30 µL และน ้า DI ปริมาตร 55 µL และท้าการบ่มที่
อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 5 นาที จากนั นสารตั งต้น 8.3 mM HLL ใน 500 mM NaCl, 0.1 M Tris-HCl, 
pH 8.3 ปริมาตร 150 µL จะถูกเติมลงในปฏิกิริยา และท้าการบ่มที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 60 นาที 
จากนั นเติม 250 µL ของ 1 M HCl เพ่ือหยุดปฏิกิริยา ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ นคือ Hippuric acid จะถูกสกัด
ด้วย ethyl acetate และระเหยแห้งใน heat block จากนั นละลาย Hippuric acid ในน ้ากลั่น ก่อนที่จะ
วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 228 nm โดยความสามารถในการยับยั งการท้างานของ ACE สามารถค้านวณได้
จากสมการที่ 3 

   

 % ACE Inhibition = [1 - (AS-AB2)/(AC-AB1)] x 100..............................(สมการที่ 3) 
 

  AS = ค่าการดูดกลืนแสงที่ 228 nm ของตัวอย่างที่มีเปปไทด์ + ACE 

  AC = ค่าการดูดกลืนแสงที่ 228 nm ของตัวอย่างที่ไม่มีเปปไทด์ + ACE 

  AB1 = ค่าการดูดกลืนแสงที่ 228 nm ของตัวอย่างที่ไม่มีเปปไทด์ + inactivated ACE 

  AB2 = ค่าการดูดกลืนแสงที่ 228 nm ของตัวอย่างที่มีเปปไทด์ + inactivated ACE 

 

   (2.4) ความสามารถในการยับยั งการเจริญของแบคทีเรีย 

 ความสามารถในการยับยั งการเจริญของแบคทีเรียถูกทดสอบโดยใช้ S.aureus เป็นตัวแทนของ
แบคทีเรียแกรมบวก E.coli และ X. oryzae pv. oryzae เป็นตัวแทนของแบคทีเรียแกรมลบ แบคทีเรีย 
S.aureus  และ E. coli จะถูกเลี ยงใน LB agar plate ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง ส่วน X. 
oryzae pv. oryzae ถูกเลี ยงบน LB agar plate ที่อุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 20-24 ชั่วโมง จากนั น 
โคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรียแต่ละชนิดจะถูกน้าไปเลี ยงในอาหารเหลว Mueller Hinton Broth (MHB) ใน 
96-well plate เพ่ือใช้ในการทดสอบความสามารถในการยับยั งการเจริญของแบคทีเรีย (antibacterial 
activity assay)   ในกลุ่มควบคุม แบคทีเรียในอาหารเลี ยงเชื อ MHB จะถูกเจือจางให้มีค่า OD600 เท่ากับ 
0.1 เพ่ือใช้เป็น starter จากนั น น้า starter ปริมาตร 1 µL มาเจือจางต่อด้วย อาหารเลี ยงเชื อ MHB 
ปริมาตร 99 µL แล้วบันทึกการเจริญของแบคทีเรียโดยการวัดความขุ่นที่ OD600 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
ส้าหรับกลุ่มทดลอง แบคทีเรียแต่ละสายพันธ์จะถูกเลี ยงในอาหารเลี ยงเชื อ MHB ที่ผสมกากน ้าปลา
ระดับชั นคุณภาพที่ 1, 2 และ 3 ที่ความเข้มข้น 2 mg/mL โดยท้าการทดลองซ ้า 3 ครั งเพ่ือยืนยันผลการ
ทดลอง 
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      (2.5) ความสามารถในการยับยังการเจริญของเซลล์มะเร็ง 

 ส่วนสกัดจากกากน ้าปลาจะถูกน้ามาทดสอบฤทธิ์ยับยั งการเจริญของเซลล์มะเร็งตับ (HepG2, 
ATCC No. HB-8065 และเซลล์ปกติ (Vero, ATCC No. CCL-81) โดยใช้อาหารสูตร Eagle’s Minimum 
Essential medium (MEM) ที่มีการเพ่ิม 10% (v/v) FBS, 1% Sodium pyruvate, 1% L-glutamine 
และ 1% NEAA ในอาหาร เซลล์ทุกชนิดจะถูกเลี ยงในภาวะ 5% (v/v) CO2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ซึ่งมีความเหมาะสมต่อการเจริญของเซลล์ 

ส้าหรับการทดสอบฤทธิ์ยับยั งการเจริญของเซลล์มะเร็งนั นจะตรวจวัดโดยวิธี MTT โดยก้าหนด
ปริมาณเซลล์เริ่มต้นที่ใช้ทดสอบต่อตัวอย่างคือ 4 × 103 เซลล์ต่ออาหารเลี ยงเซลล์ 200 L ใน 96-well 
plate และท้าการบ่มในภาวะ 37 องศาเซลเซียส 5% (v/v) CO2 เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ก่อนที่จะผสมกับ
ส่วนสกัดจากกากน ้าปลา และบ่มที่สภาวะ 5% (v/v) CO2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง  การยับยั งเซลล์มะเร็งจะถูกตรวจสอบโดยเติมสารละลาย  MTT ที่ความเข้มข้น 5 mg/mL 
ปริมาตร 50 L และบ่มต่ออีก 4 ชั่วโมง เซลล์ที่มีชีวิตจะเปลี่ยนสารละลาย MTT ให้กลายเป็น formazan 
crystals (ผลึกสีม่วง) ซึ่งจะถูกละลายด้วย 100% DMSO จากนั นวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
570 นาโนเมตรด้วยเครื่อง microplate reader และค้านวณเปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของเซลล์ (cell 
survival) จากสมการที ่4  

 

% การอยู่รอดของเซลล์  =
ค่าการดูดกลนืแสงที่วัดได้จากเซลล์ที่ได้รับสารตัวอย่าง

ค่าการดูดกลืนแสงที่วัดไดข้องเซลล์ควบคุม
 ×100......................(สมการที่ 4) 

 

(3) การแยกส่วนและท าบริสุทธิ์เปปไทด์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ 

 ส่วนสกัดจากกากน ้าปลาที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพจากการทดลองในข้อ 2 จะถูกน้ามาแยกส่วนตาม
น ้าหนักโมเลกุลด้วย membrane filtration (GE Healthcare, NJ, USA) โดยใช้ molecular weight 
cut-off filter ส้าหรับน ้าหนักโมเลกุล 3 kDa และ 10 kDa (GE Healthcare, NJ, USA) ในขั นแรก 
membrane filter ขนาด 10 kDa cut-off ถูกน้ามา equilibrate ด้วยน ้ากลั่นปริมาตร 400 L แล้วปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็ว 14000 xg เป็นเวลา 20 นาที จากนั น เติมตัวอย่างกากน ้าปลาแต่ละระดับชั นคุณภาพ 
ปริมาตร 400 L ลงใน filter แล้วท้าการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14000 xg เป็นเวลา 20 นาที ส่วน 
retentate ถูกเก็บเป็นแฟรกชันที่มีขนาดโมเลกุลมากกว่า 10 kDa ส้าหรับ filtrate จะถูกน้าไปแยกส่วน
ต่อด้วย molecular weight cut-off filter ขนาด 3 kDa ด้วยวิธีเดียวกัน ส่วน retentate ของขั นตอนนี 
ถูกเก็บเป็นแฟรกชันที่มีขนาดโมเลกุลมากกว่า 3 kDa แต่น้อยกว่า 10 kDa และส่วน filtrate ถูกเก็บ
เป็นแฟรกชันที่มีขนาดโมเลกุลน้อยกว่า 3 kDa จากนั นกากน ้าปลาทั ง 3 แฟรกชันถูกน้ามาปรับปริมาตรให้
เท่ากันเพ่ือตรวจวัดความเข้มข้นของโปรตีนและทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 
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 หลังจากนั น ส่วนที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพจะถูกแยกด้วย macro spin column ที่มี stationary phase 
เป็น C18, C8 และ C4 (Harvard Apparatus, MA, USA) เพ่ือแบ่งกลุ่มเปปไทด์ที่มีความไฮโดรโฟบิกที่
ต่างกัน โดยตัวอย่างกากน ้าปลาจะถูกเติม formic acid ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.1%(v/v) macro 
spin column ถูก equilibrate ด้วย 0.1% formic acid ปริมาตร 500 L เป็นเวลา 15 นาที แล้วน้าไป
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 2000 xg เป็นเวลา 4 นาที จากนั น ตัวอย่างกากน ้าปลาปริมาตร 200 L ถูกเติมลง
บน macro spin column แล้วปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 2000 xg เป็นเวลา 4 นาที โมเลกุลที่สามารถจับกับ 
C18 ได้จะถูกชะด้วย elution buffer (70% acetonitrile/ 0.1% formic acid) ปริมาตร 100 L 
จ้านวน 2 ครั ง ส่วนที่เป็น flow through ของคอลัมน์ C18 จะถูกน้าไปใช้เป็นตัวอย่างส้าหรับคอลัมน์ที่
บรรจุ C8 และ C4 ตามล้าดับ แต่ละแฟรกชันที่ได้จาก macro spin column จะถูกน้าไประเหยแห้ง แล้ว
ละลายในน ้ากลั่นปริมาตร 200 L เพ่ือเปรียบเทียบความเข้มข้นของโปรตีน และทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ
อีกครั งหนึ่ง  

 ต่อจากนั น ส่วนที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพจะถูกแยกด้วย reverse-phase chromatography โดยใช้ 
(Zorbax C18 column, Agilent Technologies) ต่อกับ WatersTM 600 HPLC และ Waters Dual  
absorbance detector (Waters Corporation) และแต่ละ fraction จะถูกทดสอบฤทธิ์ ก่อนที่จะท้า
การวิเคราะห์ล้าดับกรดอะมิโน (Sheih et al, 2009) 

 

(4) การวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนด้วย tandem mass spectrometry 

 เปปไทด์ที่ผ่านการท้าบริสุทธิ์จะถูกน้ามาวิเคราะห์ล้าดับกรดอะมิโนด้วยเทคนิค HPLC-MS/MS 
สารละลายตั วอย่ า ง จะถู กแยกโดย C18 reverse phase nanocolumn (PepSwift monolithic 
column, 100 m x 50 mm) ที่ต่อกับ HPLC (Ultimate 3000 LC system, Dionex Ltd, Altrincham, 
UK) ตัวอย่างจะถูกแยกโดยใช้ linear gradient เป็นเวลาทั งหมด 20 นาที จาก 10% solvent B (80% 
acetronitrile/ 19.9% H2O/ 0.1% formic acid) ถึ ง  70% solvent B และล้ างคอลัมน์ด้ วย 90% 
solvent B โดย solvent A ที่ใช้คือ 0.1% formic acid เปปไทด์ที่ผ่านการแยกด้วย HPLC จะถูกส่งไป
วิเคราะห์มวลและล้าดับกรดอะมิโนด้วย HCTultra PTM Discovery System (Bruker Daltonics Ltd, 
Hamburg, Germany) โดยผ่านการท้าให้เกิดไอออนด้วย electrospray ionization วิธีการวิเคราะห์มวล
ที่ใช้คือ data-dependent acquisition โดย precursor ion ที่มีปริมาณสูงที่สุด 5 ล้าดับแรกจะถูกส่งไป
ท้า fragmentation ด้วย collision-induced dissociation เพ่ือที่จะตรวจวัดค่ามวลของ product ion 
ส้าหรับระบุล้าดับกรดอะมิโน โดยค่า mass range ของ precursor ion ถูกก้าหนดไว้ที่ 50-3000 m/z 

