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บทคดัย่อ 

องค์ประกอบหลกัของกระดูกปลานิลคือเถา้และโปรตีนในปริมาณร้อยละ 60.82 
และ 24.43 ของน ้าหนกัแหง้ตามล าดบั การสกดัโปรตีนจากกระดูกปลานิลดว้ยสารละลายกรดซิตริก 
(ร้อยละ 5 โดยน ้ าหนกัต่อปริมาตร)  และน ้ าท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 75 นาที ท าให้
ไดผ้ลผลิตโปรตีนร้อยละ 70.38 และ 38.15 ตามล าดบั การยอ่ยโปรตีนท่ีสกดัไดด้ว้ยเอนไซมเ์ปปซิน 
เป็นเวลา 6 ชัว่โมง พบวา่ อตัราการยอ่ยโปรตีนท่ีสกดัไดโ้ดยใชส้ารละลายกรดมีค่าสูงสุด (ร้อยละ 
45.48) ภายใน 2 ชัว่โมง และสูงกวา่อตัราการยอ่ยของโปรตีนสกดัท่ีใชน้ ้ าร้อนประมาณ 2 เท่า การ
ประเมินสมบติัตา้นออกซิเดชันของโปรตีนไฮโดรไลเสททั้งสองชนิดด้วยค่าความสามารถตา้น
อนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS, ความสามารถรีดิวส์ ความสามารถจบัอิออนของโลหะ และ
ความสามารถจบัแคลเซียม พบว่า โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีเตรียมจากโปรตีนสกดัดว้ยน ้ าร้อนมีค่า
ความสามารถต่างๆ สูงกวา่ค่าความสามารถดงักล่าวของโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีเตรียมจากโปรตีน
สกดัดว้ยสารละลายกรดอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p˂ 0.05) การประเมินผลของโปรตีนสกดัและ
โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีไดจ้ากการยอ่ยเป็นเวลา 1 และ 6 ชัว่โมง ต่อเซลล์สร้างกระดูก MC3T3-E1 
พบวา่ โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีไดจ้ากการยอ่ยโปรตีนสกดัท่ีเตรียมจากกระดูกปลานิลโดยใชน้ ้ าร้อน
เป็นเวลา 6 ชัว่โมง สามารถเพิ่มจ านวนเซลล์สร้างกระดูกได ้ ในขณะท่ีโปรตีนท่ีสกดัได้โดยใช้
สารละลายกรดร้อนและโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีไดจ้ากโปรตีนท่ีสกดัดว้ยน ้ าร้อนและย่อยเป็นเวลา    
1 ชัว่โมง สามารถกระตุน้กิจกรรมเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตสและเพิ่มการสะสมแคลเซียมของ
เซลล์สร้างกระดูกได้ดีท่ีสุด เม่ือแยกโปรตีนสกดัและโปรตีนไฮโดรไลเสทดงักล่าวด้วยเทคนิค    
อลัตร้าฟิลเตรชั่นท่ีมีขนาดรูพรุนเท่ากับ 1 และ 5 กิโลดาลตนั พบว่า เปปไทด์ท่ีแยกได ้                     
มีความสามารถจบัแคลเซียม ความสามารถจบัอิออนของโลหะ และความสามารถรีดิวซ์ สูงกว่า
ตวัอยา่งเร่ิมตน้ท่ีไม่ผา่นการแยก ในขณะท่ีความสามารถตา้นอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS ของ
ตวัอยา่งเร่ิมตน้สูงกวา่เปปไทด์ท่ีแยกได ้ ในขณะท่ีเปปไทด์ท่ีแยกไดจ้ากโปรตีนไฮโดรไลเสทของ
โปรตีนสกดัจากกระดูกปลานิลดว้ยน ้ าร้อนมีความสามารถตา้นออกซิเดชนัไดดี้กวา่เปปไทด์ท่ีแยก
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จากโปรตีนสกัดด้วยสารละลายกรดร้อน โดยเฉพาะเปปไทด์ท่ี มีน ้ าหนักโมเลกุลต ่ ากว่า                    
1 กิโลดาลตนั ในขณะท่ีเปปไทด์ท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลสูงกวา่ 5 กิโลดาลตนั จากตวัอย่างทั้งสอง มี
ความสามารถรีดิวส์สูงกวา่ตวัอยา่งท่ียงัไม่ผา่นการแยก 
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Thesis Title            Biological Activity of Tilapia Bone Protein Hydrolysate and its Effects on     
                  Osteoblasts 
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Major Program    Nutraceutical and Functional Food 
Academic Year     2012 

Abstract 

Principal compositions of tilapia bone were ash and protein with value 
of 60.82% and 24.43% of dried bone weight, respectively. Isolation of bone protein with 5% 
w/v citric acid and water at 121oC for 75 min yielded 70.38% and 38.15% of protein recovery. 
Hydrolysis of the isolated bone proteins was performed with pepsin for 6 h. The hydrolysate of 
acid-isolated bone protein (AIB) showed degree of hydrolysis about two times higher than that of 
the water-isolated bone protein (WIB) where the highest value (45.48%) occurred within 2 h. 
Evaluation of antioxidative activities of both protein hydrolysates by measurement of DPPH and 
ABTS radical scavenging activities, reducing power, iron chelating activity and calcium binding 
activity showed that the WIB hydrolysate exhibited all measured activities statistically significant 
higher than those of the AIB hydrolysate (p˂ 0.05). As well, the WIB hydrolysate after 6-h 
hydrolysis could promote growth of MC3T3-E1 osteoblasts. The AIB and WIB hydrolysate after 
1-h hydrolysis promoted alkaline phosphatase activity and enhanced mineralization of 
osteoblasts.  Fractionation of the protein isolate and hydrolysates by using ultrafiltration with 
molecular weight cut-off 1 and 5 kDa provided fractionated peptides with strong activities; 
reducing power, iron chelating activity and calcium binding activity, with relative to those of the 
un-fractionated samples. The unfractionated samples showed, however, higher DPPH and ABTS 
radical scavenging activities. The fractionated peptides derived from WIB hydrolysate exhibited 
stronger antioxidative activity than those of the AIB hydrolysate, especially in the fraction with 
molecular weight lower than 1 kDa.  The fractionated peptides with molecular weight higher than 
5 kDa of both samples showed higher reducing power than their unfractionated counterparts. 
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แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติระหวา่งกลุ่มวธีิการสกดั)……………………………      
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   9    กราฟแสดงค่าเฉล่ียและค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของระดบัการยอ่ยสลายของโปรตีน        
ไฮโดรไลเสทของโปรตีนสกดัดว้ยน ้า (WIB) หรือกรด (AIB) โดยเอนไซมเ์ปปซินท่ียอ่ย   
เป็นเวลา 6 ชัว่โมง (เอนไซม/์ สับเสตรท: 3/100) (a-d p ˂ 0.05 แสดงความแตกต่างอยา่งมี
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นยัส าคญัทางสถิติระหวา่งเวลาการยอ่ย และ A-Bแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทาง    
สถิติระหวา่งกลุ่มวธีิการสกดั)…………………………………………………………..     
Error! Bookmark not defined. 

  10   ค่าเฉล่ียและค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของความสามารถจบัแคลเซียมของโปรตีนไฮโดรไลเสท
ของโปรตีนสกดัดว้ยน ้า (WIB) หรือกรด (AIB) ท่ียอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ปปซินเป็นเวลา 6 ชัว่โมง       
(a-d p ˂ 0.05 แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติระหวา่งเวลาการยอ่ย และ                        

A-Bแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติระหวา่งกลุ่มวธีิการสกดั)……………...     
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   11   กราฟค่าเฉล่ียและค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของความสามารถตา้นอนุมูล DPPH (a) และ            
ABTS (b), ความสามารถรีดิวส์ (c) และ ความสามารถจบัโลหะ (d) ของโปรตีน              
ไฮโดรไลเสทจากโปรตีนสกดัดว้ยน ้า (WIB) หรือกรด (AIB) และยอ่ยดว้ยเอนไซม ์                   
เปปซินท่ีเวลาต่างๆ(a-d p ˂ 0.05 แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติระหวา่งเวลา  
การยอ่ยและ A-Bแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติระหวา่งกลุ่มวธีิการสกดั)…    
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รายการภาพประกอบ (ต่อ) 
รูปที่                       หน้า 
   12  ผลของโปรตีนสกดัและโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีไดจ้ากโปรตีนสกดัดว้ยน ้า (WIB) หรือ           

กรด(AIB) และยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ปปซินเป็นเวลา 1 และ 6 ชัว่โมง ท่ีความเขม้ขน้ 0-500 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรต่อเปอร์เซ็นตก์ารอยูร่อดของเซลลส์ร้างกระดูก MC3T3-E1 cells   
หลงัท าการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 24 (a, c) และ 48 ชัว่โมง (b, d) และท าการวเิคราะห์ดว้ยวิธี
เอม็ทีที (* P ˂ 0.05 แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ)…………………….     
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  13    ผลของโปรตีนสกดั และโปรตีนไฮโดรไลเสทของโปรตีนสกดัดว้ยน ้า (WIB) และ             
กรด (AIB) และยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ปปซินเป็นเวลา 1 และ 6 ชัว่โมง ท่ีความเขม้ขน้ 0-300 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรต่อเปอร์เซ็นตก์ารเพิ่มข้ึนของกิจกรรมเอนไซมอ์ลัคาไลน์                   
ฟอสฟาเตสของเซลลส์ร้างกระดูก (MC3T3-E1 cells) หลงัท าการเพาะเล้ียงเป็นเวลา               
7 วนั (a, c) และ 14 วนั (b, d) (* p ˂ 0.05 แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ)..  
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  14   ผลของโปรตีนสกดั และโปรตีนไฮโดรไลเสทของโปรตีนสกดัดว้ยน ้า (WIB) และ             
กรด (AIB) และยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ปปซินเป็นเวลา 1 และ 6 ชัว่โมง ท่ีความเขม้ขน้ 0-300 
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ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรต่อเปอร์เซ็นตก์ารเพิ่มการสะสมแคลเซียมของเซลลส์ร้างกระดูก 
(MC3T3-E1 cells) หลงัท าการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 7 วนั (b, f) และ 14 วนั (c, g) และ ยอ้มสี
แคลเซียมดว้ยอะลิซารีน เรดหลงัท าการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 7 วนั  (a) ,และ 14 วนั (d)              
(*p ˂ 0.05 แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ)……………………………..     
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สกดั ดว้ยสารละลายกรดและโปรตีนไฮโดรไลเสทของโปรตีนสกดัดว้ยน ้าท่ียอ่ยเป็น        
เวลา 1 ชัว่โมง ท่ีผา่นการแยกดว้ยการกรองแบบอลัตร้าฟิลเตรชนั (MW >5 kDa, 5–1 kDa, 
and <1 kDa) (a-d p ˂ 0.05 แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติระหวา่งขนาดโมเลกุล,     

A-Bแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติระหวา่งกลุ่มวธีิการสกดั และ *แสดง        
ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติระหวา่งกลุ่มตวัอยา่งและ CPP)………………..     
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และ ABTS (b), ความสามารถรีดิวส์ (c) และ ความสามารถจบัโลหะ (d) ของโปรตีน         
สกดั ดว้ยกรด และโปรตีนไฮโดรไลเสทจากโปรตีนสกดัดว้ยน ้า ท่ียอ่ยดว้ยเอนไซม ์             
เปปซินเป็นเวลา 1 ชัว่โมง และแยกดว้ยการกรองแบบอลัตร้าฟิลเตรชนั (a-d p ˂ 0.05 แสดง          
ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติระหวา่งขนาดโมเลกุล และ A-Bแสดงความแตกต่าง          
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติระหวา่งกลุ่มวธีิการสกดั)…………………………………….      
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บทที ่1 

บทน า 

บทน าต้นเร่ือง 

แคลเซียมเป็นแร่ธาตุท่ีพบมากท่ีสุดในร่างกายของมนุษย์  ในเด็กแรกเกิดจะมีปริมาณ
แคลเซียมเฉล่ีย 28 - 30 กรัม ขณะท่ีผูใ้หญ่จะมีปริมาณแคลเซียมระหวา่ง 900 -1,000 กรัม โดยร้อย
ละ 99 ของแคลเซียมจะพบในกระดูกและฟันกระทรวงสาธารณสุข (2548) ก าหนดให้ประชากรใน
วยัเด็ก 1-6  ปี และผูใ้หญ่ควรไดรั้บแคลเซียมเท่ากบั 800  มิลลิกรัมต่อวนั และส าหรับวยัรุ่น สตรี
หมดประจ าเดือนและสตรีระยะให้นมบุตรควรได้รับแคลเซียมไม่น้อยกว่า 1200 มิลลิกรัมต่อวนั 
อยา่งไรก็ตามจากผลส ารวจ พบวา่คนไทยยงัไดรั้บแคลเซียมจากอาหารนอ้ยกวา่ปริมาณท่ีก าหนดไว ้
ซ่ึงการไดรั้บแคลเซียมในปริมาณนอ้ยเป็นเวลานานอาจก่อให้เกิดโรคกระดูกพรุนได ้โดยเฉพาะใน
ผูห้ญิงวยัหลงัหมดประจ าเดือนท่ีพบว่าภาวะโรคกระดูกเส่ือมหรือโรคกระดูกพรุนเป็นปัญหาดา้น
สุขภาพท่ีส าคญั (Stevenson  et al., 2005) แคลเซียมเป็นธาตุอาหารท่ีพบไดใ้นอาหารทัว่ไป โดย
แหล่งของแคลเซียมท่ีดีท่ีสุดคือผลิตภณัฑ์นม การย่อยเคซีนโดยเอนไซม์ในทางเดินอาหารท าให้
ไดเ้คซีนฟอสโฟเปปไทด์ท่ีสามารถส่งเสริมการดูดซึมแคลเซียมเขา้สู่ร่างกาย สะสมแคลเซียมใน
กระดูก อย่างไรก็ตามเน่ืองจากประชากรของไทยบางกลุ่มไม่สามารถด่ืมนมได้ เน่ืองจากความ
ผดิปกติในการยอ่ยและการแพน้ ้ าตาลแลกโตส  ในขณะท่ีแคลเซียมจากแหล่งอ่ืน เช่น จากเน้ือสัตว ์
ผกั หรือผลไม ้ร่างกายจะดูดซึมได้ต ่ากว่า นอกจากน้ีในอาหารไทยส่วนใหญ่ยงัมีแคลเซียมใน
ปริมาณต ่า คนไทยจึงมีความเส่ียงต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน 

การรับประทานอาหารเสริมแคลเซียมร่วมกบัอาหารปกติ แมจ้ะเพิ่มปริมาณแคลเซียมใน
อาหาร แต่เน่ืองจากร่างกายมีประสิทธิภาพในการดูดซึมแคลเซียมต ่าและมีความแปรปรวนสูง 
โดยเฉพาะการเพิ่มค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารจากความเป็นกรดไปเป็นกลางและด่างเล็กนอ้ย
เม่ืออาหารเคล่ือนจากกระเพาะอาหารเขา้สู่ล าไส้เล็ก    แคลเซียมอิออนท่ีแตกตวัในกระเพาะอาหาร
ในสภาวะท่ีมีความเป็นกรดจะตกตะกอนโดยรวมตวัเป็นสารประกอบเชิงซ้อน หรือถูกจบัไวโ้ดย
องคป์ระกอบอ่ืนของอาหารเม่ืออาหารเคล่ือนเขา้สู่ล าไส้เล็ก เน่ืองจากการละลายของแคลเซียมเป็น
ปัจจยัท่ีมีความส าคญัต่อการดูดซึมไดข้องแคลเซียม  ดงันั้นจึงมีการศึกษาการเพิ่มการละลายของ
แคลเซียมในสภาวะท่ีค่าความเป็นกรดด่างเป็นกลางหรือเป็นด่างเล็กนอ้ยและการน าแคลเซียมเขา้สู่
เซลล์ โดยพบว่าเปปไทด์ท่ีได้จากการย่อยโปรตีนเคซีนด้วยเอนไซม์ทริปซิน ท่ีเรียกว่าเคซีนฟอส
โฟเปปไทด์ (caseinphosphopeptide, CPP)  มีความสามารถจบัแคลเซียม และน าแคลเซียมไปใช้
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ประโยชน์ทางชีวภาพได ้และไดน้ ามาทดสอบฤทธ์ิต่อเซลล์กระดูกพบวา่สามารถเพิ่มการเจริญของ
เซลล ์การเพิ่มกิจกรรมของเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตส และมีปริมาณการสะสมแคลเซียมเพิ่มข้ึน 

ปลานิล (Nile Tilapia) เป็นปลาท่ีเล้ียงง่ายเจริญเติบโตเร็ว และเป็นท่ีนิยมของผูบ้ริโภคท า
ใหอุ้ตสาหกรรมเพาะเล้ียงและแปรรูปปลานิลเติบโตอยา่งรวดเร็ว ปัจจุบนัผลผลิตปลานิลมีประมาณ 
200,000 ตนั คิดเป็นมูลค่าประมาณ 7,900 ลา้นบาท โดยประเทศไทยส่งออกปลานิลและผลิตภณัฑ์
เป็นปริมาณ 12,764 ตนั มูลค่า 670.11 ลา้นบาท เป็นการส่งออกในรูปปลานิลทั้งตวัแช่แข็งมากท่ีสุด 
รองลงมาเป็นเน้ือปลานิล แบบแล่สดหรือแช่เยน็ ผลจากการขยายตวัของอุตสาหกรรมดงักล่าว  ท า
ใหเ้กิดเศษเหลือ เช่น กระดูกปลาท่ียงัไม่ไดน้ าไปใชป้ระโยชน์ ดงันั้นการเพิ่มมูลค่าให้กบัเศษเหลือ
จึงเป็นแนวทางท่ีสามารถท าให้ตน้ทุนของผลิตภณัฑ์ชนิดหลกัลดลง  โดยเฉพาะหากเป็นการน าไป
พฒันาเป็นผลิตภณัฑอ์าหารสุขภาพท่ีมีความตอ้งการของตลาดและมีมูลค่าเพิ่มสูง 
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 การตรวจเอกสาร 