 ข้อมูลที่ได้จะถูกแปรผลโดยใช้เครื่องมือทาง Bioinformatics โดยวิเคราะห์ tandem mass spectra 
ด้วย database search engine เช่น MASCOT (Perkins et al, 1999) เพ่ือระบุล้าดับกรดอะมิโนของ
เปปไทด์โดยเปรียบเทียบข้อมูลจากการทดลองกับในฐานข้อมูลโปรตีน โดยเลือกใช้ non-enzymatic 
search เนื่องจากมีเอนไซม์หลายชนิดที่เกี่ยวข้องกับการย่อยโปรตีนในกากน ้าปลาจึงไม่สามารถระบุ 
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specificity ของเอนไซม์ได้  นอกจากนี  tandem mass spectra ที่ ได้จะถูกแปรผลด้วย De Novo 
sequencing (PEAKS, ON, Canada)  และ  manual interpretation ควบคู่ ไปด้ วย  เ พ่ือ เป็ นการ
ครอบคลุมการวิเคราะห์ผลการทดลองหากโปรตีนนั นไม่มีอยู่ในฐานข้อมูล ทั งนี ฐานข้อมูลโปรตีนที่ใช้ใน
การแปรผล ได้แก่ UniProt KnowledgeBase (www.uniprot.org) การระบุชนิดของเปปไทด์จะใช้การ
วิเคราะห์ทางสถิติ โดยค่าทางสถิติที่พิจารณา ได้แก่ MASCOT score, E-value และ false discovery 
rate (Choi and Nesvizhskii, 2008) 

 

(5) การสังเคราะห์เปปไทด์บริสุทธิ์และการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของเปปไทด์สังเคราะห์ 

 เปปไทด์บริสุทธิ์ถูกสังเคราะห์จากบริษัท ChinaPeptides Co., Ltd (China) โดยใช้วิธี solid phase 
peptide synthesis (Merrifield, 1963) แล ะต ร ว จสอบคว า มบริ สุ ท ธิ์ ด้ ว ย  HPLC และ  mass 
spectrometry เปปไทด์ที่สังเคราะห์ได้ถูกน้ามาละลายน ้าที่ความเข้มข้น 1 mg/mL จากนั น ทดสอบฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระ DPPH เพ่ือเปรียบเทียบกับเปปไทด์ผสมก่อนการท้าบริสุทธิ์ และทดสอบเสถียรภาพของ
ฤทธิ์ทางชีวภาพที่ช่วงความเข้มข้นของเกลือ NaCl ตั งแต่ 0 M – 1 M โดยใช้วิธีทดลองที่ระบุในข้อ 2.1 
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ผลการทดลอง 

 

(1) การเตรียมตัวอย่างกากน  าปลา 
 

(1.1) ผลการศึกษาวิธีที่เหมาะสมส าหรับการสกัดโปรตีนจากกากน  าปลา 
จากการศึกษาหาวิธีที่ เหมาะสมเพ่ือใช้ในการสกัด เปปไทด์/โปรตีน ให้มี % yield สูงสุด 

คณะผู้วิจัยศึกษาเปรียบเทียบผลของ (1) การใช้น ้าและเอทานอลที่อัตราส่วนต่างๆ ได้แก่ 0% 10% 20% 
30% 40% และ 50% เอทานอลในน ้า (2) ระยะเวลาที่ใช้ในการละลายตัวอย่าง และ (3) การปั่นเพ่ือลด
พื นที่ผิว ต่อปริมาณเปปไทด์/โปรตีนที่สกัดได้ โดยวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Lowry’s protein assay 
พบว่าการใช้น ้าเป็นตัวท้าละลายให้ปริมาณเปปไทด์/โปรตีนที่สูงกว่าการใช้สารละลายผสมเอทานอลในน ้า
ที่อัตราส่วนต่างๆ รูปที่ 2 (A) ในส่วนของระยะเวลาที่ใช้ในการสกัด เวลา 15 และ 30 นาที ให้ปริมาณ
เปปไทด์/โปรตีนที่สูงกว่า 45 และ 60 นาที ตามล้าดับ รูปที่ 2 (B) ในส่วนของการปั่นเพ่ือลดพื นที่ผิว 
พบว่าการปั่นโดยใช้ blender ท้าให้กากน ้าปลามีความหนืดสูงและส่งผลให้ปริมาณโปรตีน/เปปไทด์ ที่
สกัดได้ลดลง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2 ความเข้มข้นของโปรตีนที่สกัดได้จากกากน ้าปลาที่สภาวะต่างๆ โดยเปรียบเทียบประสิทธิภาพการ
สกัดระหว่าง (A) สารละลายที่ใช้ในการสกัดโปรตีน (B) เวลาที่ใช้ในการสกัดโปรตีน 

 
(1.2) ผลการศึกษาวิธีที่เหมาะสมส าหรับแยกเกลือจากส่วนสกัดกากน  าปลา 

คณะผู้วิจัยศึกษาวิธีที่ใช้ในการแยกส่วนสกัดหยาบของโปรตีน/เปปไทด์ จากเกลือที่มีในตัวอย่าง
กากน ้าปลาโดยใช้เทคนิค gel-filtration chromatography (คอลัมน์ Sephadex G-15 และ Sephadex 
G-25) ที่มีความยาวคอลัมน์ต่างกัน พบว่าการใช้คอลัมน์ Sephadex G-15 ที่มีความยาวคอลัมน์ 50 
เซนติเมตร มีประสิทธิภาพในการแยกเกลือที่ดี โดยตรวจสอบปริมาณโปรตีน/เปปไทด์ จากการวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร และตรวจสอบปริมาณไอออนโดยใช้เครื่อง conductivity meter ผลการ
ทดลองแสดงให้เห็นว่าโปรตีน/เปปไทด์จากกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1  2 และ 3 ถูกชะออกจาก
คอลัมน์ตั งแต่ fraction 2 ถึง fraction 5 (รูปที่ 3 (A-C)) ส่วนค่าการน้าไฟฟ้าของไอออนมีการเพ่ิมขึ น
อย่างรวดเร็วที่ fraction 5 (รูปที่ 4 (A-C)) ดังนั นผู้ทดลองจึงเลือกใช้ fraction 2 3 และ 4 ในการศึกษา

(A) (B) (a) (a) 



30 
 

ฤทธิ์ทางชีวภาพต่อไปเนื่องจากมีปริมาณโปรตีนสูงและมีปริมาณไอออนต่้า  นอกจากนี  คณะผู้วิจัยได้
ตรวจวัดปริมาณโปรตีน/เปปไทด์ในตัวอย่างกากน ้าปลาด้วย Lowry’s protein assay เพ่ือยืนยันผลการ
ทดลองจากการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร พบว่ากากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 2 และ 3 
มีความเข้มข้นของโปรตีนสูงสุดที่ fraction 3 (รูปที่ 5 (A-C)) เมื่อท้าการรวม fraction ที่มีปริมาณโปรตีน
สูงและมีค่าการน้าไฟฟ้าต่้า (F2-F4) ของกากน ้าปลาทั ง 3 ระดับชั นคุณภาพพบว่ากากน ้าปลาระดับชั น
คุณภาพที่ 1 มีความเข้มข้นโปรตีนสูงกว่ากากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 2 และ 3 ตามล้าดับ (รูปที่ 6) 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 3 ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยางคลื่น 280 nm ของ fraction ที่ได้จากการแยกกากน ้าปลา (A) 
ระดับชั นคุณภาพที่ 1 (B) ระดับชั นคุณภาพที่ 2 และ (C) ระดับชั นคุณภาพที่ 3 ด้วย gel-filtration 
chromatography 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4 ค่าการน้าไฟฟ้า ของ fraction ที่ได้จากการแยกกากน ้าปลา (A) ระดับชั นคุณภาพที่ 1 (B) 
ระดับชั นคุณภาพที่ 2 และ (C) ระดับชั นคุณภาพที่ 3 ด้วย gel-filtration chromatography 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 5 ความเข้มข้นของโปรตีนใน fraction ที่ได้จากการแยกกากน ้าปลา (A) ระดับชั นคุณภาพที่ 1 (B) 
ระดับชั นคุณภาพที่ 2 และ (C) ระดับชั นคุณภาพที่ 3 ด้วย gel-filtration chromatography 

(A) (B) (C) 

(A) (B) (C) 

(A) (B) (C) 
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รูปที่ 6 ความเข้มข้นของโปรตีนจากกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 (FSB 1st) กากน ้าปลาระดับชั น
คุณภาพที่ 2 (FSB 2nd) และกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 3 (FSB 3rd) 

 
 
(1.3) ผลการศึกษา protein profile ในกากน  าปลา 

คณะผู้วิจัยตรวจสอบมวลโมเลกุลของโปรตีน/เปปไทด์ในกากน ้าปลาทั ง 3 ระดับชั นคุณภาพ โดย
เปรียบเทียบกับโปรตีน/เปปไทด์ในน ้าปลาแต่ละระดับชั นคุณภาพ ด้วยวิธี SDS-PAGE พบว่าโปรตีนจาก
ตัวอย่างกากน ้าปลาและตัวอย่างน ้าปลา มีมวลโมเลกุลใกล้เคียงกัน โดยมีขนาดเล็กกว่า 45 kDa (รูปที ่7) 
ทั งนี  ปริมาณโปรตีนจะลดลงในน ้าปลา/กากน ้าปลาที่มีระดับชั นคุณภาพต่้าลง (สุศนีย์ พิพัฒนานุกูล, 2558) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 7 SDS-PAGE แสดงมวลโมเลกุลของโปรตีนที่พบในน ้าปลา และกากน ้าปลา ระดับชั นคุณภาพที่ 1 2 
และ 3 ตามท่ีระบุด้านบนแผ่นเจล 
 

FSB 1st FSB 2nd FSB 3rd 
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(2) องค์ประกอบของกากน  าปลา 
 กากน ้าปลาทั งสามระดับชั นคุณภาพถูกตรวจวัดองค์ประกอบโดยน ้าหนัก ด้วยวิธีมาตรฐานของ 
American Organization of Analytical Chemists International (AOAC International, 1997) ผ ล
การทดลองแสดงให้เห็นว่ากากน ้าปลาทั งสามระดับชั นคุณภาพ มีองค์ประกอบส่วนใหญ่เป็นเถ้า (ash) ซึ่ง
คิดเป็น 59.59% – 58.96% ขององค์ประกอบทั งหมด รองลงมาเป็น ความชื น (moisture) โปรตีน 
(protein) คาร์โบไฮเดรต (carbohydrate) ไขมัน (fat) และไฟเบอร์ (fiber) ตามล้าดับ (ตารางที่ 2) 
องค์ประกอบส่วนที่เป็นเถ้าน่าจะเป็นผลมาจากกระดูกของปลา และเกลือที่ใช้ในกระบวนการผลิต เมื่อ
พิจารณาปริมาณโปรตีนที่วิเคราะห์ด้วยวิธีของ Kjeldahl พบว่าอยู่ในช่วง 5.44% – 8.52% โดยกาก
น ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 3 มีปริมาณโปรตีนสูงที่สุด รองลงมาเป็นระดับชั นคุณภาพที่ 1 และ 2 
ตามล้าดับ ซึ่งผลการทดลองไม่สอดคล้องกับการวิเคราะห์ด้วย Lowry’s protein assay เนื่องจากวิธีของ 
Kjeldahl เป็นการวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจนทั งหมด (total nitrogen content) ในขณะที่ Lowry’s 
protein assay มีความจ้าเพาะต่อการตรวจวัดปริมาณโปรตีนที่มีพันธะเปปไทด์ตั งแต่ 4 พันธะขึ นไป 
 
ตารางท่ี 2 องค์ประกอบ (proximate composition) ของกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 2 และ 3  
 

FSB 
grades 

Ashes (%) 
Moisture 
Content (%) 

Crude fiber 
(%) 

Carbohydrate 
content (%) 

Protein 
content 
(%) 

Fat content 
(%) 

1st  59.59 ± 0.36 26.76 ± 0.69 0.006 ± 0.00 5.67 ± 0.95 7.81 ± 0.13 0.17 ± 0.00 

2nd  68.96 ± 0.99 19.45 ± 0.54 0.014 ± 0.00 5.99 ± 1.14 5.44 ± 0.33 0.16 ± 0.01 

3rd 62.33 ± 0.66 25.16 ± 0.81 0.222 ± 0.00 3.75 ± 0.20 8.52 ± 0.25 0.24 ± 0.01 

 
 

(3) ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ  

(3.1) ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

คณะผู้วิจัยได้ท้าการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของกากน ้าปลาทั ง 3 ระดับชั นคุณภาพ โดย
ตรวจสอบความสามารถในการยับยั งอนุมูล DPPH, อนุมูล hydroxyl และอนุมูล ABTS, ทดสอบ
ความสามารถในการรีดิวซ์สารละลาย Fe3+ และความสามารถในการยับยั งการเกิด lipid peroxidation 
เพ่ือวิเคราะห์คุณสมบัติในการให้ไฮโดรเจนและให้อิเล็กตรอนกับอนุมูลอิสระ รวมถึงคุณสมบัติในการยับยั ง
ปฏิกิริยาออกซิเดชัน พบว่ากากน ้าปลาทั ง 3 ระดับชั นคุณภาพมีความสามารถในการก้าจัดอนุมูล DPPH 
(รูปที่ 8) โดยกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 มีความสามารถในการก้าจัดอนุมูล DPPH ได้สูงที่สุดใน 
fraction ที่ 4 (%inhibition = 91.03 ± 7.90 %) ซึ่งมีความสามารถเทียบเท่ากับ ascorbic acid ที่ความ
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เข้มข้น 27.27 g/mL ซึ่งใช้เป็น positive control ส่วนกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 2 และ 3 มี
ความสามารถในการก้าจัดอนุมูล DPPH ได้น้อยกว่า 50% 

ส้าหรับความสามารถในการยับยั งอนุมูล hydroxyl  พบว่ากากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 มี
ความสามารถในการก้าจัดอนุมูล hydroxyl ได้ดีกว่าระดับชั นคุณภาพที่ 2 และ 3 ตามล้าดับ โดยมี
ความสามารถในการยับยั งอนุมูล hydroxyl สูงสุด 82.42 ± 2.58% ใน fraction ที่ F4 ส่วนกากน ้าปลา
ระดับชั นคุณภาพที่ 2 ใน fraction ที่ F3 สามารถยับยั งอนุมูล hydroxyl ได้ 69.83 ± 12.17%  และกาก
น ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 3 ในทุก fraction มีความสามารถในการก้าจัดอนุมูล hydroxyl ได้น้อยกว่า 
50%  (รูปที่ 9) 

ความสามารถในการยับยั งอนุมูล ABTS ของกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 มีค่าสูงที่สุดใน 
fraction ที่ F2 ส่วนกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 2 และ 3 fraction ที่ F4 สามารถยับยั งอนุมูล ABTS 
ได้มากกว่า F2 และ F3 อย่างไรก็ตาม ในทุก fraction พบว่าค่า %inhibition มีค่าต่้า โดยอยู่ระหว่าง 2-
9% แสดงถึงประสิทธิภาพที่ไม่ดีในการให้อิเล็กตรอนกับอนุมูล ABTS (รูปที่ 10) 

ความสามารถในการรีดิวซ์สารละลาย FRAP ของกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 2 มีค่าสูงกว่า
ระดับชั นคุณภาพที่ 1 และ 3  โดยพบค่าสูงสุดอยู่ที่ fraction F3 ซึ่งคิดเป็นความสามารถในการรีดิวซ์
เทียบเท่ากับสารละลาย FeSO4 เข้มข้น 54.34  0.93 mM (รูปที ่11) 
 ส้าหรับความสามารถในการยับยั งการเกิด lipid peroxidation นั น ไม่พบ fraction ของกาก
น ้าปลาที่สามารถยับยั งการเกิด lipid peroxidation ได้ โดยท้าการติดตามปฏิกิริยาออกซิเดชันของกรด
ไขมันทุก 24 ชั่วโมง เป็นเวลา 12 วัน ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าปริมาณการเกิด peroxide ของตัวอย่าง
กรดไขมันที่มีกากน ้าปลาทั ง 3 ระดับชั นคุณภาพผสมอยู่ด้วยไม่แตกต่างจากในชุดควบคุม  (รูปที่ 12) 
(นภัสวรรณ ปัญญา (2559) และเพชรลดา โฆษิตานนท์ (2558)) 

 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 8 ความสามารถในการก้าจัดอนุมูล DPPH ของกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1, 2 และ 3 จาก 
fractionที ่F2 F3 และ F4 
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รูปที่ 9 ความสามารถในการก้าจัดอนุมูล hydroxyl ของกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1, 2 และ 3 จาก 
fractionที่ F2 F3 และ F4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 10 ความสามารถในการก้าจัดอนุมูล ABTS ของกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1, 2 และ 3 จาก 
fractionที่ F2 F3 และ F4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 11 ความสามารถในการรีดิวซ์ของกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1, 2 และ 3 จาก fractionที่ F2 
F3 และ F4 
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รูปที่ 12 ความสามารถในการยับยั งการเกิด lipid peroxidation ของกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1, 2 
และ 3 จาก fractionที่ F2 F3 และ F4 

 

 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของกากน ้าปลาทั งสามระดับชั นคุณภาพ แสดงให้เห็น
ว่ากากน ้าปลามีคุณสมบัติในการต้านอนุมูล DPPH ยับยังการเกิดอนุมูล hydroxyl และมีความสามารถใน
การรีดิวซ์ แตม่ีความสามารถในการยับยั งอนุมูล ABTS ที่ไม่ดี และไม่มึความสามารถในการยับยั งการเกิด
เปอร์ออกซิเดชันของลิพิด นอกจากนี  กลุ่มผู้วิจัยพบว่าการแยก fraction ของกากน ้าปลาด้วย Sephadex 
G-15 ที่มีการใช้ซ ้าในหลายการทดลองส่งผลให้ค่า standard deviation ของข้อมูลมีค่าสูง กลุ่มผู้วิจัยจึงทา้
การทดลองต่อโดยการรวม fraction ที่ F2 F3 และ F4 ของกากน ้าปลาแต่ละระดับชั นคุณภาพเข้าด้วยกัน 
เนื่องจากเป็น fraction ที่มีปริมาณโปรตีนที่ตรวจวัดได้ และมีปริมาณเกลือต่้า (รูปที่ 3, รูปที่ 4 และ รูปที่ 
5) ผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนแสดงดังรูปที่ 6 และผลการตรวจวัดฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระแสดงดัง
รูปที่ 13 แนวโน้มของผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระมีค่าเพ่ิมขึ นเมื่อความเข้มข้นของ
โปรตีนมีค่าสูงขึ นด้วย โดยกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระที่ดีกว่า
ระดับชั นคุณภาพที่ 2 และ 3 ตามล้าดับ ซึ่งอาจเป็นผลมาจากความเข้มข้นของโปรตีนที่สูงกว่าด้วย ดังนั น 
ผู้วิจัยจึงศึกษาค่าความเข้มข้นของกากน ้าปลาแต่ละระดับชั นคุณภาพที่ท้าให้แอคทิวิตี ลดลงครึ่งหนึ่ง (ค่า 
IC50) ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่ากากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพท่ี 1 มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูล DPPH ที่สงู
กว่าระดับชั นคุณภาพท่ี 3 และ 2 ตามล้าดับ (ตารางท่ี 3) และกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 2 ฤทธิ์ใน
การยับยั งอนุมูล hydroxyl ที่สูงกว่าระดับชั นคุณภาพท่ี 3 และ 1 ตามล้าดับ (ตารางท่ี 4) ส้าหรับการยับยั ง
อนุมูล ABTS ค่า IC50 มีค่าสูงถึง 3.03 - 3.37 mg/mL ซึ่งแสดงให้เห็นประสิทธิภาพที่ไม่ดีในการให้
อิเล็กตรอนกับอนุมูล ABTS (ตารางท่ี 5) (นภัสวรรณ ปัญญา, 2559; เพชรลดา โฆษิตานนท์, 2558) 
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รูปที่ 13 ความสามารถของกากน ้าปลาแต่ละระดับชั นคุณภาพในการต้านอนุมูลอิสระ จากการทดสอบด้วย 
(A) ความสามารถในการยับยั งอนุมูล DPPH (B) ความสามารถในการยับยั งอนุมูล hydroxyl (C) 
ความสามารถในการยับยั งอนุมูล ABTS และ (D) ความสามรถในการรีดิวซ์ 

 

ตารางท่ี 3 ความเข้มข้นของโปรตีน/ เปปไทด์ ที่สามารถยับยั งอนุมูล DPPH ได้ร้อยละ 50 (IC50) ข้อมูลที่
แสดงในตารางเป็นค่าเฉลี่ย  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลองซ ้า 3 ครั งที่เป็นอิสระต่อกัน 

ระดับชั นคุณภาพของกากน ้าปลา IC50 (mg/mL) 
1 0.32  0.02 
2 1.05  0.08 
3 0.96  0.11 

ascorbic acid 0.016   0.007 
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ตารางท่ี 4 ความเข้มข้นของโปรตีน/ เปปไทด์ ที่สามารถยับยั งอนุมูล hydroxyl ได้ร้อยละ 50 (IC50) ข้อมลู
ที่แสดงในตารางเป็นค่าเฉลี่ย  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลองซ ้า 3 ครั งที่เป็นอิสระต่อกัน 

ระดับชั นคุณภาพของกากน ้าปลา IC50 (mg/mL) 
1 0.78  0.07 
2 0.36  0.01 
3 0.75  0.06 

 

ตารางท่ี 5 ความเข้มข้นของโปรตีน/ เปปไทด์ ที่สามารถยับยั งอนุมูล ABTS ได้ร้อยละ 50 (IC50) ข้อมูลที่
แสดงในตารางเป็นคา่เฉลี่ย  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลองซ ้า 3 ครั งที่เป็นอิสระต่อกัน 

ระดับชั นคุณภาพของกากน ้าปลา IC50 (mg/mL) 
1 3.37 0.24 
2 3.03 0.24 
3 3.34 0.30 

 

(3.2) ความสามารถในการจับตัวกับไอออนของโลหะ 

 จากการตรวจสอบคุณสมบัติในการแย่งจับกับไอออน Fe2+ ของกากน ้าปลาทั งสามระดับชั น
คุณภาพ พบว่า fraction F3 ของกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพท่ี 2 มีความสามารถในการจับกับไอออนของ
โลหะ Fe2+ ได้ดีที่สุด (91.35%) ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับ 0.5 mM EDTA (99%) ที่ใช้เป็นตัวควบคุมเชิงบวก 
กากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 มีความสามารถในการแย่งจับกับไอออนโลหะรองลงมา คือ 35.3% ใน 
fraction ที่ F2 อย่างไรก็ตาม ไม่พบฤทธิ์ในการแย่งจับกับไอออนโลหะใน fraction ย่อยจากกากน ้าปลา
ระดับชั นคุณภาพที่ 3 (รูปที่ 14) เมื่อท้าการรวม fraction ของกากน ้าปลาแต่ละระดับชั นคุณภาพ พบว่า
กากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 และ 2 มีความสามารถในการแย่งจับกับไอออนโลหะที่สูงกว่าระดับชั น
คุณภาพที่ 3 โดยมีค่าอยู่ระหว่าง 39.36  5.85 และ 36.72  4.96% (รูปที่ 15) และจากการทดลองหา
ค่าความเข้มข้นของโปรตีน/เปปไทด์ที่สามารถจับกับไอออนของโลหะได้ร้อยละ 50 (EC50) พบว่ากาก
น ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 2 มีค่า EC50 ที่ดีที่สุด เท่ากับ 1.00  0.12 mg/mL (ตารางท่ี 6) (นภัสวรรณ 
ปัญญา (2559) และเพชรลดา โฆษิตานนท์ (2558)) 
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รูปที่ 14 ความสามารถในการจับกับไอออนโลหะของกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1, 2 และ 3 จาก 
fractionที่ F2 F3 และ F4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 15 ความสามารถในการจับกับไอออนโลหะของกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1, 2 และ 3 หลังจาก
รวม fraction ที่ F2 F3 และ F4 
 