1. ปลานิล 

ช่ือไทย                   ปลานิล 
ช่ือสามญั                Nile tilapia 
ช่ือวิทยาศาสตร์      Oreochromis niloticus 
ถ่ินอาศัย                 ทวปีแอฟริกา ทะเลสาบในประเทศซูดาน ยกูนัดา แทนกนัยกีา 
ลักษณะจ าเพาะ      เป็นปลาท่ีสามารถอาศยัอยูไ่ดใ้นน ้าจืดและน ้ากร่อย  

ถิ่นก าเนิด 

ปลานิลสามารถอาศัยอยู่ได้ในน ้ าจืดและน ้ ากร่อย มีถ่ินก าเนิดเดิมอยู่ท่ีทวีป
แอฟริกา พบทัว่ไปตามหนองบึง และทะเลสาบในประเทศซูดาน ยกูนัดา และแทนกนัยีกา ปลานิล
เขา้สู่ประเทศไทยคร้ังแรกโดยสมเด็จพระจกัรพรรดิอะกิฮิโตะ เม่ือคร้ังด ารงพระอิสริยยศมกุฎราช
กุมารแห่งประเทศญ่ีปุ่น ซ่ึงทรงจดัส่งเขา้มาทูลเกลา้ถวายพระบาทสมเด็จพระเจา้อยูห่วั เม่ือวนัท่ี 25 
มีนาคม พ.ศ. 2508 จ านวน 50 ตวั คร้ังนั้นไดโ้ปรดเกลา้ฯ ใหท้ดลองเล้ียงปลานิลในบ่อสวนจิตรลดา 
เป็นหน่ึงในโครงการส่วนพระองคส์วนจิตรลดา 

ผลการทดลองปรากฏว่าปลานิลท่ีทรงโปรดเกล้าให้ทดลองเล้ียงไดเ้จริญเติบโต
และแพร่ขยายพนัธ์ุไดเ้ป็นอย่างดี ต่อมาจึงไดพ้ระราชทานช่ือว่า ปลานิล (โดยมีท่ีมาจากช่ือแม่น ้ า
ไนล์ (Nile) ท่ีเป็นถ่ินท่ีอยูอ่าศยัดั้งเดิม หรือช่ือวิทยาศาสตร์ Tilapia nilotica และพระราชทานพนัธ์ุ
ปลาดงักล่าวใหก้บักรมประมงจ านวนหน่ึง เพื่อน าไปขยายพนัธ์ุและแจกจ่ายแก่พสกนิกร และปล่อย
ลงไวต้ามแหล่งน ้าต่าง ๆ ตามท่ีเห็นวา่เหมาะสม เน่ืองจากปลานิลมีคุณลกัษณะพิเศษหลายอยา่ง เช่น 
กินอาหารไดทุ้กชนิด เช่น ไรน ้ า ตะไคร่น ้ า ตวัอ่อนของแมลงและสัตวน์ ้ าเล็ก ๆ มีขนาดล าตวัใหญ่ 
แพร่ขยายพนัธ์ุง่ายและมีรสชาติดี (มานพ ตั้งตรงไพโรจน์ และคณะ 2536)  

ปัจจุบนัพระบาทสมเด็จพระเจ้าอยู่หัวยงัโปรดเกล้าฯ ให้ทดลองเล้ียงและแพร่
ขยายพนัธ์ุปลานิลในบ่อสวนจิตรลดาต่อไป ในทางวชิาการเรียกสายพนัธ์ุปลานิลดงักล่าววา่ ปลานิล
จิตรลดา ซ่ึงยงัคงเป็นปลานิลสายพนัธ์ุแทท่ี้ประเทศไทยไดรั้บทูลเกลา้ฯ ถวายพระบาทสมเด็จพระ
เจา้อยูห่วัจากพระจกัรพรรดิอะกิฮิโตะ 

 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%88%E0%B8%B7%E0%B8%94
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%A2
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%97%E0%B8%A7%E0%B8%B5%E0%B8%9B%E0%B9%81%E0%B8%AD%E0%B8%9F%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%81%E0%B8%B2
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%97%E0%B8%A7%E0%B8%B5%E0%B8%9B%E0%B9%81%E0%B8%AD%E0%B8%9F%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%81%E0%B8%B2
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AB%E0%B8%99%E0%B8%AD%E0%B8%87
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AB%E0%B8%99%E0%B8%AD%E0%B8%87
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%97%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%9A
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%A8%E0%B8%8B%E0%B8%B9%E0%B8%94%E0%B8%B2%E0%B8%99
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A2%E0%B8%B9%E0%B8%81%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B8%94%E0%B8%B2
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%81%E0%B8%97%E0%B8%99%E0%B8%81%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B8%A2%E0%B8%B5%E0%B8%81%E0%B8%B2&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%A8%E0%B9%84%E0%B8%97%E0%B8%A2
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B9%87%E0%B8%88%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%88%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B8%B4%E0%B8%AD%E0%B8%B0%E0%B8%81%E0%B8%B4%E0%B8%AE%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B8%B0
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%A1%E0%B8%81%E0%B8%B8%E0%B8%8E%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B8%8A%E0%B8%81%E0%B8%B8%E0%B8%A1%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%81%E0%B8%AB%E0%B9%88%E0%B8%87%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%A8%E0%B8%8D%E0%B8%B5%E0%B9%88%E0%B8%9B%E0%B8%B8%E0%B9%88%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%A1%E0%B8%81%E0%B8%B8%E0%B8%8E%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B8%8A%E0%B8%81%E0%B8%B8%E0%B8%A1%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%81%E0%B8%AB%E0%B9%88%E0%B8%87%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%A8%E0%B8%8D%E0%B8%B5%E0%B9%88%E0%B8%9B%E0%B8%B8%E0%B9%88%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%B2%E0%B8%97%E0%B8%AA%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B9%87%E0%B8%88%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%AD%E0%B8%A2%E0%B8%B9%E0%B9%88%E0%B8%AB%E0%B8%B1%E0%B8%A7
http://th.wikipedia.org/wiki/25_%E0%B8%A1%E0%B8%B5%E0%B8%99%E0%B8%B2%E0%B8%84%E0%B8%A1
http://th.wikipedia.org/wiki/25_%E0%B8%A1%E0%B8%B5%E0%B8%99%E0%B8%B2%E0%B8%84%E0%B8%A1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9E.%E0%B8%A8._2508
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%AA%E0%B8%A7%E0%B8%99%E0%B8%88%E0%B8%B4%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B8%A5%E0%B8%94%E0%B8%B2&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%87%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%AA%E0%B9%88%E0%B8%A7%E0%B8%99%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%84%E0%B9%8C_%E0%B8%AA%E0%B8%A7%E0%B8%99%E0%B8%88%E0%B8%B4%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B8%A5%E0%B8%94%E0%B8%B2
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%A1%E0%B9%88%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B9%84%E0%B8%99%E0%B8%A5%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%A1%E0%B9%88%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B9%84%E0%B8%99%E0%B8%A5%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%A1%E0%B8%87
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%84%E0%B8%A3%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%95%E0%B8%B0%E0%B9%84%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B9%88%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%B2%E0%B8%97%E0%B8%AA%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B9%87%E0%B8%88%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%AD%E0%B8%A2%E0%B8%B9%E0%B9%88%E0%B8%AB%E0%B8%B1%E0%B8%A7
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%B2%E0%B8%97%E0%B8%AA%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B9%87%E0%B8%88%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%AD%E0%B8%A2%E0%B8%B9%E0%B9%88%E0%B8%AB%E0%B8%B1%E0%B8%A7
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ลกัษณะทัว่ไป 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 1 รูปร่างลกัษณะปลานิลด า 

ท่ีมา: http://www.การเกษตร.com 

รูปร่างลกัษณะของปลานิลคลา้ยกบัปลาหมอเทศแต่ลกัษณะพิเศษของปลานิลมี
ดงัน้ีคือ ปลานิลมีลายสีด าและจุดสีขาวสลบักนัไป บริเวณครีบหลงั ครีบกน้และล าตวัมีสีเขียวปน
น ้ าตาล มีลายด าพาดขวางตามล าตวั มีความยาวประมาณ 10-30 เซนติเมตร ริมฝีปากบนและล่าง 
เสมอกนั ท่ีบริเวณแก้มมีเกล็ด 4 แถว ตามล าตวัมีลายพาดขวางจ านวน 9-10 แถบ นอกจากนั้น
ลกัษณะทัว่ไปมีดงัน้ี ครีบหลังมีเพียง 1 ครีบ ประกอบด้วยก้านครีบแข็งและก้านครีบอ่อน เป็น
จ านวนมาก ครีบก้นประกอบด้วยก้านครีบ แข็งและอ่อนเช่นกนั มีเกล็ดตามแนวเส้นข้างตวั 33 
เกล็ด ล าตวัมีสีเขียวปนน ้ าตาล ตรงกลางเกล็ดมีสีเขม้ ท่ีกระดูก แกม้มีจุดสีเขม้อยู่จุดหน่ึง บริเวณ
ส่วนอ่อนของครีบหลงั ครีบกน้ และครีบหางนั้นจะมีจุดสีขาว และสีด าตดัขวาง คลา้ยลายขา้วตอก
อยูโ่ดยทัว่ไป ดงัแสดงในรูปท่ี 1 (เพญ็พรรณ ศรีสกุลเตียว, 2543) 
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อุตสาหกรรมการแปรรูปปลานิล 

ปลานิล เป็นปลาน ้าจืดชนิดหน่ึงของไทย ซ่ึงมีคุณค่าทางเศรษฐกิจนบัตั้งแต่ปี พ.ศ.
2508 เป็นตน้มาจากคุณสมบติัของปลานิล ซ่ึงเล้ียงง่ายเจริญเติบโตเร็ว และเป็นท่ีนิยมของผูบ้ริโภค
ท าให้เกษตรกรหันมานิยมเล้ียงปลานิลอย่างกวา้งขวาง ปัจจุบนัปริมาณการเล้ียงปลานิลประมาณ 
200,000 ตนั มูลค่าประมาณ 7,900 ลา้นบาท (คิดท่ีราคาเฉล่ียกิโลกรัมละ 39.32 บาท) ซ่ึงปัจจุบนั
ปริมาณการเล้ียงปลานิลคิดเป็นร้อยละ 30.0 ของปริมาณการเพาะเล้ียงปลาน ้ าจืดทั้งหมดของไทย 
ส่วนมูลค่าของปลานิลนั้นคิดเป็นร้อยละ 20.0 ของมูลค่าการเพาะเล้ียงปลาน ้าจืดทั้งหมดของไทย ซ่ึง
การเพาะเล้ียงปลานิลของไทยร้อยละ 81.9 เป็นการเล้ียงในบ่อ ส่วนท่ีเหลือนั้นเล้ียงในนาขา้วและ
ร่องสวน โดยปลานิลท่ีบริโภคในประเทศนั้นมีวิถีตลาดโดยเกษตรกรขายให้กบัผูบ้ริโภคโดยตรง
หรือขายผ่านผูร้วบรวม ซ่ึงจะส่งต่อให้บรรดาผูค้ ้าปลาในตลาดสดหรือผูท่ี้แปรรูปปลาแล้วจึง
จ าหน่ายต่อให้กบัผูบ้ริโภค นอกจากน้ียงัมีการจ าหน่ายปลานิลทั้งตวัและในรูปแช่แข็งแก่ภตัตาคาร
หรือร้านอาหารโดยตรง และประเทศไทยส่งออกปลานิลและผลิตภณัฑ์ปลานิลเป็นปริมาณ 12,764 
ตนั มูลค่า 670.11 ลา้นบาท เป็นการส่งออกในรูปปลานิลทั้งตวัแช่แข็งมากท่ีสุด รองลงมาเป็นเน้ือ
ปลานิล แล่สดหรือแช่เยน็ และผลิตภณัฑแ์ปรรูปอ่ืนๆ โดยตลาดสหภาพยุโรปมีสัดส่วนสูงท่ีสุดร้อย
ละ 66 ของปริมาณส่งออกทั้ งหมด รองลงมาคือประเทศในกลุ่มตะวนัออกกลางและตลาด
สหรัฐอเมริกา สัดส่วนร้อยละ 16 และ 6 ตามล าดบั (เบญจมาศ  เอ้ือพิพฒัน์, 2552) 

2. แคลเซียม 

แคลเซียมเป็นแร่ธาตุท่ีมีมากท่ีสุดในร่างกายคือประมาณร้อยละ 1.5 - 2 ของนํ้ า
หนกัตวั โดยในจาํนวนน้ีประมาณร้อยละ 99 อยูท่ี่กระดูกและฟัน   อีกร้อยละ 1 ท่ีเหลือพบอยูใ่น
เน้ือเยื่ออ่อน (soft tissue) และส่วนท่ีเป็นของเหลวเช่นในเลือดในซีรัม (serum) (เสาวนีย ์  จกัร
พิทกัษ,์ 2541) 

การดูดซึมของแคลเซียม 

มนุษยส์ามารถดูดซึมแคลเซียมจากอาหารท่ีไดรั้บเขา้ไปประมาณร้อยละ 20- 40 
แต่ในเด็กสามารถดูดซึมไดสู้งถึงร้อยละ  75 (Eschleman, 1996)     เน่ืองจากการเพิ่มข้ึนของค่าพีเอช
ของอาหารจากความเป็นกรดไปเป็นกลางและด่างเล็กน้อยเม่ืออาหารเคล่ือนเขา้สู่ล าไส้เล็ก ท าให้
แคลเซียมอิออนท่ีแตกตวัในกระเพาะอาหารในสภาวะท่ีมีความเป็นกรดจะตกตะกอน และรวมตวั
เป็นสารประกอบเชิงซ้อน หรือถูกจบัไวโ้ดยองค์ประกอบอ่ืนของอาหาร เม่ืออาหารเคล่ือนเขา้สู่
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ล าไส้เล็กโดยแคลเซียมจะถูกดูดซึมเขา้สู่ร่างกายท่ีลาํไส้เล็กตอนตน้ท่ีเรียกวา่ ดูโอดินมั (duodenum) 
เป็นแบบท่ีจาํเป็นตอ้งใชพ้ลงังาน (active transport) และถูกดูดซึมแบบท่ีไม่ตอ้งใชพ้ลงังาน (passive 
diffusion) ท่ีลาํไส้เล็กตอนกลางและตอนปลายท่ีเรียกว่า เจจูนัม (jejunum) และไอเลียม (ileum) 
แคลเซียมสามารถดูดซึมผา่นล าไส้ไดต้ลอดความยาว   แต่ตอ้งอยูใ่นรูปท่ีละลายเท่านั้น โดยจะถูก
ดูดซึมไดดี้บริเวณล าไส้เล็กตอนตน้ (proximal small intestine) โดยเม่ือร่างกายไดรั้บแคลเซียมเขา้
ไปในปริมาณมากการดูดซึมจะเป็นแบบไม่ตอ้งใชพ้ลงังาน (Bronner, 1987) 

แคลเซียมท่ีอยู่ในอาหารมกัจบัตวัอยู่กบัสารอินทรีย ์เช่น แคลเซียมในนมจะเกาะ
อยูก่บัโปรตีนท่ีช่ือวา่ เคซีน (Casein) เม่ือโปรตีนถูกยอ่ยแคลเซียมจะถูกปล่อยเป็นอิสระท่ีอยูใ่นรูป
ของอิออน (Ca2+) ท าให้สามารถดูดซึมเขา้สู่เซลล์ได ้ซ่ึงร่างกายจะพยายามรักษาแคลเซียมในเลือด
ไวป้ระมาณ 9-11 มิลลิกรัมแคลเซียมต่อเลือด 100 กรัม โดยจะรวมตวัอยู่กบัโปรตีน กลายเป็น
แคลเซียมท่ีมีโมเลกุลใหญ่ไม่สามารถผา่นออกจากหลอดเลือดได ้  

นอกจากน้ี Bronner (1987) ยงัพบวา่เม่ือแคลเซียมเขา้สู่ร่างกายจะมีแคลเซียมส่วน
หน่ึงท่ีล าไส้เล็กไม่สามารถดูดซึมไดแ้ละขบัออกมาพร้อมอุจจาระ ส่วนแคลเซียมท่ีร่างกายสามารถ
ดูดซึมไดจ้ะถูกส่งไปยงัระบบการไหลเวียนของเลือดเพื่อน าไปใช้ในส่วนต่างๆ ของร่ายกาย โดย
แคลเซียมท่ีร่างกายดูดซึมไดน้ี้หากร่างกายไดรั้บแคลเซียมในปริมาณท่ีเพียงพอแลว้ร่างกายก็จะขบั
แคลเซียมท่ีเกินความตอ้งการออกมาพร้อมปัสสาวะดงัแสดงในรูปท่ี 2 
 

 

รูปท่ี 2 การดูดซึมแคลเซียม 
ทีม่า : Bronner (1987) 
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การดูดซึมแบบใช้พลงังาน (Active transport) 