ตารางท่ี 6 ความเข้มข้นของโปรตีน/ เปปไทด์ ที่สามารถจับกับไอออนโลหะได้ร้อยละ 50 (EC50) ข้อมูลที่
แสดงในตารางเป็นค่าเฉลี่ย  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลองซ ้า 3 ครั งที่เป็นอิสระต่อกัน 

ระดับชั นคุณภาพของกากน ้าปลา EC50 (mg/mL) 
1 > 2.00 
2 1.00  0.12 
3 > 2.00 

EDTA < 1.86  10-4 
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 (3.3) การยับยั งการท างานของ Angiotensin-converting enzyme (ACE) 

 ความสามารถในการยับยั งการท้างานของเอนไซม์ ACE ถูกตรวจสอบโดยการติดตามผลิตภัณฑ์ที่
เกิดขึ นจากการท้างานของเอนไซม์นี  เมื่อใช้สารตั งต้นเป็น Hippuryl-L-histidyl-L-leucine โดยสาร
ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ นคือ hippuric acid ซึ่งสามารถดูดกลืนแสงได้ที่ความยาวคลื่น 228 nm ผลการทดลอง
แสดงให้เห็นว่ากากน ้าปลาทั งสามระดับชั นคุณภาพมีความสามารถในการยับยั งการท้างานของเอนไซม์ 
ACE ได ้โดยกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 และ 2 สามารถยับยั งการท้างานของเอนไซม์ ACE ได้ดีที่สุด
ที่ fraction F2 โดยมีค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การยับยั งเป็น 79.03  6.14% และ 75.42  1.55% ตามล้าดับ 
(รูปที่ 16) และเมื่อน้า fraction ของกากน ้าปลาแต่ละระดับชั นคุณภาพมารวมกันเพ่ือวิเคราะห์หาความ
เข้มข้นข้องกากน ้าปลาแต่ละระดับชั นคุณภาพที่สามารถยับยั งการท้างานของเอนไซม์ ACE ได้ร้อยละ 50 
พบว่ากากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 มีความสามารถในการยับยั งการท้างานของเอนไซม์ ACE สูงกว่า
ระดับชั นคุณภาพที่ 2 และ 3 ตามล้าดับ (ตารางที่ 7) ซึ่งมีความสอดคล้องกับค่า %inhibition ของกาก
น ้าปลาแต่ละระดับชั นคุณภาพ ดังแสดงในรูปที่ 17 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 16 ความสามารถในการยับยั งการท้างานของเอนไซม์ ACE ของกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1, 2 
และ 3 จาก fractionที่ F2 F3 และ F4 
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รูปที่ 17 ความสามารถในการยับยั งการท้างานของเอนไซม์ ACE ของกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1, 2 
และ 3 หลังจากรวม fraction ที่ F2 F3 และ F4 

 

ตารางท่ี 7 ความเข้มข้นของโปรตีน/ เปปไทด์ ที่สามารถยับยั งการท้างานของเอนไซม์ ACE ได้ร้อยละ 50 
(IC50) ข้อมูลที่แสดงในตารางเป็นค่าเฉลี่ย  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลองซ ้า 3 ครั งที่เป็นอิสระ
ต่อกัน 

ระดับชั นคุณภาพของกากน ้าปลา IC50 (mg/mL) 
1 0.99  0.40 
2 1.31  0.10 
3 > 2 

 

(3.4) ความสามารถในการยับยั งการเจริญของแบคทีเรีย 

 ฤทธิ์ทางชีวภาพของกากน ้าปลาในการยับยั งการเจริญของจุลชีพถูกตรวจสอบด้วยแบคทีเรีย 3 
ชนิด ได้แก่ S. aureus ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมบวกที่ก่อโรคผิวหนังในคน, E. coli ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรม
ลบที่ก่อโรคระบบทางเดินอาหารในคน, และ X. oryzae pv. oryzae ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมลบที่ก่อโรค
ขอบใบแห้งในข้าว โดยผู้วิจัยท้าการติดตามการเจริญของแบคทีเรียทั งสามชนิดด้วยการวัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 600 nm เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ในสภาวะที่มีกากน ้าปลาแต่ละระดับชั นคุณภาพที่
ความเข้มข้น 2 mg/mL เปรียบเทียบกับสภาวะที่ไม่มีกากน ้าปลาซึ่งใช้เป็นกลุ่มควบคุม ผลการทดลอง
แสดงให้เห็นว่ากากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 3 มีคุณสมบัติในการยับยั งการเจริญของ S. aureus และ E. 
coli ได้ดีกว่ากากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 2 และ 1 ตามล้าดับ (รูปที่ 18 (a) และรูปที่ 18 (b)) 
ในขณะที่กากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 2 มีฤทธิ์ยับยั งการเจริญของ X. oryzae pv. oryzae ได้สูงที่สุด 
(รูปที่ 18 (c)) รวมทั งสามารถยับยั งการเจริญของ E. coli ได้ดี ในทางตรงกันข้าม กากน ้าปลาระดับชั น
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คุณภาพที่ 1 ไม่แสดงคุณสมบัติในการยับยั งแต่สามารถกระตุ้นการเจริญของแบคทีเรียทั ง 3 ชนิดได้  ทั งนี  
ผู้วิจัยไม่พบฤทธิ์ในการยับยั งการเจริญของแบคทีเรียที่ความเข้มข้น 0.5 mg/mL และ 1 mg/mL 
(Khositanon et al., 2018) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 18 ฤทธิ์ในการยับยั งการเจริญของแบคทีเรีย (A) S. aureus, (B) E. coli และ (C) X. oryzae pv. 
oryzae ของกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพท่ี 1 (FSB 1st) ระดับชั นคุณภาพที่ 2 (FSB 2nd) และระดับชั น
คุณภาพที่ 3 (FSB 3rd) ที่ความเข้มข้น 2 mg/mL (Khositanon et al., 2018) 

(A) 

(B) 

(C) 
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(3.5) ความสามารถในการยับยังการเจริญของเซลล์มะเร็ง 

 ความสามารถในการยับยั งเซลล์มะเร็งของกากน ้าปลาถูกตรวจสอบด้วยวิธี MTT assay เพ่ือท้า
การวิเคราะห์การเจริญ (cell proliferation) ของเซลล์มะเร็งตับ (HepG2 cell line) ที่ถูกเลี ยงในอาหาร
เลี ยงเซลล์ปกติ เปรียบเทียบกับอาหารเลี ยงเซลล์ที่ผสมกากน ้าปลาทั ง 3 ระดับชั นคุณภาพ ที่ความเข้มข้น 
200 g/mL และ 400 g/mL เป็นเวลา 72 ชั่วโมง พบว่ากากน ้าปลาทั งสามระดับชั นคุณภาพไม่มีฤทธิ์
ในการยับยั งการเจริญของเซลล์มะเร็งตับ HepG2 แต่สามารถเร่งการเจริญของเซลล์ได้เล็กน้อย โดยมีค่า 
%viability อยู่ระหว่าง 106.81  7.07% และ 112.51  4.27% (รูปที่ 19 (A)) เมื่อพิจารณาการ
เจริญของเซลล์ปกติ (Vero cell line) ที่ใช้เป็นกลุ่มควบคุม พบว่ากากน ้าปลาทั ง 3 ระดับชั นคุณภาพ
สามารถเร่งการเจริญของเซลล์ที่ไม่ใช่เซลล์มะเร็งได้ดี (รูปที่ 19 (B)) โดยมีค่า %viability อยู่ระหว่าง 
120.97  16.28% และ 134.06  4.92%  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 19 ผลของกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 (FSB 1st) ระดับชั นคุณภาพที่ 2 (FSB 2nd) และระดับชั น
คุณภาพที่ 3 (FSB 3rd) ที่ความเข้มข้น 200 g/mL และ 400 g/mL ต่อการเจริญของ (A) เซลล์มะเร็ง
ตับ HepG2 cell line และ (B) เซลล์ปกติ Vero cell line (Khositanon et al., 2018) 

(A) 

(B) 
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(4) ผลการแยกแฟรกชันของเปปไทด์ตามขนาดโมเลกุล และทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของแฟรกชัน 

จากการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารกัดกากน ้าปลา พบว่ากากน ้าปลามีฤทธิ์ในการต้านอนุมูล
อิสระ และยับยั งการท้างานของเอนไซม์ angiotensin-converting enzyme (ACE) ที่ดี ผู้วิจัยจึงศึกษาวิธี
แยกกลุ่มของเปปไทด์เพ่ือแบ่งส่วนเปปไทด์ตามขนาดโมเลกุล โดยใช้ molecular weight cut off filter 
ที่สามารถแบ่งเปปไทด์เป็นสามกลุ่ม คือ กลุ่มที่มีขนาดมากกว่า 10 kDa, ขนาดระหว่าง 3-10 kDa และ
ขนาดเล็กกว่า 3 KDa เพ่ือทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ และยับยั งเอนไซม์ ACE ของแฟ
รกชันย่อย และน้าไปสู่การท้าบริสุทธิ์เปปไทด์ต่อไป 

 

(4.1) ความเข้มข้นของโปรตีน 

จากการวิเคราะห์ความเข้มข้นของโปรตีนในกากน ้าปลาทั งสามระดับชั นคุณภาพ พบว่าโปรตีน
หรือเปปไทด์ส่วนใหญ่มีขนาดโมเลกุลเล็กกว่า 3 kDa กลุ่มที่มีความเข้มข้นของโปรตีนรองลงมาคือขนาด
โมเลกุลระหว่าง 3-10 kDa กลุ่มโปรตีนที่มีขนาดใหญ่กว่า 10 kDa มีความเข้มข้นน้อยที่สุด (รูปที่ 20) 
เมื่อพิจารณาในแต่ละช่วงโมเลกุล พบว่า กากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 มีความเข้มข้นของโปรตีน/เปป
ไทด์ สูงกว่าระดับชั นคุณภาพท่ี 3 และ 2 ตามล้าดับ 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 20 ความเข้มข้นของโปรตีนจากกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 (FSB 1st) กากน ้าปลาระดับชั น
คุณภาพที่ 2 (FSB 2nd) และกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 3 (FSB 3rd) เมื่อผ่านการแยกตามขนาด
โมเลกุลด้วย molecular weight cut off filter 

 

(4.2) ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ 

 คุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระของเปปไทด์แต่ละช่วงขนาดโมเลกุลของทั งสามระดับชั นคุณภาพถูก
ตรวจสอบด้ วยวิ ธี  DPPH radical scavenging assay, hydroxyl radical scavenging assay, ABTS 
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radical scavenging assay และ FRAP assay ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า ขนาดโมเลกุลมีผลต่อฤทธิ์
ต้านอนุมูล DPPH, hydroxyl และความสามารถในการรีดิวซ์ FRAP แต่ไม่มีผลต่อฤทธิ์ต้านอนุมูล ABTS 
(รูปที่ 21(A), รูปที่ 21(B), รูปที่ 21(C) และ รูปท่ี 21(D) โดยเมื่อพิจารณากลุ่มที่มีขนาดโมเลกุลเล็กกว่า 
3kDa พบว่ากากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 3 มีความสามารถในการยับยั งอนุมูล DPPH ได้ดีที่สุด (28.44 
 1.36%) กากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 มีความสามารถในการยับยั งอนุมูล hydroxyl ได้ดีที่สุด 
(60.92  3.56%)     และยังสามารถรีดิวซ์ FRAP ไดสู้งที่สุดอีกด้วย โดยมีค่าเทียบเท่ากับ FeSO4 เข้มข้น 
34.87  2.33 mM นอกจากนี  ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่ากากน ้าปลาทั งสามระดับคุณภาพที่ทุกช่วง
โมเลกุล ไม่มีคุณสมบัติในการให้อิเล็กตรอนกับอนุมูล ABTS (นภัสวรรณ ปัญญา, 2559; เพชรลดา โฆษิตา
นนท์, 2558) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 21 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของกากน ้าปลาแต่ละระดับชั นคุณภาพหลังผ่านการแยก
ตามขนาดโมเลกุลด้วย molecular weight cut off filter จากการทดสอบด้วย (A) ความสามารถในการ
ยับยั งอนุมูล DPPH (B) ความสามารถในการยับยั งอนุมูล hydroxyl (C) ความสามารถในการยับยั งอนุมูล 
ABTS และ (D) ความสามรถในการรีดิวซ์ 

(A) (B) 

(C) (D) 
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(4.3) ความสามารถในการยับยั งการท างานของเอนไซม์ ACE 

 จากการทดสอบความสามารถในการยับยั งการท้างานของเอนไซม์ ACE พบว่ากลุ่มเปปไทด์ที่มี
ขนาดโมเลกุลเล็กกว่า 3 kDa สามารถยับยั งแอคทิวิตี ของเอนไซม์ ACE ได้ดีกว่าเปปไทด์/โปรตีนที่มีขนาด
โมเลกุลระหว่าง 3-10 kDa และขนาดโมเลกุลใหญ่กว่า 10 kDa ตามล้าดับ โดยกากน ้าปลาระดับชั น
คุณภาพที่ 3 มีค่า % inhibition สูงที่สุดอยู่ที่ 46.61  8.45% รองลงมาเป็นกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพ
ที่ 1 และระดับชั นคุณภาพที่ 2 ตามล้าดับ (รูปที่ 22)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 22 ความสามารถในการยับยั งการท้างานของเอนไซม์ ACE ของกากน ้าปลาแต่ละระดับชั นคุณภาพ
หลังผ่านการแยกตามขนาดโมเลกุลด้วย molecular weight cut off filter 

 
 
(5) ผลการแยกแฟรกชันของเปปไทด์ตามความไฮโดรโฟบิก และทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของแฟรกชัน 

 ผลการทดลองจากการแยกเปปไทด์ตามน ้าหนักโมเลกุลแสดงให้เห็นว่าเปปไทด์ขนาดเล็ก (<3 
kDa) มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระและยับยั งการท้างานของเอนไซม์ ACE ได้ดีกว่าเปปไทด์/
โปรตีนขนาดใหญ่ แฟรกชันที่มีแอคทิวิตี สูงถูกน้ามามาแยกส่วนอีกครั ง โดยอาศัยคุณสมบัติความไฮโดรโฟ
บิกของเปปไทด์ โดยอาศัย reverse phase resin ที่มีหมู่ฟังก์ชัน C4 C8 และ C18 ที่บรรจุอยู่ใน spin 
column เพ่ือแบ่งเป็นกลุ่มที่มีความไฮโดรโฟบิกน้อย (C4 fraction) กลุ่มไฮโดรโฟบิกปานกลาง (C8 
fraction)  และกลุ่มไฮโดรโฟบิกมาก (C18 fraction) ก่อนที่จะทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูล
อิสระ และยับยั งเอนไซม์ ACE และน้าไปสู่การท้าบริสุทธิ์เปปไทด์ต่อไป 
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(5.1) ความเข้มข้นของโปรตีน 

เปปไทด์/โปรตีนจากกากน ้าปลาทั งสามระดับชั นคุณภาพในแฟรกชัน C18 resin มีความเข้มข้นสูง
กว่า C8 และ C4 ตามล้าดับ (รูปที่ 23) โดยส่วนที่สามารถจับกับ C18 ใน spin column มีความเข้มข้น
อยู่ในช่วงประมาณ 0.04 – 0.1 mg/mL ซึ่งมีค่าลดลงจากการแยกส่วนด้วย 3 kDa molecular weight 
cut off filter ประมาณ 3-4 เท่า ส่วนเปปไทด์ท่ีสามารถจับกับ C8 resin และ C4 resin มีปริมาณน้อย
มาก โดยไม่สามารถตรวจวัดได้ด้วย Lowry’s protein assay   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 23 ความเข้มข้นของโปรตีนจากกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 (FSB 1st) กากน ้าปลาระดับชั น
คุณภาพที่ 2 (FSB 2nd) และกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 3 (FSB 3rd) เมื่อผ่านการแยกตามความ
ไฮโดรโฟบิกด้วย reverse-phase resin (C18 C8 และ C4) 

 

 

(5.2) ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ 

ผลจากการทดลองแยกแฟรกชันของกากน ้าปลาตามขนาดโมเลกุล แสดงให้เห็นว่าเปปไทด์จากกากน ้าปลา
ไม่มีคุณสมบัติที่ดีในการยับยั งอนุมูล ABTS ดังนั น ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของแฟรกชันที่มี
ความไฮโดรโฟบิกแตกต่างกันถูกวิเคราะห์โดย DPPH radical scavenging assay, hydroxyl radical 
scavenging assay และ FRAP assay ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า แฟรกชันของกากน ้าปลาที่มีความ
ไฮโดรโฟบิกมาก (C18) จะมีความสามารถในการยับยั งอนุมูล DPPH ยับยั งอนุมูล hydroxyl และรีดิวซ์
สารละลาย FRAP ได้ดีกว่าแฟรกชันที่มีความไฮโดรโฟบิกลดลง (รูปที่ 24(A) รูปที่ 24(B) และรูปท่ี 
24(C)) (นภัสวรรณ ปัญญา, 2559 และ เพชรลดา โฆษิตานนท์, 2558) 
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รูปที่ 24 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของกากน ้าปลาแต่ละระดับชั นคุณภาพหลังผ่านการแยก
ตามความไฮโดรโฟบิก จากการทดสอบด้วย (A) ความสามารถในการยับยั งอนุมูล DPPH (B) 
ความสามารถในการยับยั งอนุมูล hydroxyl และ (C) ความสามารถในการรีดิวซ์ 

 

(5.3) ความสามารถในการยับยั งการท างานของเอนไซม์ ACE 

 จากการทดสอบความสามารถในการยับยั งการท้างานของเอนไซม์ ACE พบว่ากลุ่มเปปไทด์ที่มี
ความไฮโดรโฟบิกสูง (C18) สามารถยับยั งการท้างานของเอนไซม์ ACE ได้ดีกว่าเปปไทด์ที่มีความไฮโดรโฟ
บิกลดลง (C8 และ C4)  (รูปที ่25) ซ่ึงค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั งแปรผันตรงกับความเข้มข้นของเปปไทด์ใน
แต่ละแฟรกชัน 

 

 

(C) 

(A) (B) 

(C) 
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รูปที่ 25 ความสามารถในการยับยั งการท้างานของเอนไซม์ ACE ของกากน ้าปลาแต่ละระดับชั นคุณภาพ
หลังผ่านการแยกตามความไฮโดรโฟบิก 

 

(6) ผลการท าบริสุทธิ์เปปไทด์ และทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของเปปไทด์บริสุทธิ์ (Choksawangkarn et 
al., 2018) 

กากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 3 (FSB 3rd) ถูกเลือกมาใช้ในการท้าบริสุทธิ์เปปไทด์ เนื่องจากเป็น
ระดับชั นคุณภาพที่ถูกทิ งเป็นของเสียภายหลังกระบวนการผลิตน ้าปลา และไม่สามารถน้าไปใช้สร้างมูลค่า
ในเชิงอุตสาหกรรมได้เพ่ิมเติม อีกทั งยังมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ดี กากน ้าปลาถูกน้ามาแยกเกลือออกจาก
โปรตีน/เปปไทด์ด้วย gel filtration chromatography โดยแบ่งออกเป็น 6 แฟรกชันย่อย ผลการ
วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนแสดงให้เห็นว่าแฟรกชันที่ 3 มีปริมาณโปรตีนสูงที่สุด รองลงมาเป็นแฟรกชันที่ 2 
และ 4  (รูปที่ 26(A)) ซึ่งผลการทดลองสอดคล้องกับการตรวจสอบปริมาณโปรตีนด้วย Ninhydrin test  
(ตารางที่ 8) เมื่อท้าการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมด้วยวิธี Folin-ciocaltau พบว่าแฟรก
ชันที่ 3 มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกมากที่สุด (รูปที่ 26(B))  ซึ่งอาจเป็นผลมาจากการมีอยู่ของกรดอะ
มิโนไทโรซีนอิสระซึ่งมี side chain เป็นหมู่ฟีนอล หรือจากการมีอยู่ของเปปไทด์ที่มีกรดอะมิโนไทโรซีน
เป็นองค์ประกอบ (ตารางที่ 8) โดยกรดอะมิโนไทโรซีนอาจส่งผลให้ตัวอย่างกากน ้าปลามีฤทธิ์ในการต้าน
อนุมูลอิสระที่ด ี

ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของกากน ้าปลาแต่ละแฟรกชันถูกแสดงในรูปของ % DPPH 
inhibition โดยแฟรกชันที่ 3 แสดงความสามารถในการยับยั งอนุมูล DPPH ที่ดีที่สุด (84.8  4.3%) 
รองลงมาเป็นแฟรกชันที่ 2, 4, 1, 5 และ 6 ตามล้าดับ (รูปที่ 26(B)) เมื่อท้าการตรวจวัดความเข้มข้นของ
กากน ้าปลาในแต่ละ fraction ที่สามารถยับยั งอนุมูล DPPH ได้ครึ่งหนึ่ง (IC50) พบว่าแฟรกชันที่ 2 มี
ประสิทธิภาพในการยับยั งอนุมูลอิสระได้สูงที่สุดโดยมีค่า IC50 เท่ากับ 0.57  0.05 µg/µL ในขณะที่แฟ
รกชันที่ 3 มีค่า IC50 เท่ากับ 1.25  0.16 µg/µL จากนั น ตัวอย่างกากน ้าปลาในแฟรกชันที่ 2 และ 3 ถูก
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น้าไปย่อยด้วยเอนไซม์ ProteinaseK ความเข้มข้น 50 µg/mL ที่อุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 16 ชั่วโมง 
พบว่าแฟรกชันที่ 2 มีความสามารถในการยับยั งอนุมูล DPPH ลดลงถึง 54 % ในขณะที่แฟรกชันที่ 3 มี
ความสามารถในการก้าจัดอนุมูล DPPH ลดลง 26% แสดงให้เห็นว่าฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่พบในตัวอย่าง
กากน ้าปลาน่าจะมาจากเปปไทด์ เนื่องจากเมื่อผ่านการย่อยให้มีขนาดเล็กลงแล้วส่งผลให้ตัวอย่างมีฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระลดลงด้วย 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 26 (A) ความเข้มข้นของโปรตีน (B) ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก ในรูปของความเข้มข้นสมมูลเมื่อ
เทียบกับ gallic acid (C) ความสามารถในการยับยั งอนุมูล DPPH ของแต่ละแฟรกชันย่อยที่ได้จากสาร
สกัดกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 3 ค่าที่แสดงในรูปเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลองซ ้า 3 ครั ง  ค่า
เบี่ยงเบนมาตรฐาน โดยตัวอักษรก้ากับบนแผนภูมิที่แตกต่างกัน (a-d) แสดงถึงความแตกต่างอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติของข้อมูล (p<0.05) (Choksawangkarn et al., 2018) 

 

ตารางท่ี 8 ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบที่มีหมู่อะมิโนด้วย Ninhydrin test และวิเคราะห์ปริมาณ
กรดอะมิโนไทโรซีนอิสระด้วย paper chromatography ในแฟรกชันที่ 1-6  

 