การล าเลียงแบบแอกทีฟ (active  transport) เป็นกระบวนการล าเลียงสารผา่นเซลล์
โดยระบบท่ีตอ้งใชพ้ลงังานจากเซลล์และข้ึนอยูก่บัวิตามินดี (Bronner, 1987)  กระบวนการน้ีจะถูก
ควบคุมโดยความตอ้งการของร่างกายเม่ือได้รับอาหาร  โดยแคลเซียมเคล่ือนท่ีผ่านบรัชบอเดอร์ 
(brush border)   และเขา้สู่เซลล์โดยอาศยัการไล่ระดบัของความเขม้ขน้ของแคลเซียมในไซโต 
พลาสซึม (cytoplasm)  ต ่า และแคลเซียมเคล่ือนท่ีผา่นเยื่อหุ้มเซลล์ทางแคลเซียมแชลแนล (calcium  
channels) และโปรตีนขนส่งท่ียึดติดกบัเยื่อหุ้มเซลล์ (membrane bound transport protein) หลงัจาก
เขา้สู่เซลลจ์ะจบักบัโปรตีนท่ีสามารถจบักบัแคลเซียม (calcium-binding protein) เคล่ือนมายงัเยื่อหุ้ม
เซลล์ส่วนฐานดา้นขา้ง (basolateral membrane) จากนั้นแคลเซียมจะถูกผลกัออกจากเซลล์สู่เลือด
โดยแคลเซียมป๊ัม (calcium pump) หรือแคลเซียมเอทีพีเอส (Ca-ATPase) และการแลกเปล่ียน
แคลเซียมโซเดียม (Ca-Na exchanger) (Gueguen และ Pointillart, 2000)   

การดูดซึมแบบไม่ใช้พลงังาน (Passive transport) 

การล าเลียงแบบพาสซีฟ (passive transport) เป็นการล าเลียงสารจากบริเวณท่ีมี
ความเขม้ขน้สูงไปยงัท่ีซ่ึงมีความเขม้ขน้ต ่า  และเป็นกระบวนการท่ีไม่ตอ้งใช้พลงังานสามารถ
เกิดข้ึนไดต้ลอดความยาวของล าไส้เล็กและเป็นกลไกการขนส่งท่ีเกิดข้ึนเม่ือร่างกายไดรั้บแคลเซียม
ในปริมาณท่ีเพยีงพอหรือปริมาณมาก ซ่ึงส่วนใหญ่จะเกิดบริเวณล าไส้เล็กส่วนปลายและล าไส้ใหญ่
เล็กนอ้ย (Bronner และ Pansu, (1999)  

แหล่งของแคลเซียมในอาหาร 

ส าหรับอาหารท่ีเป็นแหล่งดีท่ีสุดของแคลเซียมนั้น ไดแ้ก่ นม ทั้งในดา้นปริมาณ
และคุณภาพ ซ่ึงองคก์ารอนามยัโลกใช้เป็นมาตรฐานในการประเมินคุณภาพของโปรตีนในอาหาร 
ทั้งน้ีเพราะเม่ือร่างกายได้รับนม  ร่างกายจะสามารถดูดซึมแคลเซียมไดดี้กว่าอาหารประเภทอ่ืน 
รวมทั้งสามารถดูดซึมโปรตีนจากนมไปใช้ไดม้ากดว้ย นอกจากน้ียงัมี เตา้หู้ ผกัใบเขียว ปลาและ
สัตว์น ้ าอ่ืนๆ ท่ีรับประทานได้ทั้ งกระดูก เช่นปลาซิว กุ้งฝอย กะปิ เป็นต้น เป็นแหล่งท่ีดีของ
แคลเซียม ส่วนผกัใบเขียว แม้มีแคลเซียมสูงแต่แคลเซียมในผกัดูดซึมได้ไม่ดี เพราะแคลเซียม
บางส่วนจะรวมกบักรดออกซาลิก (oxalic acid) หรือกรดไฟติก (phytic acid) ในผกั เป็นแคลเซียม
ออกซาเลต (calcium oxalate) และไฟเตตซ่ึงเป็นเกลือท่ีไม่ละลายน ้ า (insoluble salt) ท าให้การดูด
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ซึมเป็นไปได้ยาก ส่วนอาหารจ าพวกเน้ือสัตว์ เคร่ืองในสัตว์ และธัญพืชต่างๆ เป็นอาหารท่ีมี
แคลเซียมนอ้ยมาก (เสาวนีย ์จกัรพิทกัษ,์ 2541) 

การขาดแคลเซียม 

ผลการขาดแคลเซียมมีลกัษณะคลา้ยกบัการขาดวิตามินดีเน่ืองจากวิตามินดีจ าเป็น
ต่อการดูดซึมแคลเซียม   หากขาดวิตามินดีก็มกัจะท าให้ขาดแคลเซียมดว้ย ดงันั้นเม่ือร่างกายไดรั้บ
แคลเซียมไม่เพียงพอจะท าให้เกิดโรคกระดูกอ่อน (Rickets) ในเด็ก และเกิดโรคกระดูกอ่อนใน
ผูใ้หญ่ (Osteomalacia) นอกจากน้ียงัอาจเก่ียวขอ้งกบัการเกิดโรคกระดูกพรุน 

โดยพบว่าปัจจุบนัคนไทยมีแนวโน้มเป็นโรคกระดูกพรุนกนัมากข้ึน   ดงัเห็นได้
จากรายงานการวิจยัพบวา่ คนไทยไดรั้บแคลเซียมโดยเฉล่ียร้อยละ  40.7  ของปริมาณท่ีควรไดรั้บ 
(กรมอนามยั, 2530) และ พบวา่ สตรีไทยวยั 55  ปี มีอตัราเป็นโรคกระดูกพรุนถึงร้อยละ  20  และ
มากข้ึนเป็นร้อยละ  60  ในสตรีไทยวยั  65  ปี อีกทั้งความหนาแน่นของกระดูกคนไทยต ่ากว่าคน
อเมริกนัผิวขาว   ท าให้อตัรากระดูกหักจากโรคกระดูกพรุนสูงข้ึน ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ 
รองศาสตราจารย์นายแพทยณ์รงค์  บุญยะรัตเวช  เก่ียวกบัอุบติัการณ์ของกระดูกหักในคนไทยท่ี
จงัหวดัเชียงใหม่  ในระหวา่งปีพ.ศ. 2540- 2541 พบอุบติัการณ์ของกระดูกสะโพกหกั  162  คร้ังต่อ
ประชากรหน่ึงแสนคนท่ีมีอายุเกิน  50  ปีข้ึนไป  และอุบติัการณ์จะเพิ่มสูงข้ึนเป็น  851  คร้ังต่อ
ประชากรหน่ึงแสนคนท่ีมีอายุเกิน 75  ปีข้ึนไป   ซ่ึงอุบติัการณ์ของการเกิดกระดูกสะโพกหกัของ
คนไทยน้ียงัถือว่าเป็นอุบัติการณ์ท่ีสูงมากเท่ากับประเทศต่างๆ ในแถบเอเชีย (สถาบันวิจัย
โภชนาการ, 2543) 

Feldman (1996) กล่าววา่ ในการเจริญเติบโตของคน จะมีการสะสมปริมาณของ
มวลกระดูกหรือเน้ือกระดูกอยู่ตลอดเวลาซ่ึงจะเห็นได้จากการท่ีเด็กโตข้ึนจะสูงข้ึนนั่นเอง  การ
สะสมของมวลกระดูกจะเร็วหรือช้าต่างกนัในแต่ละช่วงอายุ ในช่วงก่อนเขา้สู่วยัรุ่นจะมีการเจริญ
และสะสมมวลกระดูกมากและเร็วท่ีสุด  หลงัจากนั้นการสะสมของมวลกระดูกจะเร่ิมชา้ลง จนเม่ือ
เขา้สู่ช่วงท่ีเป็นผูใ้หญ่เตม็ท่ี คือ อายปุระมาณ 25-30 ปี การสะสมของมวลกระดูกจะหยดุลง ซ่ึงเราจะ
เรียกระดบัของมวลกระดูกในขณะนั้นวา่ “ระดบัมวลกระดูกสูงสุด” (peak bone mass) มวลกระดูก
จะคงท่ีอยู่ช่วงเวลาหน่ึง จนถึงช่วงอายุประมาณ 35-40  ปี ระดบัมวลกระดูกก็จะลดลงอย่างช้าๆ 
ประมาณร้อยละ0.5-1  ต่อปีทั้งในเพศหญิงและเพศชาย แต่ในเพศหญิงเม่ือเขา้สู่วยัหมดประจ าเดือน 
(อายุประมาณ 48  ปี) การสลายกระดูกจะสูงข้ึนถึงร้อยละ 3-5  ใน 5  ปีแรกของการหมด
ประจ าเดือน เน่ืองจากขาดฮอร์โมนเอสโตรเจนซ่ึงมีผลยบัย ั้งการสลายกระดูก ท าให้เน้ือกระดูก
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ลดลงอยา่งรวดเร็ว เม่ืออายปุระมาณ 55 ปีข้ึนไปการสลายกระดูกจะลดลงแต่ยงัคงมากกวา่การสร้าง
ท าใหม้วลกระดูกลดลงอยา่งต่อเน่ือง ดงันั้นจึงมีความเส่ียงต่อการเป็นโรคกระดูกพรุนได ้

ในผูสู้งอาย ุ  เม่ือมีอายุเพิ่มมากข้ึนความสามารถในการดูดซึมในล าไส้จะลดลงท า
ใหร่้างกายไดรั้บแคลเซียมนอ้ยกวา่ปกติ  แต่มีการขบัแคลเซียมออกจากร่างกายเพิ่มข้ึน   ถา้ผูสู้งอายุ
ไดรั้บแคลเซียมไม่เพียงพอเป็นเวลานานจะท าให้เกิดโรคกระดูกพรุน (Osteoporosis) ท าให้กระดูก
เปราะบางแตกหักง่ายโดยเฉพาะกระดูกส่วนสะโพกและสันหลงั (นิธิยา รัตนานนท์ และ วิบูลย ์
รัตนานนท,์ 2537) 

3. โปรตีนไฮโดรไลเสท (Protein hydrolysate) 

โปรตีนไฮโดรไลเสท (Protein hydrolysate) เป็นผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสของโปรตีน โดยตดัสายเปปไทด์ท่ีมีสายโซ่ยาว ให้เป็นกรดอะมิโนอิสระหรือเปปไทด์
สายสั้ น การเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสสามารถกระท าได้โดยการใช้กรด ด่าง หรือเอนไซม์ โดย
ควบคุมปฏิกิริยาดว้ยตวัแปรกระบวนการต่างๆ เช่น ระยะเวลา อุณหภูมิ พีเอช เพื่อให้ไดผ้ลิตภณัฑ์
สุดทา้ยตามความตอ้งการ    

3.1 ปัจจัยทีม่ีผลต่อกระบวนการไฮโดรไลซีสโปรตีนด้วยเอนไซม์  

ปัจจยัท่ีมีผลต่อกระบวนการไฮโดรไลซิสโปรตีนดว้ยเอนไซม ์หรือองคป์ระกอบ
ของเปปไทด์ของโปรตีนไฮโดรไลเสทข้ึนกบั 3 ปัจจยัหลกั ๆ คือ ชนิดโปรตีน ชนิดของเอนไซม ์ 
โปรติเอส และสภาวะในการไฮโดรไลซิส (ขวญัฤดี วชิรรัตนพงษเ์มธี, 2551) 

3.1.1   โปรตีน ความเร็วในการเขา้ท าปฏิกิริยาของเอนไซมโ์ปรติเอสและชนิดของเปปไทด์ท่ีได้
จากการไฮโดรไลซิสข้ึนกบัโครงสร้างสามมิติของโปรตีน และ ล าดบัของกรดอะมิโนท่ีแตกต่าง
ของโปรตีน 

3.1.1.1 โครงสร้างสามมิติของโปรตีน พบว่าโปรตีนท่ีมีความยืดหยุ่น เช่น เคซีนจะถูก
ไฮโดรไลซ์ไดง่้าย ส่วนโปรตีนท่ีมีรูปร่างทรงกลมเอนไซมโ์ปรตีเอสจะเขา้ไปท าปฏิกิริยาไดย้าก แต่
หากปรับสภาพโปรตีนโดยใช้ความร้อนจะเพิ่มความสามารถในการย่อยของเอนไซม์ เน่ืองจาก
โปรตีนบางส่วนเกิดการเสียสภาพก่อนการยอ่ย 

3.1.1.2  ล าดับกรดอะมิโนท่ีแตกต่างกันของโปรตีน ส่งผลให้เม่ือผ่านกระบวนการ
ไฮโดรไลซีสเปปไทดท่ี์ไดก้็จะมีล าดบักรดอะมิโนต่างกนัการแสดงฤทธ์ิทางชีวภาพก็จะแตกต่างกนั 

      3.1.2    ชนิดของเอนไซม์โปรติเอส ธรรมชาติของเอนไซม์เป็นปัจจยัหน่ึงท่ีมีผลต่อการย่อย
สลายโปรตีนดว้ยเอนไซมโ์ปรตีเอสซ่ึงจ าแนกเอนไซมโ์ปรตีเอสออกไดเ้ป็น 2 กลุ่ม คือ เอนโดโป
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รติเอสจะตดัพนัธะเอไมด์ในสายโปรตีน และเอกโซโปรติเอสจะตดักรดอะมิโนท่ีปลายคาร์บอกซิ
ลิก (คาร์บอกซิเปปติเดส) หรือปลายของกรดอะมิโน (อะมิโนเปปติเดส) โดยพนัธะเปปไทด์ท่ี
เอนไซมโ์ปรติเอสแต่ละชนิดเขา้ยอ่ยจะแตกต่างกนัไปตามชนิดของเอนไซม ์เช่น ฟลาโวไซมแ์สดง
กิจกรรมการย่อยพันธะเปปไทด์ทั้ ง ท่ีอยู่ภายในและปลายสายของโพลีเปปไทด์ ในขณะท่ี
เอนไซมอ์ลัคาเลสจะแสดงกิจกรรมแบบเอนโดเปปทิเดส (Jung et al., 2006) เป็นตน้ 
       3.1.1   สภาวะในการไฮโดรไลซิส ปัจจยัท่ีส าคญัท่ีใชใ้นการพิจารณาผลของการไฮโดรไลซิส 
ได้แก่ อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรด-ด่างหรือพีเอช  อัตราส่วนของเอนไซม์ต่อสับสเตรท และ
ระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยาซ่ึงปัจจยัท่ีกล่าวมาขา้งตน้น้ีจะสัมพนัธ์กบัการท างานของเอนไซม์
เน่ืองจากเอนไซม์แต่ละชนิดจะมีสภาวะท่ีเหมาะสมในการท างานท่ีแตกต่างกนั เช่น เอนไซม์อลั
คาเลสสามารถท างานไดดี้ท่ีพีเอช 8 และ อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ในขณะท่ีเอนไซมเ์ปปซิน
สามารถท างานไดดี้ท่ีพีเอช 2 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (Jung et al., 2006) ส่วนเอนไซม์
ปาเปนสามารถท างานไดดี้ท่ีพีเอชช่วง 5-7 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส (Adler-Nissen, 1986) 

3.2  เปปไทด์ทีม่ีฤทธ์ิทางชีวภาพ 

เปปไทด์ท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพ (biologically active) เป็นเปปไทด์ท่ีมีผลต่อการ
ท างานของกลไกต่างๆในร่างกาย นอกเหนือจากการแสดงสมบติัเชิงหนา้ท่ีและการเป็นสารอาหาร 
ท่ีเป็นสมบติัของโปรตีน/เปปไทด์ตามปกติ เปปไทด์ท่ีมีสมบติัดงักล่าวจึงมีความส าคญัต่อสุขภาพ
ของผูบ้ริโภค เปปไทด์เหล่าน้ีสามารถตรวจพบในอาหารโปรตีนหลายชนิด เช่น นม ไข่ เน้ือ ปลา 
และโปรตีนจากพืช โดยจะไม่แสดงกิจกรรมทางชีวภาพในขณะท่ีเป็นส่วนหน่ึงของสายโซ่เปปไทด์
ในโมเลกุลโปรตีนท่ีพบตามสภาพธรรมชาติ กระทัง่โปรตีนถูกยอ่ยโดยเอนไซมใ์นกระเพาะอาหาร
และล าไส้ หรือในระหวา่งการแปรรูป  โดยส่วนใหญ่ประกอบดว้ยกรดอะมิโนระหวา่ง 2 -20 เรซิดิว 
ภายหลงัการยอ่ยในร่างกาย เปปไทด์เหล่าน้ีจะถูกดูดซึมเขา้สู่ร่างกายทางล าไส้เล็กและเขา้สู่กระแส
เลือด ก่อนจะแสดงกิจกรรมต่อทั้งระบบของร่างกายและระบบใดระบบหน่ึงเป็นการจ าเพาะ การ
แสดงกิจกรรมของเปปไทด์ข้ึนอยู่กับชนิดของกรดอะมิโนในสายโซ่ของเปปไทด์เป็นส าคัญ 
ตวัอยา่งของสมบติัของเปปไทดเ์หล่าน้ี (รูปท่ี 3) ประกอบดว้ยการท าให้เสพติด (opiatelike), การจบั
เกลือแร่ (mineral binding), การดดัแปลงระบบภูมิคุม้กนั (immunomodulatory), การตา้นการเจริญ
ของจุลินทรีย ์(antimicrobial), การตา้นออกซิเดชนั (antioxidative), การลดปริมาณคลอเลสเตอรอล 
(hypocholesterolemic) และการลดความดนั (antihypertensive) เปปไทด์หลายชนิดพบว่าสามารถ
แสดงกิจกรรมไดห้ลายกิจกรรม  ดงันั้นดว้ยสมบติัท่ีมีต่อสุขภาพของร่างกายและความปลอดภยัต่อ
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การบริโภค จึงมีความเป็นไปได้ท่ีใช้เปปไทด์เหล่าน้ีเพื่อเป็นส่วนผสมในผลิตภณัฑ์อาหารเพื่อ
สุขภาพ 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3 ตวัอยา่งของสมบติัของเปปไทด์ 