Fraction number Ninhydrin test Free tyrosine tested using 
paper chromatography 

1 - - 
2 ++ - 
3 +++ + 
4 + + 
5 - + 
6 - - 
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หลังจากผ่านการแยกด้วย gel filtration chromatography แฟรกชันที่มีประสิทธิภาพในการต้าน
อนุมูลอิสระได้ดีที่สุด ถูกน้ามาแยกตามขนาดโมเลกุลด้วย molecular weight cut-off filter เพ่ือแบ่งเปป
ไทด์ออกเป็นกลุ่มที่มีขนาดโมเลกุลต่างกัน พบว่ากลุ่มเปปไทด์ขนาดเล็ก (<3 kDa) มีปริมาณสูงกว่ากลุ่ม
เปปไทด์ขนาดกลาง  (3-10 kDa) และขนาดใหญ่ (>10 kDa) และยังมีความสามารถในการก้าจัดอนุมูล 
DPPH ที่สูงที่สุดด้วย (รูปที่ 27(A) และรูปท่ี 27(B))  ดังนั น กลุ่มเปปไทด์ที่มีขนาดเล็กจึงถูกน้าไปท้า
บริสุทธิ์ต่อด้วยเทคนิค HPLC โดยอาศัยการแยกด้วย C18 reverse phase column และตรวจวัดด้วย UV 
detector ที่ความยาวคลื่น 215 และ 220 นาโนเมตร โครมาโทแกรมที่ได้จากการ HPLC แสดงดังรูปที่ 
28(A) จะเห็นได้ว่าเปปไทด์ส่วนมากถูกชะออกมาในช่วงแรก เปปไทด์ถูกแบ่งเป็น 3 กลุ่มตามล้าดับการถูก
ชะใน HPLC โดยแบ่งป็นแฟรกชันย่อย 2A (5.00-6.50 นาที) 2B (6.50-7.00 นาที) และ 2C (7.00-8.50 
นาที) แต่ละแฟรกชันย่อย ถูกน้าไปตรวจสอบค่า %DPPH inhibition และวิเคราะห์ล้าดับกรดอะมิโนด้วย 
LC-ESI-MS/MS ซึ่งอาศัยโปรแกรม PEAKS (Zhang et al., 2012) ส้าหรับแปลผล mass spectrum ด้วย
วิธี De Novo sequencing เปปไทด์ที่อยู่ในแฟรกชัน 2A มีล้าดับกรดอะมิโน PQLLLLLL (รูปที่ 28(B) 
และตารางที่ 9) และแฟรกชันย่อย 2A ความสามารถในการยับยั งอนุมูล DPPH 59.05  2.42% ส่วนเปป
ไทด์จากแฟรกชัน 2B มีล้าดับกรดอะมิโน LLLLLL (รูปที่ 28(C) และตารางที่ 9) และแฟรกชันย่อย 2B 
ความสามารถในการยับยั งอนุมูล DPPH 63.39  4.99% ส้าหรับในแฟรกชัน 2C พบค่าการยับยั งอนุมูล 
DPPH สูงถึง 68.43  1.44% แต่ไม่สามารถระบุล้าดับกรดอะมิโนได้ อาจเนื่องมาจากมีปริมาณท่ีน้อย
เกินไปที่จะสามารถตรวจวัดได้ด้วย LC-MS/MS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 27 (A) ช่วงน ้าหนักโมเลกุลของโปรตีนในแฟรกชันที่ 2 (B) ความสามารถในการก้าจัดอนุมูล DPPH 
ของกลุ่มโปรตีนช่วงน ้าหนักโมเลกุลต่างๆ ตัวอักษรก้ากับบนแผนภูมิที่แตกต่างกัน (a-b) แสดงถึงความ
แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติของข้อมูล (p<0.05)   (Choksawangkarn et al., 2018) 
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รูปที่ 28 (A) โครมาโทแกรมจาก HPLC ของกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพท่ี 3 แฟรกชันที่ 2 แสดงให้เห็น
ถึงการแบ่งแฟรกชันย่อย 2A 2B และ 2C, (B) mass spectra ของเปปไทด์ PQLLLLLL (m/z = 462.26, 
z = +2) จากแฟรกชันย่อย 2A และ (C) mass spectra ของเปปไทด์ LLLLLLL (m/z = 405.73, z = 
+2) from จากแฟรกชันย่อย 2B (Choksawangkarn et al., 2018) 

 

ตารางท่ี 9 ความสามารถในการยับยั งอนุมูล DPPH ของแฟรกชันย่อยของกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพท่ี 
3 ที่ถูกแยกด้วย HPLC และล้าดับกรดอะมิโนของเปปไทด์ที่ถูกระบุชนิดได้ด้วย MS/MS 

 

HPLC 

subfraction 

% DPPH 

inhibition 

(n=3) 

Peptide 

sequence 

ALC 

(average local 

confidence) 

m/z Charge 

state 

2A 59.05  2.42 PQLLLLLL 93% 462.26 2 

2B 63.39  4.99 LLLLLLL 99% 405.73 2 

2C 68.43  1.44     
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(7) การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของเปปไทด์สังเคราะห์  

 เปปไทด์บริสุทธิ์ที่ทราบล้าดับกรดอะมิโนจากการวิเคราะห์ด้วย mass spectrometer ถูก
สังเคราะห์จากบริษัท Chinapeptide Co.,Ltd. (China) และเปปไทด์บริสุทธิ์ถูกทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระด้วยวิธี DPPH radical scavenging assay ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเปปไทด์บริสุทธิ์มีฤทธิ์
ยับยั งอนุมูล DPPH ที่ลดลงเมื่อเทียบกับก่อนท้าบริสุทธิ์ ซึ่งมีค่า IC50 เท่ากับ 0.57  0.05 µg/µL เมื่อ
ละลายเปปไทด์บริสุทธิ์ที่ความเข้มข้น 1 µg/µL ในน ้า ค่าความสามารถในการยับยั งอนุมูล DPPH ของเปป
ไทด์ PQLLLLLL และ LLLLLLL มีค่าเท่ากับ 11.08  1.07% และ 13.02  1.45% ตามล้าดับ และเม่ือ
ทดลองเปลี่ยนสารละลายที่ใช้เป็นบัฟเฟอร์ NH4HCO3 เข้มข้น 50 mM และเกลือ NaCl เข้มข้น 10 mM 
และ 100 mM เปอร์เซ็นต์การยับยั งอนุมูล DPPH มีค่าลดลงเมื่อเทียบกับเปปไทด์ที่ละลายในน ้า (ตารางท่ี 
10) ทั งนี อาจเป็นไปได้ว่า กลไกการท้างานของเปปไทด์ในกากน ้าปลาจ้าเป็นต้องอาศัยการท้างานร่วมกับ
โมเลกุลอ่ืนๆ เพ่ือเสริมฤทธิ์ทางชีวภาพ (Synergistic Effect) ท้าให้ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ
ลดลงเมื่ออยู่ในรูปเปปไทด์บริสุทธิ์ 

 

ตารางท่ี 10 ฤทธิ์ทางชีวภาพของเปปไทด์บริสุทธิ์สังเคราะห์ที่ละลายในสารละลาย 4 ชนิด คือ H2O,  

50 mM NH4HCO3, 10 mM NaCl และ 100 mM NaCl 

 

peptide sequence % DPPH inhibition (n=3) 

H2O 50 mM NH4HCO3 10 mM NaCl 100 mM NaCl 

PQLLLLLL 

(1 µg/µL) 

11.08  1.07 6.94  0.74 0 0 

LLLLLLL 

(1 µg/µL) 

13.02  1.45 9.20  0.08 0 10.08  0.69 
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อภิปรายผลการทดลอง 

 

 กากน ้าปลาเป็นวัสดุเหลือทิ งจากการผลิตน ้าปลาซึ่งประกอบไปด้วยโปรตีนและเปปไทด์ขนาด
ต่างๆ โดยกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 เป็นของแข็งที่เหลือจากการหมักน ้าปลาเป็นระยะเวลา 18 
เดือน และใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 2 ซึ่งใช้ระยะเวลาในการหมักเพ่ิมขึ นอีก 6 
เดือน จากนั น กากที่เหลือจากการผลิตน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 2 สามารถใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิต
น ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 3 โดยการหมักน ้าปลานานขึ นอีก 6 เดือน และมีผลิตภัณฑ์พลอยได้ 
(byproduct) ที่เกิดขึ นเป็นกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 3 จากการตรวจสอบด้วย SDS-PAGE พบว่า
ขนาดโมเลกุลของโปรตีนที่พบในน ้าปลาและกากน ้าปลามีความใกล้เคียงกัน แสดงให้เห็นว่าโปรตีนจากตัว
ปลายังไม่สามารถละลายในน ้าปลาได้ทั งหมด และไม่พบโปรตีนที่มีขนาดใหญ่กว่า 48 kDa คณะผู้วิจัยได้
ศึกษาวิธีสกัดโปรตีนจากกากน ้าปลาทั ง 3 ระดับชั นคุณภาพ โดยเปรียบเทียบการใช้น ้าและสารละลายเอ
ทานอลในน ้าที่ความเข้มข้นต่างๆเพ่ือเป็นการลด ความมีขั วของสารละลาย และเพ่ิมโอกาสในการละลาย
น ้าของโปรตีนหรือเปปไทด์ในกลุ่มทีม่ีขั วน้อย หรือกลุ่มไฮโดรโฟบิก ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าการใช้น ้า
เป็นตัวท้าละลายให้ปริมาณโปรตีนที่สูงกว่าสารละลายเอทานอล ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจากการที่โปรตีนหรือ
เปปไทด์ที่เหลือในกากน ้าปลามีขนาดโมเลกุลเล็ก และมีองค์ประกอบส่วนใหญ่เป็นกรดอะมิโนที่มี  
polarity สูง จึงสามารถละลายในน ้าได้ดี ทั งนี  ในการทดลองในห้องปฏิบัติการ กากน ้าปลาจะถูกกวนด้วย 
magnetic stirrer ตลอดเวลาซึ่ งจะเพ่ิมโอกาสในการละลายในน ้าได้ดีกว่าในบ่อหมักในโรงงาน
อุตสาหกรรม ซึ่งกากน ้าปลาเหล่านี จะเป็นตะกอนอยู่ที่ส่วนล่างของบ่อหมัก และจากการวิเคราะห์ปริมาณ
โปรตีนที่ได้จากการสกัดที่ระยะเวลา 15 – 60 นาที พบว่าความเข้มข้นของโปรตีนมีค่าสูงใกล้เคียงกันเมื่อ
ใช้เวลาในการสกัด 15 นาที และ 30 นาที ดังนั น คณะผู้วิจัยจึงเลือกใช้น ้าเป็นตัวท้าละลายและใช้
ระยะเวลาในการสกัดเป็น 30 นาที ส้าหรับใช้ในการทดลองขั นตอนถัดไป 