ท่ีมา: Korhonen และ Pihlanto (2006) 

3.2.1  เปปไทด์ทีม่ีความสามารถในการจับแคลเซียม (Calcium binding peptides) 

รายงานการศึกษาท่ีเก่ียวกบัเปปไทด์ท่ีมีความสามารถจบัแคลเซียมอิออนเร่ิมจาก
การพบว่า เปปไทด์ท่ีได้จากการย่อยเคซีนด้วยเอนไซม์ทริปซิน ท่ีเรียกว่า เคซีนฟอสโฟเปปไทด ์
(caseinphosphopeptide, CPP)  มีความสามารถในการจบัแคลเซียมอิออน และการน าแคลเซียมไปใช้
ประโยชน์ทางชีวภาพ 

Jung และคณะ (2006) พบว่าไฮโดรไลเสทท่ีได้จากการย่อยกระดูกปลา Alaska 
Pollack (Theragra chalcogramma) ดว้ยเอนไซมเ์ปปซิน สามารถเพิ่มการละลายของแคลเซียมและ
การน าแคลเซียมไปใชป้ระโยชน์ได ้โดยเปปไทดด์งักล่าวมีล าดบัของกรดอะมิโนดงัน้ี Val-Leu-Ser-
Gly-Gly-Thr-Thr-Met-Ala-Met-Tyr-Thr-Leu-Val  ซ่ึงล าดบัของกรดอะมิโนมีความคลา้ยคลึงกบั
ล าดบัของกรดอะมิโนท่ีพบในโปรตีน actin ต่อมา Jung และคณะ (2006) ไดเ้ตรียมเปปไทด์จาก
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กา้งปลา hoki (Johnius belengerii) (FBP) โดยยอ่ยดว้ย bluefin tuna (Thunnus thynnus) intestine 
crude enzyme พบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีไดมี้ความสามารถในการจบัแคลเซียมอิออน ซ่ึงแยก
โปรตีนไฮโดรไลเสทโดยใช ้hydroxyapatite affinity chromatography  และเม่ือน า FBP มาแยกส่วน
ด้วยการกรองแบบอลัตร้าฟิลเตรชั่น เมมแบรน (Ultrafiltration membrane) พบว่าสามารถแยก
โปรตีนไฮโดรไลเสทออกไดเ้ป็นสามส่วนท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลแตกต่างกนั คือ สูงกวา่ 5 กิโลดาลตนั 
ระหวา่ง 5 และ 1 กิโลดาลตนั และ ต ่ากวา่ 1 กิโลดาลตนั และเม่ือกลุ่มเปปไทดท่ี์แยกไดแ้ละสามารถ
จบัแคลเซียมไดดี้ท่ีสุด ไปศึกษาต่อในหนูท่ีตดัรังไข่พบว่าหนูท่ีไดรั้บเปปไทด์ร่วมกบัแคลเซียมจะ
เพิ่มการใชป้ระโยชน์แคลเซียมในเซลลก์ระดูก 

Bao และคณะ (2008) เตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสทจากถัว่เหลือง โดยย่อยด้วย
เอนไซม ์4 ชนิดคือ โปรตีเอส (protease), เปปซิน (pepsin), นิวเทรส (neutrase) และ ฟลาโวไซม์
(flavozyme) เม่ือวิเคราะห์การจบักนัระหวา่งโปรตีนไฮโดรไลเสทกบัแคลเซียมอิออนท่ีพีเอช 7.4 
ดว้ยเทคนิคต่างๆ ไดแ้ก่ dialysis และ gel chromatography  พบวา่ปริมาณเปปไทด์ท่ีสามารถจบั
แคลเซียมอิออนในโปรตีนไฮโดรไลเสทข้ึนอยูก่บัชนิดของเอนไซม ์โดยการใชเ้อนไซมโ์ปตีเอส ท า
ให้ไดเ้ปปไทด์ท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลเท่ากบั 14.4 กิโลดาลตนั ท่ีสามารถจบักบัแคลเซียมอิออนได้
สูงสุด (66.9 มิลลิกรัมต่อกรัม) นอกจากน้ียงัพบวา่ความสามารถจบัแคลเซียมอิออนของเปปไทด์มี
ความสัมพนัธ์กบัปริมาณของหมู่คาร์บอกซิล โดยพบว่าหมู่คาร์บอกซิลของกรดอะมิโน Asp หรือ 
Glu  จะมีบทบาทต่อการจบักบัแคลเซียมอิออน 

Huang และคณะ (2011) เตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเศษเหลือของกุง้ โดยยอ่ย
ดว้ยเอนไซมช์นิดต่างๆ พบวา่เปปไทด์ท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมท์ริปซินนั้นมีความสามารถจบั
แคลเซียมอิออนได ้

Daengprok และคณะ (2003) ใชส้ารละลายกรดอะซิติกเขม้ขน้ร้อยละ 45 สกดัเปป
ไทด์ท่ีสามารถจบัแคลเซียมอิออนจากเปลือกไข่ เม่ือใช้เปปไทด์ท่ีเตรียมได้ในระบบของเซลล ์
Caco-2 พบวา่เปปไทด์ (100 ไมโครกรัมต่อหลุม) สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการน าแคลเซียมเขา้สู่
เซลล์ไดร้้อยละ 64 เม่ือใชเ้ทคนิค reversed phase high-performance liquid chromatography แยก
และท าบริสุทธ์ิเปปไทด์ดังกล่าวพบว่ามีน ้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 21 กิโลดาลตนั ปลายด้าน
ไนโตรเจนของเปปไทดน้ี์มีล าดบัของกรดอะมิโนดงัน้ี Met-Ala-Val-Pro-Gln-Thr-Met-Val-Gln 
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4. การใช้เมมเบรนเทคโนโลยใีนการกรองสารละลายโปรตีน 

ปัจจุบนักระบวนการเมมเบรนไดรั้บการน ามาประยุกตใ์ช้ในหลายๆ ดา้น เช่น การ
บ าบดัน ้ า การลดแบคทีเรียในน ้ าด่ืม การแยกเกลือออกจากน ้ าทะเล การท าให้เขม้ขน้ในผลิตภณัฑ์
นม  การผลิตน ้ าผลไมเ้ขม้ขน้และการท าน ้ าผลไมใ้ห้มีความใส เป็นตน้ ขอ้ดีของกระบวนการน้ี คือ 
สามารถแยกสารละลายโดยไม่ตอ้งใชส้ารเคมีในกระบวนการแปรรูป สามารถก าจดัส่ิงปนเป้ือนได้
หมด และค่าบ ารุงรักษาต ่า 

หลกัการของกระบวนการเมมเบรนท่ีใช้ความดนัเป็นแรงขบัดนั คือสารละลายท่ี
ประกอบดว้ยสารโมเลกุลเล็กจะผ่านเมมเบรนโดยอาศยัแรงดนัขบัเคล่ือนสารเน่ืองจากผลต่างของ
ความดนัระหวา่งเมมเบรน (Transmembranepressure, TMP) ส่วนตวัถูกละลายจะถูกเมมเบรนกกัไว ้
เรียกว่า “รีเทนเทท” หรือ “สารละลายเข้มข้น” ส่วนตวัท าละลายและตัวถูกละลายบางส่วนท่ี
ประกอบด้วยสารโมเลกุลขนาดเล็กท่ีผ่านเมมเบรนไปได้เรียกว่า “เพอมิเอท” ส่วนท่ีน าไปใช้
ประโยชน์อาจเป็นรีเทนเทท หรือเพอมิเอท หรือทั้งสองส่วนข้ึนอยูก่บัความตอ้งการ การกรองโดย
ใช้เมมเบรนระดบัต่างๆ ได้แก่ ระดบัไมโครฟิลเตรชั่น (Microfiltration, MF) อลัตร้าฟิลเตรชั่น 
(Ultrafiltration, UF) นาโนฟิลเตรชั่น (Nanofiltration, NF) และ ออสโมซิสผนักลับ (Reverse 
osmosis, RO)โดยระบบเมมเบรนท่ีใชใ้นงานวจิยัน้ี คือ อลัตร้าฟิลเตรชัน่   

กระบวนการเมมเบรนระดบัอลัตร้าฟิลเตรชัน่เป็นกระบวนการแยกโมเลกุลขนาด
ใหญ่ เช่น คอลลอยด์ จุลินทรีย ์น ้ าตาล และสารอ่ืนๆ ท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลระหวา่ง 300-500000 ดาล
ตนั (Dalton, Da) ออกจากน ้ าหรือสารโมเลกุลอ่ืนๆ โดยใชค้วามดนัในช่วง 2-10 บาร์ (bar) ส่งสาร
ผา่นเมมเบรน เมมเบรนท่ีใชส่้วนใหญ่เป็นเมมเบรนท่ีไม่สมมาตร และเป็นเมมเบรนท่ีมีรูพรุน หรือ 
Molecular weight cut –off (MWCO) อยูใ่นช่วง 1-300 กิโลดาลตนั 

Jeon และคณะ (1999) ไดท้ดลองน าโปรตีนปลาไฮโดรไลเสทท่ีผลิตไดจ้ากวสัดุ
เศษเหลือจากปลาคอดมาผ่านกระบวนการอัลตร้าฟิลเตรชั่น โดยใช้แผ่นกรองท่ีมีรูพรุนท่ีมี
ความสามารถในการกรองแยกอนุภาคขนาดเท่ากบั 3, 5, 10 และ 30 กิโลดาลตนั พบวา่ โปรตีนปลา
ไฮโดรไลเสทท่ีสามารถเคล่ือนท่ีผา่นรูพรุนของเมมเบรนขนาด 10 และ 30 กิโลดาลตนั มีคุณสมบติั
ในการท าให้เกิดอิมลัชนัและโฟมไดดี้ นอกจากน้ี โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีผา่นรูพรุนของเมมเบรน 
ขนาด 10 กิโลดาลตนั ยงัมีคุณสมบติัในการยบัย ั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัไดอี้กดว้ย 

Jung และคณะ (2005) เตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสทจากโครงปลา hoki (Johnius 
belengerii) โดยใช้เอนไซม์เปปซิน ท่ีพีเอช 2 มาผ่านกระบวนการอลัตร้าฟิลเตรชั่น โดยใช้แผ่น
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กรองท่ีมีรูพรุนท่ีมีความสามารถในการกรองแยกอนุภาคขนาดเท่ากบั 1 และ 5 กิโลดาลตนั พบวา่
เปปไทดท่ี์มีขนาดโมเลกุลในช่วง 1-5 กิโลดาลตนั มีความสามารถจบัแคลเซียมอิออนท่ีพีเอช 7.8 ได ้

Huang และคณะ (2011) น าโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีไดจ้ากเศษเหลือจากกุง้แปรรูป
มาผา่นกระบวนการอลัตร้าฟิลเตรชัน่ โดยใชแ้ผน่กรองท่ีมีรูพรุนท่ีมีความสามารถในการกรองแยก
อนุภาคขนาดเท่ากบั 1 และ 5 กิโลดาลตนัพบวา่โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีเตรียมไดท่ี้มีขนาดโมเลกุล
นอ้ยกวา่ 1 กิโลดาลตนั มีความสามารถจบัแคลเซียมอิออนได ้

5. กระดูก 

เป็นอวยัวะท่ีประกอบข้ึนเป็นโครงร่างแข็งภายใน (endoskeleton) ของสัตว์มี
กระดูกสันหลงั (รูปท่ี 4) หนา้ท่ีหลกัของกระดูกคือ การค ้าจุนโครงสร้างของร่างกาย การเคล่ือนไหว 
การสะสมแร่ธาตุและการสร้างเซลล์เม็ดเลือด การเจริญพฒันาของเน้ือเยื่อกระดูกในรูปแบบท่ี
แตกต่างกนั ท าให้กระดูกเป็นอวยัวะท่ีมีหลายรูปร่างลกัษณะ เพื่อให้สอดคลอ้งกนักบัการท างาน
ของกระดูกในแต่ละส่วน เช่นกะโหลกศีรษะ (skull) ท่ีมีลกัษณะแบนแต่แข็งแรงมาก เพื่อป้องกนั
การกระทบกระเทือนของสมอง หรือกระดูกตน้ขา (femur) ท่ีมีลกัษณะยาวเพื่อเป็นจุดเกาะของ
กลา้มเน้ือต่างๆ ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเคล่ือนไหว เป็นตน้ (Marieb, 1998) 

กระดูกเป็นแหล่งเก็บแคลเซียมท่ีส าคญัท่ีสุดในร่างกาย  เซลล์ของกระดูกมีโปรตีน
เป็นพื้นฐานให้แคลเซียมฟอสเฟตเขา้ไปจบัเกาะ  การจบัเกาะของแคลเซียมเรียกว่า  Calcification 
ในวนัหน่ึง ๆ  แคลเซียมและฟอสฟอรัสในกระดูกประมาณร้อยละ  1  จะแลกเปล่ียนกบัแคลเซียม
และฟอสฟอรัสในเลือด  ถา้แคลเซียมในเลือดต ่า  แคลเซียมในกระดูกจะสลายตวัออกมาในเลือดท า
ให้กระดูกค่อย ๆ  อ่อนตวัลงหรือเกิดกระบวนการ  Decalcification  เม่ือเป็นเช่นน้ีเป็นเวลานานจะ
ท าใหก้ระดูกอ่อนข้ึน  โรคกระดูกอ่อนในเด็กเรียก  Rickets  ในหญิงให้นมบุตรเรียก  Osteomalacia 
ส่วนในคนสูงอายุท่ีกระดูกเปราะหรือแตกง่ายนั้น  เกิดจากโปรตีนในเซลล์ของกระดูกสลายตวัท า
ให้แคลเซียมจบัเกาะไดไ้ม่เต็มท่ี   ซ่ึงในปัจจุบนัน้ีส่วนใหญ่คนไทยไดรั้บแคลเซียมในปริมาณท่ีไม่
เพียงพอต่อความตอ้งการในแต่ละวนัโดย Agustina  (1996)  พบวา่ปัจจยัเส่ียงท่ีท าให้เกิดโรคกระดูก
พรุนมีสาเหตุมาจากการไดรั้บแคลเซียมไม่เพียงพอตั้งแต่วยัเด็ก นอกจากน้ี วิไลวรรณ ทองเจริญ 
และคณะ  (2539)  พบวา่สตรีวยัหมดประจ าเดือนส่วนใหญ่มีปัจจยัเส่ียงของภาวะกระดูกพรุนมาก
เน่ืองจากไม่ไดรั้บฮอร์โมนเพศเสริมและไดรั้บแคลเซียมในปริมาณท่ีไม่เพียงพอ 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AD%E0%B8%A7%E0%B8%B1%E0%B8%A2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%87%E0%B8%A3%E0%B9%88%E0%B8%B2%E0%B8%87%E0%B9%81%E0%B8%82%E0%B9%87%E0%B8%87%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A2%E0%B9%83%E0%B8%99
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%B1%E0%B8%95%E0%B8%A7%E0%B9%8C%E0%B8%A1%E0%B8%B5%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%94%E0%B8%B9%E0%B8%81%E0%B8%AA%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%B1%E0%B8%87
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%B1%E0%B8%95%E0%B8%A7%E0%B9%8C%E0%B8%A1%E0%B8%B5%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%94%E0%B8%B9%E0%B8%81%E0%B8%AA%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%B1%E0%B8%87
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%A3%E0%B9%88%E0%B8%98%E0%B8%B2%E0%B8%95%E0%B8%B8
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B9%8C%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B9%87%E0%B8%94%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%94&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%B0%E0%B9%82%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%81%E0%B8%A8%E0%B8%B5%E0%B8%A3%E0%B8%A9%E0%B8%B0
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%A1%E0%B8%AD%E0%B8%87
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%94%E0%B8%B9%E0%B8%81%E0%B8%95%E0%B9%89%E0%B8%99%E0%B8%82%E0%B8%B2
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD
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รูปท่ี 4 โครงสร้างของกระดูก 

ท่ีมา: http://th.wikipedia.org 

เซลล์กระดูก (Bones cell) 

เซลลก์ระดูกมีอยูด่ว้ยกนั 3 กลุ่ม ไดแ้ก่ 
1. เซลลล์ะลายกระดูก (Osteoclast) เป็นเซลลข์นาดใหญ่ท่ีมีหลายนิวเคลียส และเจริญมาจาก

เซลลต์น้ก าเนิดเม็ดเลือดโมโนไซต ์ (monocyte stem cells) เซลลน้ี์มีหนา้ท่ีส าคญัในกระบวนการ
สลายและสร้างกระดูก (bone remodeling) โดยอาศยัการผลิตเอนไซมแ์อซิดฟอสฟาเตส (acid 
phosphatase) ในการละลายกระดูก และท าใหก้ระดูกมีลกัษณะท่ีเหมาะสม นอกจากน้ีกระบวนการ
ดงักล่าวยงัท าใหมี้การน าแคลเซียมออกสู่กระแสเลือดดว้ย 

2. เซลล์สร้างกระดูก (Osteoblast) เป็นเซลล์สร้างเน้ือกระดูกท่ีเจริญพฒันามาจากเซลล์ตน้
ก าเนิดชนิดมีเซนไคมอล (mesenchymal stem cell) เซลล์น้ีจะอยู่บนผิวของกระดูก และสร้าง
โปรตีนท่ีเรียกว่า ออสติออยด์ (osteoid) ซ่ึงโปรตีนดังกล่าวน้ีจะมีสารอนินทรีย์มาสะสมและ
กลายเป็นเน้ือกระดูก นอกจากน้ีเซลล์สร้างกระดูกยงัสร้างเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตส (alkaline 
phosphatase) ซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัการสร้างกระดูก  

3. เซลล์ออสติโอไซต์ (Osteocyte) เป็นเซลล์ท่ีเจริญต่อมาจากออสติโอบลาสตท่ี์ไดส้ร้างเน้ือ
กระดูกจนลอ้มรอบตวัเซลล์ และเป็นเซลล์กระดูกท่ีเจริญเต็มท่ีแลว้ ไม่สามารถสร้างสารเมทริกซ์ 
หรือแบ่งตวัเพิ่มจ านวนได ้ รอบๆเซลล์จะเป็นช่องท่ีเรียกวา่ ลากูนา (lacuna) และแต่ละลากูนาจะ
ติดต่อกนัดว้ยช่องทางผา่นเล็กๆท่ีเรียกวา่ คานาลิคูไล (canaliculi) ซ่ึงท าให้แต่ละออสติโอไซตมี์การ
ติดต่อส่ือสารกนัได ้ออกซิเจนและสารอาหารก็จะถูกส่งจากหลอดเลือดภายในช่องฮาเวอร์เชียนเขา้
มายงัแต่ละเซลล์ผา่นทางช่องดงักล่าวน้ี แมอ้อสติโอไซตจ์ะเป็นเซลล์กระดูกท่ีโตเต็มท่ี แต่มนัยงัมี
หนา้ท่ีในการควบคุมระดบัแคลเซียมและสารนอกเซลลอ่ื์นๆดว้ย 

http://th.wikipedia.org/
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%A7%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B9%8C%E0%B8%95%E0%B9%89%E0%B8%99%E0%B8%81%E0%B8%B3%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%94%E0%B9%82%E0%B8%A1%E0%B9%82%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%95%E0%B9%8C&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%A1%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%A1%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%AA%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%A2%E0%B8%94%E0%B9%8C&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%A1%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%A1%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%A1
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เซลล์สร้างกระดูกมีสารบ่งช้ี (marker) คือ เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสซ่ึง
เอนไซมน้ี์สามารถใชใ้นการประเมินการสร้างกระดูก  (osteogenesis) ได ้   นอกจากน้ียงัมีออสติโอ
แคลซิน (osteocalcin) ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีเซลล์สร้างกระดูกสร้างข้ึน และมีความจ าเพาะกบักระดูก
เช่นเดียวกนั     นอกจากน้ียงัสามารถใชเ้ป็นสารบ่งช้ีในการระบุการพฒันาของเซลล์สร้างกระดูกได้
(Chen et al., 2003)   

กระบวนการเกิดการสร้างกระดูกประกอบดว้ยขั้นตอนต่างๆคือการเจริญเติบโต
ของเซลล์(proliferation), การสร้างเมทริกซ์ (matrix maturation) และ การสะสมแร่ธาตุ 
(mineralization) โดยเร่ิมตน้จากเซลล์ตน้ก าเนิดชนิดมีเซนไคมอล (mesenchymal) ของเซลล์สร้าง
กระดูก จากนั้ นก็จะท าให้เ กิดเซลล์สร้างกระดูกท่ี เ รียกว่า  เซลล์ออสติโอโปรเจนิเตอร์ 
(osteoprogenitor cell) ซ่ึงเซลล์เหล่าน้ีจะเจริญเติบโตและเกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็น  พรีออสติโอ 
บลาสต ์(pre-osteoblast) และจะผลิตสารเมทริกซ์นอกเซลล์ (extracellular matrix  หรือ ECM) และ
เกิดการเปล่ียนแปลงเป็นเซลล์สร้างกระดูกท่ีเจริญเต็มวยั จากนั้นจะสังเคราะห์สารเมทริกซ์ต่อเน่ือง
ไป และจะเร่ิมมีการสะสมของแร่ธาตุเกิดข้ึน (Eijken, 2007) ดงัแสดงในรูปท่ี 5 ซ่ึงในแต่ละขั้นตอน
ของการเปล่ียนแปลงของขบวนการเกิดการพฒันาของเซลล์สร้างกระดูก (osteoblastogenesis) จะ
ถูกควบคุมโดยปัจจยัต่างๆ เช่น โบนมอร์โฟเจนิกโปรตีน (bone morphogenic protein หรือ BMPs), 
ทรานสฟอร์มมิง โกรทแฟคเตอร์ (transforming growth factor หรือ TGF-β), อินซูลิน ไลคโ์กรท
แฟคเตอร์ (insulin-like growth factor หรือ IGF) ฮอร์โมน ไดแ้ก่ เอสโตเจน (estrogen), พารา
ไทรอยด ์(parathyroid hormone) เป็นตน้ (Hollinger et al., 2004)  

 

รูปท่ี 5  การเปล่ียนแปลงของเซลลส์ร้างกระดูก (osteoblast differentiation) 
ท่ีมา: Eijken (2007) 
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ในขั้นตอนการเจริญเติบโตของเซลล์ การแบ่งตวัเพื่อเพิ่มจ านวนจะเกิดข้ึนอย่าง
รวดเร็วในช่วงแรก โดยพบการผลิตคอลลาเจนชนิดท่ี 1 (collagen type I) ร่วมดว้ย หลงัจากนั้นเซลล์
จะเขา้สู่ระยะท่ีสองคือ ขั้นตอนการสร้างเมทริกซ์ โดยขั้นน้ีจะพฒันาเปล่ียนแปลงจากเซลล์ตั้งตน้
เป็นเซลล์สร้างกระดูกสมบูรณ์ โดยอตัราการแบ่งตวัเพื่อเพิ่มจ านวนจะลดลง และจะมีการผลิต
เอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสมากข้ึนซ่ึงจะมีการแสดงออกมาเป็นอนัดบัแรก จากนั้นจะมีการ
แสดงออกของยีนอ่ืนๆท่ีเป็นส่วนประกอบของสารอินทรีย์ของกระดูก เช่น ออสติโอพอนติน
(osteopontin) และ ออสติโอแคลซิน (osteocalcin) หลงัจากนั้นเซลลจ์ะเร่ิมเขา้สู่ระยะสุดทา้ย ซ่ึงเป็น
ระยะของการตกตะกอนของสารอนินทรียห์รือตะกอนแคลเซียม (mineralization) โดยจะพบการ
สะสมของผลึกไฮดรอกซีอะพาไทด์บนสารเมทริกซ์นอกเซลล์ ซ่ึงในขั้นตอนน้ีจะถูกควบคุมดว้ย
ปัจจยัต่างๆ เช่น ความเขม้ขน้ของแคลเซียมและฟอสเฟต กิจกรรมของเอนไซม์ และองคป์ระกอบ
ของสารเมทริกซ์อินทรีย ์เป็นตน้ ดงัแสดงในรูปท่ี 6 

 

   Proliferation         Matrix maturation           Mineralization 
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รูปท่ี 6  ขั้นตอนการสร้างของกระดูก 
ท่ีมา: Hollinger และคณะ (2004) 
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อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส คือเอนไซมท่ี์มีความเก่ียวขอ้งกบัการสร้างของเน้ือเยื่อแข็ง  
ซ่ึงอัลคาไลน์ฟอสฟาเตสเป็นตัวเร่งการย่อยของฟอสเฟตเอสเตอร์ท่ีสภาวะเป็นด่าง และมี
ความส าคญัในกระบวนการสะสมแร่ธาตุ โดยเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตสจะไฮโดรไลซ์ฟอสเฟต
อินทรียเ์พื่อปลดปล่อยฟอสเฟตอนินทรียอิ์สระออกมา แลว้ดึงแคลเซียมมาจบัไว ้(Harris, 1989) ใน
มนุษยเ์อนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส ถูกสร้างจากล าไส้รกในครรภ์  กระดูก ไต และตบั โดยอลั
คาไลน์ฟอสฟาเตสท่ีสร้างจากกระดูกและตบั สามารถใชป้ระโยชน์ในการวินิจฉยัการสร้างกระดูก
และโรคโคเลสเตอรอลในตบั ตามล าดบั (Epstein et al., 1985) ส าหรับในระดบัเซลล์ อลัคาไลน์
ฟอสฟาเตสท่ีเซลล์กระดูกสร้างข้ึนจะเป็นสารบ่งช้ีท่ีส าคญัของการเปล่ียนแปลงของเซลล์สร้าง
กระดูก (differentiation) (Ecarot-Charrier et al., 1988) ซ่ึงการแสดงออกสามารถใชใ้นการวิเคราะห์
การเปล่ียนแปลงของเซลลส์ร้างกระดูกท่ีเพาะเล้ียงได ้  

Matsui และคณะ (2007) ไดเ้ตรียมเคซีนฟอสโฟเปปไทด์ (caseinphosphopeptide, 
CPP) จากเอนไซม์ทริปซิน พบวา่ CPP สามารถจบัแคลเซียมอิออนและการเพิ่มการสะสมของแร่
ธาตุในตวัอ่อนของหนู Tulipano และคณะ (2010) จึงน ามาศึกษาผลโดยตรงของ CPP ต่อเซลล์สร้าง
กระดูก ท่ีคดัเลือก CPP จากการสังเคราะห์ทางเคมี ซ่ึงมีดว้ยกนั 2 ชนิด คือ β-casein และαS2-casein 
ท่ีมีล าดบัของกรดอะมิโน 4 ล าดบัท่ีมีจ านวนของ phosphorylated sites แตกต่างกนัเพื่อประเมิน
ประสิทธิภาพต่อเซลลก์ระดูกผลพบวา่ CPP มีผลโดยตรงกบัการดูดซึมแคลเซียมเขา้สู่เซลลแ์ละมีผล
ต่อการสะสมของแคลเซียมในสารเมทริกซ์นอกเซลล ์ซ่ึง CPP ท่ีมี phosphorylated sites อยูใ่นล าดบั
กรดอะมิโนจะมีผลต่อเซลล์กระดูกโดยพบว่าล าดบักรดอะมิโนท่ีมี phosphorylated sites มากจะ
แสดงคุณสมบติัไดดี้กวา่ท่ีมี phosphorylated sites นอ้ยหรือไม่มีในล าดบัของกรดอะมิโน 

Donida และคณะ (2009) ไดศึ้กษาโดยมีการศึกษาใน human primary osteoblast-
like cell พบว่า CPP สามารถกระตุน้การน าแคลเซียมเขา้สู่เซลล์ นอกจากน้ียงัมีการเพิ่มการ
แสดงออกและการท างานของกิจกรรมอลัคาไลน์ฟอสฟาเตส และมีผลต่ออตัราการเจริญเติบโตของ
เซลล์ชนิดน้ีอีกด้วย ดงันั้นจึงเป็นการยืนยนัสมมุติฐานท่ีว่า CPP มีบทบาทต่อกิจกรรมของเซลล์
สร้างกระดูก และมีความสามารถในการเป็นตวัพาแคลเซียมเขา้สู่เซลลไ์ด ้

Behera และคณะ (2013) ไดย้อ่ยโปรตีนดว้ยเอนไซมท์ริปซิน เป็นเวลา 10 ชัว่โมง 
พบวา่โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีไดท่ี้ความเขม้ขน้ 50-250 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถกระตุน้การ
เจริญของเซลลไ์ขกระดูก (Bone marrow cells) จากกระดูกตน้ขา ของหนูตวัเมีย และยงัสามารถเพิ่ม
กิจกรรมเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส โปรตีนออสติเคลซิน และออสติโอโพเตเจริน 
(osteoprotegerin) ซ่ึงเป็นตวับ่งช้ีการ differentiation ของเซลล์สร้างกระดูก และนอกจากน้ี ท่ีความ
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เขม้ขน้ 50 และ 250 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โปรตีนไฮโดรไลเสทสามารถเพิ่มการสะสมแร่ธาตุได ้
(mineralization) 
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วตัถุประสงค์  

1. เพื่อผลิตโปรตีนสกัดและผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากกระดูกปลานิลท่ีมีความสามารถจบั
แคลเซียมและตา้นออกซิเดชนั 

2. เพื่อศึกษาผลของโปรตีนสกดัและโปรตีนไฮโดรไลเสทจากกระดูกปลานิลต่อการเจริญและ
การดิฟเฟอเรนชิเอชนัของเซลลส์ร้างกระดูก 

3. เพื่อแยกโปรตีนสกดัและโปรตีนไฮโดรไลเสทจากกระดูกปลานิลท่ีสามารถจบัอิออนแคลเซียม
และตา้นออกซิเดชนัดว้ยเทคนิคอลัตร้าฟิลเตรชัน่เมมเบรน (Ultrafiltration membrane) 

ขอบเขตการวจิัย 

คดัเลือกวธีิสกดัโปรตีนจากกระดูกปลานิลระหวา่งการใชน้ ้ าและสารละลายกรดซิ
ตริกท่ีอุณหภูมิสูง  ใช้โปรตีนท่ีสกดัไดเ้ตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสท  โดยย่อยดว้ยเอนไซม์เปปซิน 
ในสภาวะท่ีเอนไซมแ์สดงกิจกรรมไดดี้ท่ีสุด คดัเลือกสภาวะการยอ่ยท่ีเหมาะสมจากความสามารถ
จบัแคลเซียมอิออน และระดบัการยอ่ยสลายของโปรตีนไฮโดรไลเสทเพื่อประเมินผลต่อการเจริญ
และการดิฟเฟอเรนชิเอชนัของเซลล์สร้างกระดูก  และคดัเลือกโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีมีผลต่อเซลล์
สร้างกระดูกไปแยกโดยใชเ้ทคนิคอลัตร้าฟิวเตรชัน่เมมเบรน 
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บทที ่2 

วสัดุ อปุกรณ์ และวธีิการ 

วตัถุดิบ 

กระดูกปลานิลด า (Oreochromis niloticus) ท่ีไดค้วามอนุเคราะห์จากโรงงานโกล
เบท จงัหวดันครพนม เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ก่อนน ามาเตรียมตวัอยา่งต่อไป 

สารเคมแีละอปุกรณ์  

สารเคมีและอุปกรณ์ท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ระบุใน ตารางท่ี 1 และ ตารางท่ี 2 ตามล าดบั 

ตารางท่ี 1 สารเคมี 

                            Chemical Brand and company 

1. Pepsin from porcine gastric mucosa Sigma, Germany 

2. BSA (Bovine serum albumin) Sigma, USA 

3. Folin-Ciocaltcus phenol Merck, Germany 

4. Sodium hydroxide (NaOH) Merck, Germany 

5. Hydrochloric acid (HCl) Merck, Thailand 

6. OPA (o-phthalaldehyde ) Sigma, Germany 

7. L-serine Sigma, Germany 

8. Sodium tetraborate Ajax Fine Chem, Australia 

9. DL-dithiothreitol Sigma, Germany 

10. Calcium chloride Ajax Fine Chem, Australia 

11. ABTS (2,2’-Azino-bis(3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) 

Sigma, Germany 

12. DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl-hydrazyl) Sigma, Germany 

13. Trolox  Sigma, Germany 
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ตารางท่ี 1 สารเคมี (ต่อ) 

Chemical Brand and company 

14. Citric acid 

15. Casein phosphopeptide (CPP) 

16. Ferrozine 

17. EDTA 

18. 3,(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide (MTT) 

19. α-MEM (Alpha Minimum Essential 

Medium) 

20. Trypsin-EDTA 

21. Ascorbic acid 

22. Triton X-100 

23. 4-nitrophenylphosphate (4NPP) 

24. β-glycerophosphate 

25. Alizarin red 

26. Sodium dodecyl sulfate 

Ajax Fine Chem, Australia 

LUBON INDUSTRY, China 

Sigma, Germany 

Ajax Fine Chem, Australia 

Sigma, Germany 

 

Life Technologies Corporation, IL, USA 

Life Technologies Corporation, IL, USA 

Sigma, Germany 

Fluka 

Sigma, USA 

Life Technologies Corporation, IL, USA 

Sigma, Germany 

Sigma, Germany 

Ajax Fine Chem, Australia 
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ตารางท่ี 2 อุปกรณ์และเคร่ืองมือ 

Instrument Model Company/country 

1. Autoclave LAC-5060s LabTech, Korea 

2. microplate reader Power wave X Biotek, USA 

3. pH meter SevenGo SG2 Schott, USA 

4. Water bath W350 Memmert, Germany 

5. Vortex Mixer - Labnet, USA 

6. Centrifuge Mikro 22 R HettichZentrifugen, Germany 

7. Spectrophotometer UV-16001 Shimadzu, Kyoto, Japan 

8. Blender TYPE 276 Moulinex, France 

9. Oil bath B-490 BUCHI, Flawil, Switzerland 

10. Overhead stirrer                                                                                       RW 20.n IKA LABORTECHNIK, 

Stanfen, Germany 

11. Incubater  HERAcell 240 Heraeus, Germany  

12. ICP mass spectrometer - - 
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วธีิการวจัิย 
 

ตอนที ่1 การผลติโปรตีนไฮโดรไลเสทจากกระดูกปลานิลโดยใช้เอนไซม์  
1.1  ผลของการให้ความร้อนและสารละลายกรดต่อประสิทธิภาพการสกดัโปรตีนจากกระดูก