 สารสกัดกากน ้าปลามีเกลือที่ละลายน ้าอยู่ในปริมาณสูงท้าให้รบกวนการตรวจวัดฤทธิ์ทางชีวภาพ
ได้ ผู้วิจัยจึงศึกษาวิธีที่เหมาะสมส้าหรับแยกเกลือออกจากตัวอย่างเปปไทด์ โดยใช้เทคนิค gel-filtration 
chromatography พบว่าการใช้คอลัมน์ชนิด Sephadex G-15 ที่มีความยาว 50 เซนติเมตร สามารถแยก
เกลือออกจากเปปไทด์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยตัวอย่างถูกแยกเป็น 5 fraction ย่อย (F1 – F5) และ
ถูกตรวจสอบปริมาณโปรตีนด้วยการวัดค่าการดูดกลืนแสงของกรดอะมิโนที่มีวงอะโรมาติกที่ 280 nm 
ร่วมกับการตรวจสอบปริมาณโปรตีนด้วย Lowry’s protein assay พบว่าโปรตีน/เปปไทด์ถูกชะออกจาก
คอลัมน์ตั งแต่ fraction ที่ F2 – F5 โดยมีปริมาณโปรตีนสูงสุดที่ fraction F3 ซึ่งผลการทดลองจากทั ง 2 
วิธีมีความสอดคล้องกัน และเม่ือท้าการวิเคราะห์ปริมาณไอออนที่มีในตัวอย่างด้วยการวัดความสามารถใน
การน้าไฟฟ้า พบปริมาณเกลือเพ่ิมสูงขึ นเรื่อยๆจาก fraction F1 จนถึง fraction F5 ซ่ึง fraction สุดท้าย
นี มีค่าการน้าไฟฟ้าแตกต่างจาก fraction อ่ืนๆ อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ดังนั น ผู้วิจัยจึงเลือกทดสอบฤทธิ์
ทางชีวภาพของ fraction F2 F3 และ F4 ที่มีความเข้มข้นเปปไทด์สูง และมีค่าการน้าไฟฟ้าต่้า  เมื่อ
เปรียบเทียบปริมาณโปรตีนในสารสกัดกากน ้าปลาแต่ละระดับชั นคุณภาพ พบว่ากากน ้าปลาระดับชั น
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คุณภาพที่ 1 มีความเข้มข้นสูงกว่าระดับชั นคุณภาพที่ 2 และ 3 ตามล้าดับ ซ่ึงสอดคล้องกับปริมาณโปรตีน
ที่ลดลงในน ้าปลาระดับชั นคุณภาพท่ีต่้าลง  

 มีรายงานวิจัยจ้านวนมากได้กล่าวถึงการใช้ประโยชน์จากโปรตีนไฮโดรไลเซทจากสัตว์ทะเลชนิด
ต่างๆ โดยน้าโปรตีนมาย่อยด้วยเอนไซม์ เช่น trypsin bromelain flavozyme เป็นต้น เพ่ือสร้างเปปไทด์
ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์จับกับไอออนของโลหะ ลดความดันโลหิต ยับยั งการ
เจริญของจุลชีพ ยับยั งการเจริญของเซลล์มะเร็ง เป็นต้น (Shahidi and Zhong, 2008)  และเนื่องจาก
กากน ้าปลามีองค์ประกอบเป็นโปรตีนจากปลา และมีเอนไซม์ที่ได้จากระบบย่อยอาหารของปลา รวมถึง
เอนไซม์จาก halophilic bacteria ที่เจริญในบ่อหมัก (อรวรรณ คงพันธุ์, 2553; Lopetcharat, 2003) ซ่ึง
สามารถย่อยโปรตีนได้ที่ degree of hydrolysis ที่แตกต่างกัน กากน ้าปลาจึงสามารถจัดเป็นโปรตีน
ไฮโดรไลเซท และในแต่ละระดับชั นคุณภาพของกากน ้าปลาอาจมี degree of hydrolysis ที่แตกต่างกัน 
ประกอบกับมีล้าดับกรดอะมิโน และความยาวของเปปไทด์ที่แตกต่างกันจึงน่าจะส่งผลให้มีทธิ์ทางชีวภาพที่
แตกต่างกันด้วย  

 เนื่องจากอนุมูลอิสระก่อให้เกิดความเสียหายต่อเซลล์สิ่งมีชีวิตได้หลายกลไก (mechanism) ฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระของกากน ้าปลาจึงถูกตรวจสอบด้วย 5 วิธี ที่แตกต่างกัน ดังนี  (1)  DPPH radical 
scavenging assay ส้าหรับตรวจสอบความสามารถในการให้ไฮโดรเจนอะตอมกับอนุมูลอิสระ (2) 
hydroxyl radical scavenging assay ส้าหรับตรวจสอบความสามารถในการยับยั ง reactive oxygen 
specie ที่มีความไวสูง (3) ABTS radical scavenging assay ส้าหรับตรวจสอบความสามารถในการให้
อิ เล็ กตรอนกับอนุมู ล  ABTS (4) ferric reducing antioxidant power (FRAP) ส้ าหรับตรวจสอบ
ความสามารถในการรีดิวซ์ ferric และ (5) lipid peroxidation assay ส้าหรับตรวจสอบความสามารถใน
การยับยั งการเกิดออกซิเดชันของลิพิด  

ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าในกากน ้าปลาทุกระดับชั นคุณภาพ (fraction F2-F4) ความเข้มข้น
ของโปรตีนไม่มีความสัมพันธ์กับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระอย่างชัดเจน โดยจะเห็นได้ว่า F3 มีปริมาณโปรตีนสูง
ที่สุดในกากน ้าปลาแต่ละระดับชั นคุณภาพ ในขณะที่ F4 มีความสามารถในการยับยั งอนุมูล DPPH ได้ดี
ที่สุด ทั งนี มีความเป็นไปได้ว่าโมเลกุลที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพสูงอาจมีปริมาณน้อย หรือมีโมเลกุลขนาดเล็กและ
ประกอบด้วยพันธะเปปไทด์น้อยกว่า 4 พันธะ ซึ่งไม่สามารถตรวจสอบด้วย Lowry’s protein assay ได้ 
และเมื่อท้าการรวม fraction ย่อยของกากน ้าปลาแต่ละระดับชั นคุณภาพ พบว่ากากน ้าปลาระดับชั น
คุณภาพที่ 1 มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH ได้ดีกว่าระดับชั นคุณภาพที่ 2 และ 3 โดยมีค่า 
IC50 เท่ากับ 0.32  0.02 mg/mL และมีค่าใกล้เคียงกับค่า IC50 ของโปรตีนไฮโดรไลเซทที่สร้างจากการ
ย่อยหนังปลา bluefin leather jacket ด้วยเอนไซม์ทริปซิน (Chi et al., 2015) ส้าหรับความสามารถใน
การยับยั งอนุมูล hydroxyl  พบว่าความเข้มข้นโปรตีนแปรผันตรงกับฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ โดยใน
กากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 2 และ 3 พบความสามารถในการยับยั งอนุมูล hydroxyl สูงที่สุดที่ 
fraction F3 และเมื่อท้าการรวม fraction ย่อยของกากน ้าปลาพบว่า กากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 2 มี
ความสามารถในการต้านอนุมูล hydroxyl ได้ดีที่สุดโดยมีค่า IC50 เท่ากับ 0.36  0.01 mg/mL เมื่อ
พิจารณาความสามารถในการยับยั งอนุมูล ABTS พบว่ากากน ้าปลาทั งสามระดับชั นคุณภาพมีคุณสมบัติที่
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ไม่ดีในการให้อิเล็กตรอนกับอนุมูล ABTS โดยสังเกตุจากค่า %inhibition ที่มีค่าต่้ากว่า 7% และมีค่า IC50 
สูงกว่า 3 mg/mL จากทุกระดับชั นคุณภาพ เมื่อพิจารณาความสามารถในการรีดิวซ์สารละลาย FRAP 
พบว่าแฟรกชันรวมของกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 สามารถรีดิวซ์สารละลาย FRAP ได้ดีกว่าอีกสอง
ระดับชั นคุณภาพ นอกจากนี  ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่ากากน ้าปลาทั งสามระดับชั นคุณภาพ ไม่มี
คุณสมบัติยับยั งการเกิดเปอร์ออกซิเดชันของลิพิด ควรมีการท้าการทดลองเพ่ิมเติมเพ่ือศึกษากลไกอ่ืนๆใน
การต้านอนุมูลอิสระ  

 ส้าหรับการทดสอบความสามารถในการจับกับไอออนของโลหะเพ่ือลดโอกาสในการสร้างอนุมูล
อิสระของปฏิกิริยาที่มีไอออนเหล่านี เป็นตัวเร่ง พบว่าความเข้มข้นของกากน ้าปลาไม่มีความสอดคล้องกับ
ประสิทธิภาพในการแย่งจับกับไอออนของโลหะ เนื่องจากใน fraction ย่อย F2 มี % chelation ที่สูงกว่า 
F3 และ F4 ในกากน ้าปลาทุกระดับชั นคุณภาพ และเมื่อท้าการรวม fraction F2-F4 พบว่ากากน ้าปลา
ระดับชั นคุณภาพที่ 2 มีความสามารถในการแย่งจับกับโลหะ Fe2+ จากการเกิดสารเชิงซ้อนกับ ferrozine 
ได้ดีกว่าอีกสองระดับชั นคุณภาพ ซึ่งผลการทดลองสอดคล้องกับความสามารถในการยับยั งอนุมูล 
hydroxyl ที่มีค่าสูงที่สุด ในกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 2 อย่างไรก็ตาม ค่า EC50 มีค่าสูงถึง 1.00  
0.12 mg/mL แสดงให้เห็นว่าประสิทธิภาพในการแย่งจับกับไอออนของโลหะของกากน ้าปลายังมีค่าน้อย
เมื่อเปรียบเทียบกับตัวควบคุมเชิงบวก 

 คุณสมบัติในการลดความดันโลหิตของกากน ้าปลาถูกตรวจสอบโดยติดตามความสามารถในการ
ยับยั งการท้างานของเอนไซม์ angiotensin converting enzyme ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ควบคุมการหดตัวของ
หลอดเลือด และเป็นสาเหตุหนึ่งที่ท้าให้เกิดโรคความดันโลหิตสูง ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่ากากน ้าปลา
ระดับชั นคุณภาพที่ 1 มีฤทธิ์ในการยับยั งเอนไซม์ได้ดีที่สุด โดยมีค่า IC50 อยู่ที่ 0.99  0.40 mg/mL ทั งนี  
เปปไทด์ที่มีรายงานว่ามีฤทธิ์ยับยั งเอนไซม์ชนิดนี เป็นเปปไทด์ขนาดเล็ก (< 3 kDa) และประกอบด้วย
กรดอะมิโนกลุ่มไฮโดรโฟบิกหรือกลุ่มที่มีประจุบวกที่ปลาย C-terminus (Hong et al, 2008; Turner 
and Hooper, 2002) 

 ส้าหรับความสามารถในการยับยั งการเจริญของแบคทีเรีย ผู้วิจัยติดตามการเจริญของแบคทีเรีย
สามชนิดที่ก่อโรคในคนและในพืชโดยครอบคลุมทั งในกลุ่มแกรมบวกและแกรมลบ ได้แก่ E.coli, S. 
aureus และ X. oryzae pv. oryzae ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่ากากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 3 มี
activity ที่สูงที่สุดในการยับยั งการเจริญของ E.coli และ S. aureus ซึ่งเป็นกลุ่มแบคทีเรียแกรมลบและ
แกรมบวกตามล้าดับ ส่วนกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 2 มีความสามารถในการยับยั งการเจริญของ
แบคทีเรียแกรมลบทั ง 2 ชนิด ได้ดี ทั ง E.coli และ X. oryzae pv. oryzaeในขณะที่กากน ้าปลาระดับชั น
คุณภาพที่ 1 แสดงให้เห็นฤทธิ์ในการกระตุ้นการเจริญของแบคทีเรียทุกชนิด เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ถูกเลี ยงใน
อาหารเลี ยงเชื อควบคุม (Khositanon et al., 2018) ฤทธิ์ต้านจุลชีพที่แตกต่างกันของกากน ้าปลาแต่ละ
ระดับชั นคุณภาพอาจเป็นผลมาจากขนาดโมเลกุล degree of hydrolysis และล้าดับกรดอะมิโนที่
แตกต่างกัน เนื่องจากผ่านการหมักด้วยระยะเวลาที่แตกต่างกันส่งผลให้ได้รับเอนไซม์โปรตีเอสจาก
แบคทีเรียต่างประเภทภายในบ่อหมักน ้าปลา (ศิริลักษณ์ นามวงษ์, 2553) ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า
กากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 2 และ 3 อาจมีกลไกในการท้าลายเชื อแบคทีเรียที่แตกต่างกัน เนื่องจาก
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ระดับชั นคุณภาพที่ 2 มีความจ้าเพาะต่อแบคทีเรียแกรมลบ อาจเป็นกลุ่มที่มีประจุบวกที่สามารถสร้าง
ปฏิสัมพันธ์กับโมเลกุลที่มีประจุลบบนผิวเซลล์  (outer membrane) ได้ ส้าหรับกากน ้าปลาระดับชั น
คุณภาพที่ 3 มีฤทธิ์ต่อทั งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ น่าจะมีกลไกอ่ืนๆในการเข้าท้าลายเซลล์ ซึ่งมี
รายงานวิจัยหลายฉบับที่ศึกษาถึงกลไกการท้าลายเซลล์แบคทีเรียของเปปไทด์ เช่น การท้าให้เกิดช่องว่าง
บนเยื่อหุ้มเซลล์ (pore-forming) การท้าลายเยื่อหุ้มเซลล์ (membrane disruption) และการแทรกผ่าน
เยื่อหุ้มเซลล์ (membrane penetration) เพ่ือจับจ้าเพาะกับสารชีวโมเลกุลภายในเซลล์ เป็นต้น (Ageitos 
et al., 2017) ทั งนี  หากต้องการทราบกลไกในการออกฤทธิ์จ้าเป็นต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติมเกี่ยวกับล้าดับ
กรดอะมิโนของเปปไทด์บริสุทธิ์ที่ อย่างไรก็ตาม ในงานวิจัยนี  พบการแสดงคุณสมบัติยับยั งการเจริญของ
แบคทีเรีย E.coli, S. aureusและX. oryzae pv. oryzae ที่ความเข้มข้นสูงถึง 2 mg/mL ซึ่งเป็นค่าที่
มากกว่าความเข้มข้นของเปปไทด์จากไฮโดรไลเซทรูปแบบอ่ืนๆที่มีรายงานในวารสารวิชาการ 

 ฤทธิ์ทางชีวภาพอีกประเภทหนึ่งที่ผู้วิจัยให้ความสนใจคือความสามารถในการยับยั งการเจริญของ
เซลล์มะเร็ง โดยติดตามการมีชีวิตรอดของเซลล์มะเร็งตับชนิด HepG2 ในสภาวะที่มีกากน ้าปลาแต่ละ
ระดับชั นคุณภาพในอาหารลี ยงเซลล์ เทียบกับสภาวะการเจริญแบบปกติ และศึกษาการมีชีวิตรอดของ
เซลล์ที่ไม่ใช่มะเร็งชนิด Vero ควบคู่ไปด้วย ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่ากากน ้าปลาทั ง 3 ระดับชั น
คุณภาพที่ความเข้มข้น 400 g/mL ไม่มีฤทธิ์ยับยั งการเจริญของเซลล์มะเร็ง HepG2 และไม่มีผลกระทบ
ต่อการเจริญของเซลล์ปกติชนิดVero โดยความมีชีวิตรอดของเซลล์มีค่าสูงกว่ากลุ่มควบคุม แสดงให้เห็นถึง
คุณสมบัติในการกระตุ้นการเจริญของเซลล์ทั งสองชนิด อาจเป็นไปได้ว่าเซลล์ทั งสองชนิดนี สามารถใช้เปป
ไทด์ขนาดเล็กในกากน ้าปลาเป็นสารอาหารส้าหรับการเจริญเติบโต (Zhang et al., 2012)  

 จากการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพทั ง 5 ชนิดดังที่กล่าวข้างต้น แสดงให้เห็นถึงคุณสมบัติที่ดีของกาก
น ้าปลาในการต้านอนุมูลอิสระและยับยั งการท้างานของเอนไซม์ ACE คณะผู้วิจัยจึงศึกษาการแยก
ส่วนย่อยของเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและยับยั งการท้างานของเอนไซม์ ACE โดยเมื่อผ่านการแยก
ตามขนาดโมเลกุลด้วย molecular weight cut off filter พบว่ากลุ่มเปปไทด์ที่มีขนาดโมเลกุลเล็ก <3 
kDa มีความสามารถในการยับยั งอนุมูล DPPH, ยับยั งอนุมูล hydroxyl, รีดิวซ์ Fe3+, และยับยั งการท้างาน
ของเอนไซม์ ACE ได้ดีกว่ากลุ่มเปปไทด์ที่มีขนาดโมเลกุลใหญ่กว่า 3 kDa และในการทดลองต่อเนื่องที่
ศึกษาผลของความไฮโดรโฟบิกของเปปไทด์ที่มีขนาดเล็กกว่า 3 kDa ต่อฤทธิ์ทางชีวภาพ แสดงให้เห็น
ว่าแฟรกชันที่มีความไฮโดรโฟบิกสูง (C18) ของกากน ้าปลาทั ง 3 ระดับชั นคุณภาพ มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
และฤทธิ์ยับยั งการท้างานของเอนไซม์ ACE ที่ดีกว่าแฟรกชันที่มีความไฮโดรโฟบิกต่้า (C4 และ C8) ผล
การทดลองมีความสอดคล้องกับงานวิจัยอ่ืนๆ ที่ศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของโปรตีนไฮโดรไลเซทจากสัตว์ทะเล 
โดยมีรายงานว่าเปปไทด์ขนาดเล็กท่ีมีความไฮโดรโฟบิกสูงจะมีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระและยับยั งการ
ท้างานของเอนไซม์ ACE ที่ดี (Hong et al., 2008; Liu et al., 2016; Ngoh and Gan, 2016; Sun et 
al., 2011) ทั งนี  มีรายงานวิจัยที่ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างชนิดของกรดอะมิโนในเปปไทด์ที่มีต่อฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระ โดยท้าการวิเคราะห์ความถี่ที่พบกรดอะมิโนในเปปไทด์ต้านอนุมูลอิสระ 42 ชนิด พบว่า
กรดอะมิโนที่พบมากที่สุด 3 ล้าดับแรกจัดเป็นกรดอะมิโนที่มีความไฮโดรโฟบิกสูง ได้แก่ glycine, proline 
และ valine ซึ่งคิดเป็นความถี่สูงถึง 33% ของกรดอะมิโนทั งหมด (Zou et al., 2016) นอกจากนี  การมี



57 
 

อยู่ของกรดอะมิโนไฮโดรโฟบิกที่ปลาย C-terminus ของเปปไทด์จะช่วยให้การยับยั งการท้างานของ
เอนไซม์ ACE มีประสิทธิภาพที่ดีขึ น เนื่องจากกรดอะมิโนไฮโดรโฟบิกในเปปไทด์สามารถแย่งจับกับสารตั ง
ต้นที่บริเวณ N-terminal catalytic site ของเอนไซม์ได้ดี (Hong et al., 2008; Turner and Hooper, 
2002; Vermeirssen et al., 2004) 

 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่พบในกากน ้าปลาได้รับการยืนยันว่าเป็นผลมาจากโมเลกุลเปปไทด์ใน
ตัวอย่าง เนื่องจากเมื่อท้าการย่อยเปปไทด์ด้วยเอนไซม์ ProteinaseK ซึ่งเป็น non-specific enzyme 
แล้วพบว่าความสามารถในการก้าจัดอนุมูล DPPH ลดลงถึง 54% เมื่อเปปไทด์จากกากน ้าปลาผ่านการ
แยกส่วนและท้าบริสุทธิ์ด้วย reverse-phase HPLC แล้ว พบว่ามีเปปไทด์ 2 ชนิดที่สามารถระบุชนิดได้
ด้วย tandem mass spectrometry และ De Novo sequencing ได้แก่ PQLLLLLL และ LLLLLLL ซ่ึง
เป็นเปปไทด์ที่มีความไฮโดรโฟบิกสูง และมีความสอดคล้องกับเปปไทด์ต้านอนุมูลอิสระที่มีรายงานใน
ฐานข้อมูล โดยกรดอะมิโน leucine และ proline มีบทบาทส้าคัญต่อการก้าจัดอนุมูลอิสระและยับยั ง 
reactive oxygen species ผ่านกลไกการส่งต่อไฮโดรเจนและอิเล็กตรอน นอกจากนี  leucine และ 
proline ยังจัดเป็นกรดอะมิโน 2 ใน 3 ชนิดที่พบในความถี่สูงที่สุดในเปปไทด์ต้านอนุมูลอิสระ (Ngoh and 
Gan, 2016; Zhuang et al., 2013; Zou et al., 2016) นอกจากนี  การมีอยู่ของกรดอะมิโน leucine ที่
ปลาย N-terminus จัดเป็นคุณลักษณะเฉพาะอย่างหนึ่งที่พบได้มากในเปปไทด์ต้านอนุมูลอิสระ (Zou et 
al., 2016) อย่างไรด็ตาม เมื่อท้าการสังเคราะห์เปปไทด์บริสุทธิ์ PQLLLLLL และ LLLLLLL แล้วพบว่า
เปปไทด์ทั งสองชนิดมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ลดลงเมื่อเทียบกับก่อนการท้าบริสุทธิ์ในสารสกัดกากน ้าปลา 
ทั งนี  อาจเป็นไปได้ว่าในกลไกการออกฤทธิ์ของเปปไทด์ทั งสองชนิดนี เป็นแบบเสริมฤทธิ์ (synergistic 
effect) โดยต้องอาศัยการท้างานร่วมกัน หรืออาศัยการท้างานร่วมกับโมเลกุลของสารอ่ืนในกากน ้าปลา 
ซึ่งจ้าเป็นต้องมีการศึกษากลไกการท้างานของเปปไทดต์่อไป 
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สรุปผลการทดลอง 

 

 1. กากน ้าปลามีโปรตีน/เปปไทด์เป็นองค์ประกอบ โดยกากน ้าปลาระดับชั นคุณภาพที่ 1 มีความ
เข้มข้นโปรตีนสูงกว่าระดับชั นคุณภาพที่ 2 และ 3 ตามล้าดับ 

 2. เปปไทด์ที่สกัดได้จากกากน ้าปลามีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ จับกับไอออนของโลหะ ยับยั ง
การท้างานของเอนไซม์ angiotensin-converting enzyme และยับยั งการเจริญของแบคทีเรีย แต่ไม่มี
คุณสมบัติในการยับยั งการเจริญของเซลล์มะเร็ง 

 3. ระดับชั นคุณภาพของกากน ้าปลาที่แตกต่างกันส่งผลต่อฤทธิ์ทางชีวภาพที่แตกต่างกัน 

 4. เปปไทด์ที่มีมวลโมเลกุลน้อยกว่า 3 kDa และมีคุณสมบัติไฮโดรโฟบิก ที่สกัดจากกากน ้าปลาทั ง
สามระดับชั นคุณภาพ มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระและยับยั งการท้างานของเอนไซม์ ACE ได้
ดีกว่าเปปไทด์ที่มีมวลโมเลกุลสูงและมีคุณสมบัติไฮโดรฟิลิก 

    

 

ข้อเสนอแนะ 

 

 1. เปปไทด์จากกากน ้าปลาสามารถน้าไปประยุกต์ใช้เพ่ือเพ่ิมมูลค่าในอุตสาหกรรมน ้าปลาและ
อุตสาหกรรมอาหารรูปแบบอ่ืนๆ ส้าหรับเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ และใช้เป็นอาหารบ้ารุงสุขภาพส้าหรับ
ลดความดันโลหิต  อย่างไรก็ตาม เปปไทด์กึ่งบริสุทธิ์ที่ผ่านการแยกบางส่วนแสดงให้เห็นฤทธิ์ทางชีวภาพที่
สูงกว่าเปปไทด์บริสุทธิ์ ซึ่งอาจเป็นผลมาจากการเสริมฤทธิ์ของโมเลกุลหลายชนิดที่ท้างานร่วมกัน 

 2. ควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมเกี่ยวกับกลการท้างานของเปปไทด์ต้านอนุมูลอิสระ และยับยั งการ
ท้างานของเอนไซม์ angiotensin converting enzyme เพ่ือเป็นแนวทางในการเสริมฤทธิ์ทางชีวภาพของ
เปปไทด์ให้ดียิ่งขึ น 
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