ปลานิล 
น ากระดูกปลานิลน ้าหนกั 5 กิโลกรัม มาลา้งท าความสะอาด สะเด็ดน ้าบนตะแกรง

จนกระดูกปลาสะเด็ดน ้า สุ่มตวัอยา่งเพื่อวเิคราะห์องคป์ระกอบทางเคมีดว้ยวธีิ AOAC (2000) 
จากนั้นทุบแกนกลางของกระดูกปลานิลใหพ้อแหลกเติมน ้าชาด าเขม้ขน้ร้อยละ 5 โดยน ้าหนกัต่อ
ปริมาตร (w/v) ปริมาตร 4 เท่า ของน ้าหนกักระดูกปลา น าไปใหค้ล่ืนเหนือเสียงท่ีความถ่ี 60 Hz เป็น
เวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เทสารละลายออก จากนั้นลา้งต่อดว้ยน ้าร้อนอีก 2 –3 
คร้ัง สะเด็ดน ้าบนตะแกรงทิ้งไวป้ระมาณ 10 นาที หรือจนกระดูกปลานิลสะเด็ดน ้า สุ่มตวัอยา่งเพื่อ
วเิคราะห์องคป์ระกอบทางเคมีดว้ยวธีิ AOAC (2000) และแบ่งกระดูกปลานิลออกเป็น 2 ชุด เพื่อ
ทดลองดงัต่อไปน้ี 

1. การสกดัโปรตีนดว้ยสารละลายกรดซิตริกร่วมกบัการใหค้วามร้อน 
 เ ติมสารละลายกรดซิต ริก  ซ่ึ ง เ ป็นกรด อ่อน  และ มีความ รุนแรงน้อย          

(Sadowska et al., 2003) ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 5 โดยน ้ าหนกัต่อปริมาตร พีเอช 2.2 ปริมาตรเป็น 3 
เท่าของน ้าหนกักระดูกปลานิล น าไปใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ดว้ยเคร่ือง oil bath 
เป็นเวลา 30, 45, 60 หรือ 75 นาที ตามล าดบั กรองกระดูกปลานิลออกดว้ยผา้ขาวบาง จากนั้นน าไป
หมุนเหวีย่ง เก็บส่วนใสส าหรับวเิคราะห์ต่อไป 

2. การสกดัโปรตีนดว้ยน ้าร่วมกบัการใหค้วามร้อนภายใตค้วามดนั 
เติมน ้ ากลัน่ปริมาตรเป็น 3 เท่าของน ้ าหนกักระดูกปลานิล จากนั้นน าไปให้ความ

ร้อนท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ดว้ยหมอ้น่ึงดว้ยแรงดนัไอน ้ า เป็นเวลา 30, 45, 60 หรือ 75 นาที
ตามล าดบั กรองกระดูกปลานิลออกดว้ยผา้ขาวบาง จากนั้นน าไปหมุนเหวี่ยง เก็บส่วนใสส าหรับ
วเิคราะห์ต่อไป 

เก็บสารละลายส่วนใสท่ีไดท้ั้ง 2 วธีิ ไปวเิคราะห์ค่าต่างๆ ดงัน้ี 
1. วเิคราะห์ปริมาณโปรตีน ตามวธีิของ kjeldahl method (AOAC, 2000) 
2. วเิคราะห์ปริมาณแคลเซียม ดว้ยเคร่ือง ICP mass spectrometry 

ท า 3 ซ ้ า เพื่อหาค่าเฉล่ีย  วิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ของขอ้มูล และ
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียของ ปริมาณโปรตีนและร้อยละผลผลิตของโปรตีนสกดัท่ีได ้
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โดยใชโ้ปรแกรมทางสถิติ SPSS เพื่อเลือกวิธีการสกดัโปรตีนท่ีมีปริมาณโปรตีนสูงท่ีสุด ส าหรับใช้
ยอ่ยดว้ยเอนไซมต่์อไป 

1.2 ผลของการย่อยด้วยเอนไซม์ต่อสมบัติการจับแคลเซียมออิอนของโปรตีนไฮโดรไลเสท 
น าตวัอย่างจากขอ้ 1.1 ท่ีคดัเลือกแลว้มาย่อยดว้ยเอนไซม์เปปซินทางการคา้จาก 

porcine gastric mucosa ของบริษทั Sigma ประเทศเยอรมนั ท่ีสภาวะท่ีเหมาะสมคือ พีเอช 2    
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยเติมเอนไซม์ลงไปท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 3 (เอนไซม์/สารตั้งตน้ 
เท่ากบั 3/100) ยอ่ยเป็นเวลา 1- 6 ชัว่โมง จากนั้นหยุดปฏิกิริยาเอนไซม ์โดยให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 
90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 5000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
10 นาที เก็บสารละลายส่วนใสไปวิเคราะห์ค่าต่างๆ เพื่อคดัเลือกสภาวะท่ีใชใ้นการยอ่ยท่ีเหมาะสม
ดงัน้ี 

     1. วเิคราะห์ปริมาณโปรตีนตามวธีิของ kjeldahl method (AOAC, 2000) 
     2. ศึกษาระดบัการยอ่ยสลาย (Degree of hydrolysis) (Wanasundara et al., 2002) 

           3. วเิคราะห์ความสามารถจบัแคลเซียมอิออน  
เพื่อประเมินความสามารถจบัแคลเซียมของโปรตีนไฮโดรไลเสท โดยวดัจาก

ปริมาณแคลเซียมท่ีละลายอยู่ได้ในสารละลาย โดยท่ีไม่ตกตะกอน ในสภาวะท่ีเป็นกลางถึงด่าง
เล็กนอ้ยท่ีจ าลองสภาวะในล าไส้เล็ก (Jung et al., 2005) เปรียบเทียบกบัประสิทธิภาพของ Casein 
phosphopeptide (CPP) ทางการคา้  ท่ีไดจ้ากบริษทั LUBON INDUSTRY CO., LTD โดยเตรียม
สารละลายของโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีมีความเขม้ขน้ต่างๆ จากนั้นเติมลงในสารละลาย CaCl2 ความ
เขม้ขน้ 40 มิลลิโมลาร์ และ sodium phosphate buffer (พีเอช 7.8) ความเขม้ขน้  20 มิลลิโมลาร์ 
จากนั้นปรับให้ค่าพีเอชเท่ากบั 7.8  พร้อมกวนอย่างต่อเน่ืองเป็นเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 22-25 
องศาเซลเซียส เหวี่ยงแยกท่ีความเร็วรอบ 5000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ให้ไดส้ารละลายใส 
แลว้วดัปริมาณแคลเซียมในสารละลายใส (soluble calcium) ดว้ยเคร่ือง ICP mass spectrometry 

              4. วเิคราะห์ความสามารถในการตา้นออกซิเดชนั  
         4.1 ความสามารถจบัอนุมูลอิสระของ DPPH ตามวิธี Orhan และคณะ(2007) เพื่อ

ประเมินความสามารถของสารท่ีตอ้งการทดสอบในการใหไ้ฮโดรเจนอะตอมแก่อนุมูลอิสระ DPPH  
         4.2 ความสามารถจบัอนุมูลอิสระของ ABTS ตามวิธี Re และคณะ (1999) เพื่อ

ประเมินความสามารถของสารท่ีตอ้งการทดสอบในการใหอิ้เล็คตรอนแก่อนุมูลอิสระ ABTS  
         4.3 ความสามารถในการจบัอิออนของเหล็ก ตามวิธี Decker และคณะ (1990) เป็นวิธี

หน่ึงท่ีนิยมใช้ในการหาความสามารถในการตา้นออกซิเดชันของสารท่ีต้องการทดสอบ เพราะ
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โลหะไอออนเป็นตวัการส าคญัในการเร่งปฏิกิริยาท าให้เกิดสารอนุมูลอิสระต่างๆ มากมายหลาย
ชนิด 

         4.4 ความสามารถเป็นตวัให้อิเล็คตรอน (reducing power) ตามวิธี Yildirim และคณะ 
(2001) ซ่ึงแสดงถึงความสามารถในการให้อิเล็กตรอนในปฏิกิริยาออกซิเดชนั-รีดกัชันของสารท่ี
ตอ้งการทดสอบ  

ท า 3 ซ ้ า เพื่อหาค่าเฉล่ีย  วิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ของขอ้มูล และ
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียของ ระดบัการย่อยสลาย ความสามารถจบัแคลเซียมอิออน 
และ ความสามารถตา้นออกซิเดชนั โดยใชโ้ปรแกรมทางสถิติ SPSS เลือกวิธีการท่ีท าให้ไดโ้ปรตีน
ไฮโดรไลเสทท่ีมีความสามารถในการจบัแคลเซียมท่ีดีท่ีสุด เพื่อวเิคราะห์ต่อไป 

ตอนที ่2 ผลของโปรตีนไฮโดรไลเสททีจั่บกบัแคลเซียมออิอนได้ต่อการใช้ประโยชน์ในระดับเซลล์ 

2.1 การเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสทส าหรับใช้ทดสอบในเซลล์ 
น าตวัอยา่งจากขอ้ 1.1 ท่ีคดัเลือกแลว้มายอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ปปซินทางการคา้จาก 

porcine gastric mucosa ของบริษทั Sigma ประเทศเยอรมนั ท่ีสภาวะท่ีเหมาะสมคือ พีเอช 2    
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยเติมเอนไซมค์วามเขม้ขน้ร้อยละ 3 (เอนไซม/์สารตั้งตน้ เท่ากบั 
3/100) ยอ่ยเป็นเวลา 1 และ 6 ชัว่โมง จากนั้นหยดุปฏิกิริยาเอนไซม ์ น าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว
รอบ 5000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เก็บสารละลายส่วนใสทดสอบในเซลล์ 

2.2  การเพาะเลีย้งเซลล์ 
เพาะเล้ียงเซลล์ไลน์ของเซลล์สร้างกระดูก (osteoblasts) MC3T3-E1 ในอาหาร

เล้ียงเซลล์ α-MEM (Alpha Minimum Essential Medium) ท่ีมี Fetal bovine serum ร้อยละ 10 ยา
ปฏิชีวนะเพนนิซิลลิน (Penicillin), สเตรปโตมยัซิน (Streptomycin) และยาตา้นเช้ือรา และน าไปบ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูบ้่มเซลล์ท่ีมีความช้ืนและมีปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ใน
อากาศ 5% ท าการเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลทุ์ก 2-3 วนั จนกระทัง่มีปริมาณของเซลล์ประมาณร้อยละ 
90 ของพื้นท่ีในขวดเล้ียงเซลล์จากนั้นท าการแยกเซลล์โดยใช้เอนไซม์ทริปซิน-อีดีทีเอ (Trypsin-
EDTA) ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 0.05 จากนั้นท าการนบัจ านวนเซลล์และน าไปหวา่นลงในหลุมเล้ียง
เซลลก่์อนน าไปทดสอบกบัโปรตีนไฮโดรไลเสทต่อไป 

2.3 การวดัค่าการอยู่รอดของเซลล์โดยวธีิเอม็ทีท ี(MTT) 
ท าการทดลองโดยใช้วิธี MTT ซ่ึงวดัการเปล่ียนแปลงกระบวนการเมตาบอลิซึม

ของเซลล์ โดยสาร 3,(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) เป็นสาร
สีเหลืองละลายในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ โดยการทดลองเร่ิมโดยเล้ียงเซลล์ MC3T3-E1  จ านวน 



 

 

 

27 

 

1 × 103 เซลล์ ในหลุมเล้ียงเซลล์แบบ 96 หลุมเป็นเวลา 4 วนั จากนั้นเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ี
ความเขม้ขน้ต่างๆ โดยเจือจางในอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีมีฟีทอลโบวายซีร่ัม (Fetal bovine serum)    
ร้อยละ 1 แลว้เล้ียงเซลล์ไวเ้ป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง ก่อนน าไปวดัปริมาณของเซลล์ท่ีมีชีวิตโดย
ใช้วิธีเอ็มทีทีซ่ึงโดยหลักการเป็นการวดัการท างานของเอนไซม์ไมโทคอนเดรีย ดีไฮโดรจีเนส 
(mitochondrial dehydrogenase) ในเซลลท่ี์มีชีวติในการเปล่ียนสารเอ็มทีทีซ่ึงมีสีเหลืองให้กลายเป็น
ผลึกฟอร์มาซาน (formazan) ท่ีมีสีม่วง  จากนั้นผลึกฟอร์มาซานจะถูกละลายดว้ยแอซิดิกไอโซโพ
รพานอล (acidic isopropanol) น าสารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 นา
โนเมตร  ซ่ึงค่าท่ีไดจ้ะแปรผนัตามปริมาณเซลล์ท่ีมีชีวิต น าค่าการดูดกลืนแสงของกลุ่มทดสอบท่ี
ไดรั้บเปปไทดท่ี์ความเขม้ขน้ต่างๆ กนั มาเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม 

  2.4  ผลโดยตรงของโปรตีนไฮโดรไลเสทที่จับอิออนแคลเซียมได้ต่อการ differentiation 
ของเซลล์กระดูก 

2.4.1 การวดัระดับเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสในเซลล์สร้างกระดูก MC3T3-E1 
เพาะเล้ียงเซลล์ MC3T3-E1 ในหลุมเล้ียงเซลล์ โดยใช้อาหารเล้ียงเซลล์ดงักล่าว

ขา้งตน้   และเสริมดว้ยกรดแอสคอร์บิค (ascorbic acid) 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรร่วมกบัโปรตีน
ไฮโดรไลเสทท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ ในระดับท่ีไม่เป็นพิษต่อเซลล์ดังท่ีได้คัดเลือกจากข้อ 2.2  
จากนั้นท าการเพาะเล้ียงเซลลจ์  านวน 5 × 103 เซลล ์ในหลุมเล้ียงเซลลแ์บบ 24 หลุม  เป็นเวลา 7 และ 
14 วนั (Lian et al., 1998) ก่อนน าไปวดัการท างานของเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตส ซ่ึงเป็นสาร
บ่งช้ี (Marker)ในการเกิด early differentiation ของเซลลส์ร้างกระดูก  ดว้ยการยอ้มสี  คงสภาพเซลล์
ด้วยสารละลายท่ีประกอบด้วยซิเตรท  (citrate), อะซิโตน (acetone) และ ฟอร์มัลดีไฮน์ 
(formaldehyde) เป็นเวลา 30 วนิาที   ลา้งดว้ยน ้า  จากนั้นเติมสารละลาย ท่ีประกอบดว้ย โซเดียมไน
ไตร์ต (sodium nitrite),  เอฟอาร์วี-อลัคาไลน์ (FRV-alkaline) และ แนฟทอล เอเอส-บีไอ (Naphthol 
AS-BI alkaline) บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที  ก่อนน าไปท าให้แห้งและถ่ายภาพ  ปริมาณสี
ม่วงแดงท่ีเกิดข้ึนจะแสดงถึงปริมาณของเอนไซม์ในเซลล์    ในการวดักิจกรรมของเอนไซม์อลั
คาไลน์ฟอสฟาเตสจากไลเสทของเซลล ์  เซลลจ์ะถูกน าไปละลายดว้ยบฟัเฟอร์ท่ีประกอบดว้ย  ไตร
ตอนเอก็ซ์-100 (Triton X-100) ร้อยละ 1, แมกนีเซียมคลอไรด ์2 มิลลิโมลาร์, ทริส-ไฮโดรคลอริก10  
มิลลิโมลาร์ ปรับค่าความเป็นกรดด่างท่ี 10   น าเซลล์ท่ีละลายไปแช่ท่ีอุณหภูมิ  -80 องศาเซลเซียส 
จากนั้นน าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 14000 x g เป็นเวลา 10 นาทีและเก็บตวัอย่างส าหรับ
วิเคราะห์ปริมาณโปรตีน โดยใช้ชุดตรวจส าเร็จรูป BCA protein assay เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณ
โปรตีนในแต่ละตวัอยา่งและ ปริมาณเอนไซม ์ โดยน าไปท าปฏิกิริยากบัพาราไนโตรฟีนิลฟอสเฟต 
(p-nitrophenyl phosphate substrate) เพื่อให้ไดส้ารละลายท่ีมีสีเหลือง ซ่ึงแสดงถึงกิจกรรมของ
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เอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส  น าไปวดัค่าดูดกลืนแสดงท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตรและน า
ค่าท่ีไดม้าค านวณเปรียบเทียบปริมาณอลัคาไลน์ฟอสฟาเตสต่อปริมาณโปรตีน 

2.4.2 การวดัปริมาณของการเกดิการสะสมแคลเซียม 
ในการวดัปริมาณของการเกิดการสะสมแคลเซียม ซ่ึงเป็นการแสดงถึงการเกิดดิฟ

เฟอเรนชิเอชนัอยา่งสมบูรณ์ของเซลล์สร้างกระดูกและการเกิดการสะสมแร่ธาตุในเมทริกซ์ท่ีเซลล์
สร้างข้ึนมาโดยการยอ้มอะลิซารินเรด (Alizarin red) ตามวิธีของ Gregory และคณะ (2004) เพื่อดู
ปริมาณของแคลเซียมท่ีสะสมบนเซลล์  ท าการเพาะเล้ียงเซลล ์MC3T3-E1 จ านวน 5 × 103 เซลล์ ใน
หลุมเล้ียงเซลลแ์บบ 24 หลุม โดยใชอ้าหารเล้ียงเซลลด์งักล่าวขา้งตน้ และเสริมดว้ยกรดแอสคอร์บิค 
50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและเบตา้กลีเซอโรฟอสเฟต (β-glycerophosphate)  5  ไมโครโมลาร์
ร่วมกบั โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ กนั จากนั้นท าการเพาะเล้ียงเซลลเ์ป็นเวลา 7 และ 
14 วนั   โดยคงสภาพเซลลด์ว้ยฟอร์มลัดีไฮดร้์อยละ 10 จากนั้นยอ้มแคลเซียมดว้ยสารละลายอะลิซา
รินเรดเป็นเวลา 30 นาที ก่อนน าไปท าให้แห้งและถ่ายภาพ   ในการวดัเชิงปริมาณท าไดโ้ดยสกดัสี
แดงของอะลิซารินเรด ท่ียอ้มออกมาโดยการละลายสีดว้ย สารละลายเฮกซะเดซิลไพริดีเนียมคลอ
ไรด์ (Hexadecylpyridinium chloride monohydrate) น าสารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความ
ยาวคล่ืน 550  นาโนเมตร 

ในการวิเคราะห์ผล น าค่าท่ีได้จากการวดัปริมาณเซลล์ท่ีมีชีวิต, การวดัปริมาณ
เอนไซม,์ และปริมาณแร่ธาตุท่ีสะสมบนเซลล์ มาเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่มโดยการ
วิเคราะห์ทางสถิติแบบ One-way ANOVA ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (จ านวนตวัอยา่งท่ีใชใ้น
แต่ละกลุ่มมากกวา่หรือเท่ากบั 3 และทดสอบซ ้ าอยา่งนอ้ย 2 คร้ัง)  

ตอนที่ 3    การแยกโปรตีนไฮโดรไลเสทด้วยการกรองแบบอัลตร้าฟิวเตรช่ัน (Ultrafiltration 
membrane) 

 กรองแยกโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีคดัเลือกไดจ้ากตอนท่ี 1 เพื่อคดัแยกเปปไทด์ท่ีมี
ขนาดโมเลกุลท่ีมีความสามารถจบัแคลเซียมอิออนและตา้นออกซิเดชนัสูงสุด โดยใช้ระบบการ
กรองแบบอลัตร้าฟิวเตชัน่ดว้ยแผน่เมมเบรนท่ีมีขนาดรูพรุนเท่ากบั 1 และ 5 กิโลดาลตนั เพื่อแยกให้
ไดโ้ปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีมีการกระจายของน ้าหนกัโมเลกุลดงัน้ี 

กลุ่มท่ี 1 โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีไม่ผา่นการกรอง (Whole fraction) 
กลุ่มท่ี 2 โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีมีขนาดโมเลกุลใหญ่กวา่ 5 กิโลดาลตนั (MW > 5 kDa) 
กลุ่มท่ี 3 โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีมีขนาดโมเลกุลอยูใ่นช่วง1 กิโลดาลตนั และ 5 กิโลดาลตนั    
             (MW 1-5 kDa) 
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กลุ่มท่ี 4 โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กกวา่ 1 กิโลดาลตนั (MW < 1 KDa) 
ตรวจสอบความสามารถจับแคลเซียมอิออนและความสามารถในการต้าน

ออกซิเดชนัตามวธีิท่ีกล่าวมาของเปปไทดท่ี์แยกไดจ้ากโปรตีนไฮโดรไลเสทจากแต่ละกลุ่ม   
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บทที ่3 

ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 

1. องค์ประกอบทางเคมีของกระดูกปลานิล 

องคป์ระกอบเคมีของกระดูกปลานิล (Oreochormis niloticus)  แสดงดงัตารางท่ี 3  
ผลวเิคราะห์พบวา่กระดูกปลานิลมีปริมาณเถา้สูงท่ีสุด  รองลงมาคือ  โปรตีน  ความช้ืน  และไขมนั  
ตามล าดบั   โดยทัว่ไปแลว้กระดูกปลามีโปรตีนประมาณร้อยละ 13.6-22.9 (Faivishevskii et al., 
1992) และมีแร่ธาตุประมาณร้อยละ 55-65 ของน ้ าหนกัแห้ง ซ่ึงมีแคลเซียมเป็นองคป์ระกอบสูงสุด 
รองลงมาคือ ฟอสฟอรัส และแร่ธาตุอ่ืนๆ เช่น แมกนีเซียม เหล็ก โซเดียม เป็นตน้  จากการศึกษา
องคป์ระกอบเคมีในกระดูกปลานิล  โดย  Vignesh และ Srinivasan (2012) พบวา่มีปริมาณโปรตีน
ร้อยละ 31.52 ซ่ึงสูงกว่าท่ีพบในการทดลองคร้ังน้ี แต่มีปริมาณความช้ืน ปริมาณเถา้ และ ปริมาณ
ไขมนัต ่ากว่า  ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากความแตกต่างของวตัถุดิบ การเล้ียงปลา  และการเตรียมตวัอย่าง
เร่ิมตน้   นอกจากน้ี   Vignesh และ Srinivasan (2012)  ยงัใชว้ิธีวิเคราะห์ไขมนัดว้ยวิธี Bligh and 
Dryer  ซ่ึงต่างจากการทดลองในคร้ังน้ีใชว้ธีิ Soxhlet  ส าหรับการศึกษาองคป์ระกอบเคมีของกระดูก
ปลาชนิดอ่ืน เช่น กระดูกปลากะพง วริศรา สุวรรณ (2545) พบวา่มีโปรตีนร้อยละ 20.5  เถา้ร้อยละ 
44.8 ความช้ืนร้อยละ 28.6 และไขมนัร้อยละ 5.78 ของน ้ าหนกัเปียก หรือในกระดูกปลาคอด     
Toppe และคณะ (2007) รายงานวา่มีโปรตีนร้อยละ 35.7  และเถา้ร้อยละ 52.6 ความช้ืนร้อยละ 7.7 
และไขมนัร้อยละ 1.4 ของน ้ าหนกัแห้ง และกระดูกปลาแซลมอน มีโปรตีนร้อยละ 29.2  และเถา้
ร้อยละ 26.3 ความช้ืนร้อยละ 5 และไขมนัร้อยละ 38.1 ของน ้าหนกัแหง้  

ตารางท่ี 1 องคป์ระกอบทางเคมีของกระดูกปลานิล (Oreochormis niloticus)  

Compositions     Percent (dry basis) 
Protein   24.43a ± 0.0615 
Fat    3.34   ± 0.0266 
Moisture     7.65  ± 0.0261 
Ash    60.82 ± 0.0064 

a Based on nitrogen content (N x 6.25) 
 ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3) 
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2. ประสิทธิภาพการสกดัโปรตีนจากกระดูกปลานิล 

2.1 การให้ความร้อนและสารละลายกรดต่อปริมาณโปรตีนสกดัจากกระดูกปลานิล 
ปริมาณโปรตีนในสารละลายโปรตีนสกดัท่ีเตรียมโดยการตม้กระดูกปลานิลใน

สารละลายกรดซิตริกหรือน ้าท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส แสดงดงัรูปท่ี  7 พบวา่การใชส้ารละลาย
กรดท าให้สามารถสกดัโปรตีนได้มากกว่าการใช้น ้ าร้อน  การเพิ่มระยะเวลาให้ความร้อนท าให้
ปริมาณโปรตีนท่ีสกดัไดเ้พิ่มข้ึน ทั้งน้ีพบวา่ปริมาณโปรตีนท่ีสกดัไดจ้ะเพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือ
ให้ความร้อนเป็นเวลาไม่น้อยกว่า  45  นาที โดยเฉพาะเม่ือใช้น ้ าร้อนในการสกดั   ในการสกดั
โปรตีนเจลาตินจากกระดูกปลาพบว่า ปัจจยัท่ีมีผลต่อประสิทธิผลของกระบวนการประกอบดว้ย 
ความเป็นกรดด่าง อุณหภูมิ และระยะเวลาให้ความร้อน กล่าวคือหากสกดัโดยใชอุ้ณหภูมิสูง จะท า
ให้ไดเ้จลาตินในปริมาณสูง (Harris, 1990) เช่นเดียวกบัการเพิ่มระยะเวลาก็ส่งผลให้ไดเ้จลาตินใน
ปริมาณสูงเช่นกนั  (Ward และ Courts, 1977)  ขอ้สังเกตท่ีพบจากการทดลองน้ีแสดงให้เห็นว่า
โครงสร้างกระดูกปลานิลมีความแข็งแรงมาก  การท าลายโครงสร้างของกระดูกปลานิลเพื่อ
ปลดปล่อยโปรตีนโดยใชค้วามร้อนอยา่งเดียวอาจไม่เพียงพอ ดงันั้นจะเห็นไดจ้ากปริมาณโปรตีนท่ี
สกดัไดสู้งสุดมีค่าเท่ากบัร้อยละ 21.18  เม่ือใชค้วามร้อนร่วมกบัสารละลายกรดซิตริกเขม้ขน้ร้อยละ 
5  พบวา่สามารถเพิ่มปริมาณโปรตีนในสารละลายสกดัได ้ ทั้งน้ีอาจเป็นไปไดว้า่กรดท าให้กระดูก
ปลานิลพองตวัและไปท าลายพนัธะของโครงสร้างสารเมทริกซ์อินทรีย ์(Jung et al., 2006) โดยปกติ
นั้นคอลลาเจนไม่สามารถละลายไดใ้นน ้ าโดยเฉพาะน ้ าเยน็ เน่ืองจากคอลลาเจนจะมีองคป์ระกอบ
ของกรดอะมิโนชนิดโพรลีนในปริมาณสูง ดงันั้นในการสกดัโปรตีนเจลาตินจะตอ้งใช้ความร้อน
เพื่อท าลายโครงสร้างตามธรรมชาติของโปรตีน และการใชก้รดจะส่งผลในการท าลายพนัธะท่ีเช่ือม
ระหวา่งโมเลกุลบางส่วน ส่งผลใหค้อลลาเจนบางส่วนเสียสภาพธรรมชาติ  ท าใหไ้ดโ้ปรตีนเจลาติน
ท่ีละลายน ้าไดเ้พิ่มข้ึน 
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รูปท่ี 1  กราฟแสดงค่าเฉล่ียและค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของปริมาณโปรตีนของโปรตีนสกดัจาก
กระดูกปลานิลดว้ยน ้ าหรือกรด ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ท่ีเวลา 30, 45, 60 และ 75 นาที          
( a-d p ˂ 0.05 แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติระหวา่งเวลาการสกดั และ A-B แสดงความ
แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติระหวา่งกลุ่มวธีิการสกดั)  

2.2 ผลผลติของโปรตีนสกดั   

ผลของวิธีการสกดัโปรตีนจากกระดูกปลานิลโดยการตม้ในสารละลายกรดซิตริก
หรือน ้ าท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสต่อการผลิตโปรตีน แสดงดงัรูปท่ี 8 พบวา่ การใชส้ารละลาย
กรดซิตริกท าให้ได้ผลผลิตโปรตีนสูงกว่าการใช้น ้ าตลอดช่วงระยะเวลาของการศึกษา โดยมีค่า
เพิ่มข้ึนตามระยะเวลาให้ความร้อน และมีค่าสูงสุดเม่ือให้ความร้อนเป็นเวลา 75 นาที ซ่ึงสกดั
โปรตีนไดร้้อยละ 70.38 ของปริมาณโปรตีนทั้งหมดท่ีพบในกระดูกปลานิล ขณะท่ีการตม้กระดูก
ปลาในน ้ าท่ีเวลาเดียวกนั สามารถสกดัโปรตีนไดเ้พียงร้อยละ 38.15 ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะสารละลาย
กรดท่ีอุณหภูมิสูงมีความสามารถท าลายโครงสร้างของกระดูกปลาได้ดีกว่าน ้ าร้อน จึงส่งผลให้
สารละลายโปรตีนละลายออกมามากกว่า โดยสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ ฉลองขวญั พิพฒัน์เจริญ
วงศ ์ (2549) ท่ีสกดัคอลลาเจนจากเกล็ดปลากะพงโดยใชส้ารละลายกรดร่วมกบัการให้ความร้อน ท่ี
พบว่าท าให้ได้ปริมาณโปรตีนสูงถึง ร้อยละ 91.76 ของน ้ าหนักเกล็ดปลาแห้งท่ีผ่านการก าจดั
แคลเซียม  
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รูปท่ี 2  กราฟแสดงค่าเฉล่ียและค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของร้อยละของผลผลิตท่ีไดข้องโปรตีนสกดั
จากกระดูกปลานิลดว้ยกรดหรือน ้า ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส (a-d p ˂ 0.05 แสดงความแตกต่าง
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติระหวา่งเวลาการสกดั และ A-Bแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ
ระหวา่งกลุ่มวธีิการสกดั)  

3.  กระบวนการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากโปรตีนสกัดของกระดูกปลานิลโดยใช้เอนไซม์ทาง
การค้า  

3.1 ระดับการย่อยสลาย (Degree of hydrolysis, DH) 

 ระดบัการยอ่ยสลายซ่ึงแสดงถึงสัดส่วนระหวา่งจ านวนพนัธะเปปไทดท่ี์ถูกยอ่ยไป
และพนัธะเปปไทดท์ั้งหมดในโปรตีนเร่ิมตน้ ซ่ึงเป็นค่าท่ีนิยมใชติ้ดตามการยอ่ยโปรตีนในระหวา่ง
กระบวนการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสท (Adler-Nissen, 1986) เน่ืองจากขนาดโมเลกุลเปปไทด์และ
ต าแหน่งของพนัธะเปปไทด์ท่ีถูกสลายมีความส าคญัต่อคุณสมบติัของโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีได ้ 
การน าสารละลายโปรตีนสกัดท่ีเตรียมโดยวิธีท่ีต่างกันมาย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน ท่ีพีเอช 2 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชัว่โมง (รูปท่ี 9) พบวา่วิธีท่ีใชส้กดัโปรตีนต่างกนัดงักล่าว 
ท าใหก้ารยอ่ยโปรตีนโดยเอนไซมเ์กิดข้ึนต่างกนั กล่าวคือโปรตีนท่ีสกดัไดโ้ดยใชส้ารละลายกรดจะ
ถูกย่อยโดยเอนไซม์ไดง่้าย โดยพบว่าภายใน 2 ชัว่โมงแรกจะมีระดบัการย่อยสลายเพิ่มข้ึนเป็น
เท่าตวั ในขณะท่ีโปรตีนท่ีสกดัดว้ยน ้าไม่เพียงแต่มีระดบัการยอ่ยสลายท่ีคงท่ีในช่วงเวลาเดียวกนัแต่
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ยงัคงท่ีตลอดช่วงเวลา 4 ชัว่โมงแรกของการยอ่ย และค่อยๆ เพิ่มข้ึนเม่ือการยอ่ยครบ 6 ชัว่โมง ทั้งน้ี
อาจเป็นผลจากกรดท่ีสกดัโปรตีนท าให้โมเลกุลโปรตีนอยูใ่นสภาพแวดลอ้มท่ีท าให้ง่ายต่อการถูก
ยอ่ย อย่างไรก็ตามพบว่าหลงัจาก 2 ชัว่โมง ระดบัการยอ่ยโปรตีนมีแนวโนม้คงท่ี โดยอาจเป็นผล
จากขอ้จ ากดับางประการ เช่น เน่ืองจากเอนไซม์เปปซินมีความจ าเพาะต่อพนัธะเปปไทด์ภายใน
โมเลกุล โดยเฉพาะท่ีมีกรดอะมิโน Phe, Tyr และ Tryp ดงันั้นหากพนัธะเหล่าน้ีลดลงการยอ่ยโดย
เอนไซมจึ์งอาจลดลงได ้(Jung et al., 2006) รวมทั้งอาจจะมีขอ้จ ากดัในการเขา้ถึงพนัธะดงักล่าว ผล
การศึกษาน้ีพบว่าสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ  Jung และคณะ (2005) พบว่าการใช้กรดร่วมกบั
เอนไซม์เปปซินย่อยกระดูกปลาโฮกิ สามารถย่อยสลายโปรตีนไดสู้งกว่า การใช้เอนไซม์เปปซิน
เพียงอยา่งเดียว   

 

 

รูปท่ี 3  กราฟแสดงค่าเฉล่ียและค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของระดบัการยอ่ยสลายของโปรตีนไฮโดรไล
เสทของโปรตีนสกดัดว้ยน ้ า (WIB) หรือกรด (AIB) โดยเอนไซมเ์ปปซิน ท่ียอ่ยเป็นเวลา 6 ชัว่โมง 
(เอนไซม/์ สับเสตรท: 3/100) (a-d p ˂ 0.05 แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติระหวา่ง
เวลาการยอ่ย และ A-Bแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติระหวา่งกลุ่มวธีิการสกดั)  
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3.2 ความสามารถจับแคลเซียมออิอน (Calcium binding activity) 

ความสามารถจบัแคลเซียมอิออนของโปรตีนสกดัท่ีเตรียมจากกระดูกปลานิลโดย
ใชน้ ้าและสารละลายกรดและโปรตีนไฮโดรเสทท่ีเตรียมจากโปรตีนสกดัโดยสองวิธีดงักล่าว แสดง
ดงัรูปท่ี 10 พบวา่โปรตีนท่ีสกดัไดด้ว้ยน ้ ามีความสามารถจบัแคลเซียมอิออนไดสู้งกวา่โปรตีนสกดั
ดว้ยสารละลายกรด ประมาณ 3 เท่า 

เม่ือย่อยโปรตีนท่ีสกัดได้ทั้ งสองวิธีดังกล่าวด้วยเอนไซม์เปปซิน เป็นเวลา 6 
ชัว่โมง พบวา่โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีเตรียมจากโปรตีนสกดัจากกระดูกปลานิลดว้ยน ้ ามีสามารถจบั
แคลเซียมได้ดีกว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีเตรียมจากโปรตีนสกัดจากกระดูกปลานิลโดยใช้
สารละลายกรด นอกจากน้ียงัพบวา่ระยะเวลาในการยอ่ยโปรตีนมีผลต่อคุณสมบติัการจบัแคลเซียม 
กล่าวคือ คุณสมบติัดงักล่าวของโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีเตรียมจากโปรตีนสกดัจากกระดูกปลานิล
ดว้ยน ้ าจะมีแนวโนม้คงท่ีตลอดช่วงเวลา 4 ชัว่โมงแรกของการย่อย หลงัจากนั้นจะเพิ่มข้ึนอย่างมี
นยัส าคญัเม่ือเวลาการย่อยผ่านไป 5 ชัว่โมง ซ่ึงสัมพนัธ์กบัระดบัการย่อยสลายท่ีมีแนวโน้มคงท่ี
ตลอดระยะเวลาการย่อยช่วง 4 ชัว่โมงแรก และจะค่อยๆเพิ่มข้ึนหลงัจากนั้น  ซ่ึงต่างจากโปรตีน
ไฮโดรไลเสทท่ีเตรียมจากโปรตีนสกดัจากกระดูกปลานิลดว้ยกรด พบวา่ ความสามารถในการจบั
แคลเซียมลดลงเม่ือการยอ่ยผา่นไป 1 ชัว่โมง และหลงัจากนั้นจะคงท่ีตลอดการทดลอง ซ่ึงตรงกนั
ขา้มกบัระดบัการย่อยสลายท่ีเม่ือเวลาการย่อยผ่านไป 1 ชั่วโมง จะมีค่าเพิ่มข้ึนอย่างรวดเร็ว 
การศึกษาของ Charoenphun และคณะ (2013) รายงานวา่ การยอ่ยโปรตีนกลา้มเน้ือปลานิลกระทัง่มี
ค่าระดบัการยอ่ยสลายในช่วงร้อยละ 25-30  ท าให้ไดโ้ปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีมีความสามารถในการ
จบัแคลเซียมท่ีดี ซ่ึงคณะวิจยัไดอ้ธิบายวา่ กรณีท่ีความสามารถจบัแคลเซียมลดลง เม่ือค่าระดบัการ
ยอ่ยสลายสูงข้ึน อาจเน่ืองจากการตดัพนัธะเปปไทดท่ี์มากเกินไป จนมีผลต่อขนาดและล าดบักรดอะ
มิโน กระทัง่ท าให้ไดเ้ปปไทด์ท่ีมีคุณสมบติัดงักล่าวลดลง ในขณะท่ี Jung และคณะ (2005) พบวา่ 
โปรตีนโฮโดรไลเสทจากโครงปลาโฮกิท่ียอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ปปซินร่วมกบัสารละลายกรดอะซิติก มี
ความสามารถจบัแคลเซียมไดดี้กวา่ โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ียอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ปปซินอยา่งเดียว หรือ
โปรตีนร่วมกบักรดอะซิตริกอยา่งเดียว ต่อมา Jung และคณะ (2006) ยงัพบวา่โปรตีนโฮโดรไลเสท
จากโครงปลาอลาสก้า พอลเลค ท่ีย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินมีความสามารถจบัแคลเซียมได้ดีกว่า
โปรตีนโฮโดรไลเสทท่ีย่อยดว้ยเอนไซมช์นิดอ่ืนๆ จึงอาจจะเป็นไปไดว้า่ เม่ือยอ่ยโปรตีนสกดัท่ีได้
จากการตม้ในสารละลายกรด โดยเอนไซม์เป็นเวลา 6 ชัว่โมง  ซ่ึงค่าระดบัการย่อยสลายมากกว่า
ร้อยละ 30  นั้นอาจท าใหไ้ดเ้ปปไทดท่ี์จบักบัแคลเซียมอิออนไดน้อ้ยลง จึงท าให้ปริมาณแคลเซียมท่ี
อยูใ่นสารละลายลดลง  นอกจากน้ีอาจเน่ืองจากวา่ ระดบัการยอ่ยสลายของโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ี
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ไดจ้ากทั้งสองวิธีต่างกนั ซ่ึงบ่งบอกถึงความแตกต่างในปริมาณการตดัหมู่อะมิโนท่ีเกิดข้ึนโดยทั้ง
สองวธีิ จึงอาจท าใหค้วามสามารถดงักล่าวของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากทั้งสองวธีิดงักล่าวต่างกนั  

โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีสามารถจบัอิออนของแคลเซียมท่ีดีอาจไม่ไดช่้วยให้การดูด
ซึมแคลเซียมเพิ่มข้ึน เน่ืองจากการดูดซึมของแคลเซียมจะเกิดข้ึนท่ีล าไส้เล็ก จะเกิดไดเ้ม่ือแคลเซียม
อยูใ่นรูปท่ีสามารถละลายไดห้รืออยูใ่นรูปแคลเซียมอิสระ (Bronner and Pansu, 1999) แต่เน่ืองจาก
ในล าไส้เล็กมีค่าความเป็นกรดด่างประมาณ 7.80 ท าให้แคลเซียมส่วนใหญ่ท่ีแตกตวัและละลายใน
อาหารตกตะกอน จึงท าให้ร่างกายไม่สามารถดูดซึมแคลเซียมเหล่านั้นได ้(Allen, 1982) อยา่งไรก็
ตามมีแนวความคิดท่ีได้รับการน าเสนอโดยนักวิจยัหลายคณะว่าการจบัตวักนัระหว่างแคลเซียม
และเปปไทด ์เช่น เคซีนฟอสโฟเปปไทด ์โดยท่ีท าใหแ้คลเซียมยงัคงละลายในสภาวะท่ีพีเอชมีความ
เป็นด่างเล็กนอ้ยนั้น อาจช่วยร่างกายดูดซึมแคลเซียมไดเ้พิ่มข้ึน (Lee et al., 1980) ในทางตรงขา้มใน
กรณีของไฟเตท (Phytate) ท่ีพบว่าสามารถจบักบัอิออนแคลเซียมไดดี้ แต่สารประกอบเชิงซ้อนท่ี
เกิดข้ึนกลบัมีท าใหก้ารดูดซึมแคลเซียมลดลง (Kumar et al., 2009)  
 

 

รูปท่ี 4  ค่าเฉล่ียและค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของความสามารถจบัแคลเซียมของโปรตีนไฮโดรไลเสท
ของโปรตีนสกดัดว้ยน ้ า (WIB) หรือกรด (AIB) ท่ียอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ปปซิน เป็นเวลา 6 ชัว่โมง       
(a-d p ˂ 0.05 แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติระหวา่งเวลาการยอ่ย และ A-Bแสดงความ
แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติระหวา่งกลุ่มวธีิการสกดั) 
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3.3 ความสามารถต้านออกซิเดชัน (Antioxidant activity) 

กิจกรรมตา้นปฏิกิริยาออกซิเดชนัของโปรตีนสกดัท่ีเตรียมจากกระดูกปลานิลโดย
ใชน้ ้ าและสารละลายกรดและโปรตีนไฮโดรเสทท่ีเตรียมจากโปรตีนสกดัโดยสองวิธีดงักล่าว โดย
ประเมินจากค่าความสามารถต้านอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS ความสามารถรีดิวส์ และ
ความสามารถจบัอิออนของโลหะ แสดงดงัรูปท่ี 11 พบวา่โปรตีนสกดัจากกระดูกปลานิลดว้ยน ้ ามี
คุณสมบติัตา้นอนุมูลอิสระของ  DPPH และ ABTS และความสามารถจบัอิออนของโลหะ ไดดี้กวา่
โปรตีนสกดัท่ีเตรียมโดยใชส้ารละลายกรด ส าหรับความสามารถรีดิวส์ของโปรตีนทั้งสองชนิดนั้น
ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p< 0.05) 

เม่ือน าโปรตีนสกัดทั้งสองชนิดมาย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน เป็นเวลา 6 ชั่วโมง 
พบวา่ โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีเตรียมจากโปรตีนสกดัจากกระดูกปลานิลดว้ยน ้ าร้อนมีคุณสมบติัตา้น
ออกซิเดชันได้ดีกว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีเตรียมจากโปรตีนสกัดจากกระดูกปลานิลโดยใช้
สารละลายกรดร้อน  นอกจากน้ียงัพบวา่ระยะเวลาในการยอ่ยโปรตีนมีผลต่อกิจกรรมตา้นปฏิกิริยา
ออกซิเดชนั กล่าวคือคุณสมบติัตา้นอนุมูลอิสระ DPPH  มีแนวโนม้เพิ่มข้ึนตามระยะเวลาการยอ่ย 
และเพิ่มข้ึนเม่ือระดับการย่อยสลายเพิ่มข้ึน แต่เม่ือเวลาการย่อยผ่านไปเป็นเวลา 3 ชั่วโมง 
ความสามารถดงักล่าวของโปรตีนไฮโดรไลเสทจะลดลง   

รายงานการศึกษาท่ีกล่าวถึงความสัมพนัธ์ระหว่างค่าระดบัการย่อยสลาย และ
สมบัติต้านออกซิเดชันของโปรตีนไฮโดรไลเสทยงัมีความหลากหลาย เช่น การศึกษาของ 
Nalinanon และคณะ (2011)  พบวา่ความสามารถตา้นอนุมูลอิสระ DPPH ของโปรตีนไฮโดรไลเสท
จากปลาทรายแดงโม่งมีความสัมพนัธ์กบัระดบัการย่อยสลาย โดยความสามารถในการจบัเรดิคอล 
DPPH เพิ่มข้ึน เม่ือระดบัการยอ่ยสลายเพิ่มข้ึน แต่เม่ือค่าระดบัการยอ่ยสลายเพิ่มข้ึนจนถึงระดบัหน่ึง
ความสามารถในการจบัอนุมูล DPPH ก็จะลดลง อยา่งไรก็ตาม Klompong  และคณะ (2007) พบวา่
ความสามารถจบัอนุมูล DPPH ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) เม่ือระดบั
การย่อยสลายเพิ่มข้ึนระหว่างร้อยละ 5-25 นอกจากน้ี Centenaro และคณะ (2011) พบว่าโปรตีน
ไฮโดรไลเสทจากกระดูกปลาและไก่ท่ียอ่ยดว้ยเอนไซมฟ์ลาโวไซมมี์ความสามารถจบัอนุมูล DPPH 
เพิ่มข้ึน เม่ือระดบัการยอ่ยสลายเพิ่มข้ึน 

ส าหรับคุณสมบติัตา้นอนุมูลอิสระ ABTS มีแนวโนม้คงท่ีตลอดระยะเวลายอ่ยของ
โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีเตรียมจากโปรตีนสกดัจากกระดูกปลานิลทั้งสองวิธี  ส่วนความสามารถ
รีดิวส์ซ่ึงแสดงถึงความสามารถในการให้อิเล็กตรอนในปฏิกิริยาออกซิเดชัน-รีดกัชันของสารท่ี
ตอ้งการทดสอบ พบวา่โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีเตรียมจากโปรตีนสกดัจากกระดูกปลานิลดว้ยน ้ าร้อน
ในช่วง 3 ชัว่โมงแรกของการย่อยมีแนวโน้มคงท่ี แต่หลงัจากนั้นพบว่าฤทธ์ิดงักล่าวเพิ่มข้ึน และ
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เพิ่มข้ึนเม่ือระดบัการยอ่ยสลายเพิ่มข้ึน  ซ่ึงต่างจากความสามารถรีดิวส์ของโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ี
เตรียมจากโปรตีนสกัดจากกระดูกปลานิลด้วยสารละลายกรด ท่ีพบว่ามีแนวโน้มลดลงตลอด
ระยะเวลาการย่อยและลดลงเม่ืออัตราการย่อยโปรตีนเพิ่มข้ึน จนถึงระดับหน่ึงความสามารถ
ดงักล่าวจะคงท่ีซ่ึงสัมพนัธ์กบัระดบัการย่อยสลาย ท่ีพบวา่เม่ือระยะเวลาการยอ่ยผา่นไประยะหน่ึง 
ระดบัการยอ่ยสลายก็จะคงท่ี ส าหรับความสามารถในการจบัอิออนของโลหะ ของโปรตีนไฮโดรไล
เสทท่ีเตรียมได้จากโปรตีนสกัดทั้ งสองวิธีก็มีผลในลักษณะเดียวกันกับความสามารถรีดิวส์   
เช่นเดียวกบัท่ี Klompong และคณะ (2007) และ Thiansilakul และคณะ (2007) พบวา่ความสามารถ
รีดิวส์ของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากปลาขา้งเหลืองเพิ่มข้ึน เม่ืออตัราการย่อยโปรตีนเพิ่มข้ึน แต่
ความสามารถในการจบัอิออนของโลหะลดลง เม่ืออัตราการย่อยโปรตีนเพิ่มข้ึน นอกจากน้ีมี
การศึกษาของ Centenaro และคณะ (2011) พบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีไดจ้ากกระดูกปลาซ่ึงมี
ความสามารถรีดิวส์สูงสุดจะมีค่าระดบัการยอ่ยโปรตีนสูงสุดเช่นกนั 

การศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่าโปรตีนสกดัท่ีเตรียมจากกระดูกปลานิลโดยใชน้ ้ าแลว้
ย่อยดว้ยเอนไซม์เปปซินเพื่อให้ค่าระดบัการย่อยสลายอยู่ในช่วงร้อยละ 18-22 ท าให้ได้โปรตีน
ไฮโดรไลเสทท่ีมีกิจกรรมตา้นออกซิเดชนัไดดี้ 
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รูปท่ี 5 กราฟค่าเฉล่ียและค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของความสามารถตา้นอนุมูล DPPH (a) และ ABTS 

(b), ความสามารถรีดิวส์ (c) และ ความสามารถจบัโลหะ (d) ของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากโปรตีน
สกดัดว้ยน ้ า (WIB) หรือกรด (AIB) และยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ปปซินท่ีเวลาต่างๆ (a-d p ˂ 0.05 แสดง
ความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติระหว่างเวลาการย่อย และ A-Bแสดงความแตกต่างอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติระหวา่งกลุ่มวธีิการสกดั) 

4.  ผลของโปรตีนไฮโดรไลเสททีจั่บกบัออิอนแคลเซียมได้ต่อการใช้ประโยชน์ในระดับเซลล์ 

4.1 การอยู่รอดและการเจริญเติบโตของเซลล์สร้างกระดูก 

ผลของโปรตีนสกดัและโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีไดจ้ากกระดูกปลานิลต่อการอยู่
รอดของเซลล์สร้างกระดูก MC3T3-E1 ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0, 5, 50, 100 และ 500 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร โดยวิธีเอ็มทีที (MTT) แสดงดงัรูปท่ี 12 พบวา่ โปรตีนสกดัท่ีไดจ้ากน ้ าท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ไม่มีผลกระทบต่อการเจริญของเซลลท์ั้งทางบวกและทางลบ และไม่มีความแตกต่าง
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (p >0.05) ทั้งท่ีทดสอบเป็นเวลา 24 และ 48 
ชัว่โมง แต่เม่ือน าสารละลายโปรตีนสกดัมายอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ปปซิน เป็นเวลา 1 หรือ 6 ชัว่โมงมา
ทดสอบ พบวา่ โปรตีนไฮโดรไลเสทของโปรตีนสกดัดว้ยน ้า ท่ียอ่ยเป็นเวลา 1 ชัว่โมง ไม่มีผลต่อทั้ง
การเจริญเติบโตและการตายของเซลล์ เม่ือทดสอบเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ในขณะท่ีเม่ือทดสอบเป็น
เวลา 48 ชัว่โมง พบวา่ท่ีความเขม้ขน้ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถกระตุน้ให้เซลล์เพิ่มจ านวน
ได ้ ในส่วนโปรตีนไฮโดรไลเสทของโปรตีนสกดัดว้ยน ้ า ท่ียอ่ยเป็นเวลา 6 ชัว่โมง สามารถกระตุน้
การเพิ่มปริมาณของเซลล์อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p <0.05) เม่ือทดสอบท่ีความเขม้ขน้ 5, 50 และ 
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100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในขณะท่ีท่ีความเขม้ขน้ 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ไม่มีผลต่อการ
เพิ่มจ านวนของเซลล์ เม่ือทดสอบเป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง และท่ีความเขม้ขน้ 5, 50, 100 และ 500 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรเม่ือทดสอบเป็นระยะเวลา 48 ชัว่โมง  

เม่ือทดสอบโปรตีนท่ีสกดัด้วยสารละลายกรดซิตริก พบว่า ไม่มีผลต่อการเจริญ
และการตายของเซลล์ ทั้งท่ีทดสอบเป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง แต่เม่ือน าโปรตีนท่ีสกดัดว้ย
สารละลายกรด ท่ียอ่ยเป็นเวลา 1 หรือ 6 ชัว่โมง ความเขม้ขน้ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 
โปรตีนไฮโดรไลเสทของโปรตีนสกดัดว้ยสารละลายกรด ท่ียอ่ยเป็นเวลา 6 ชัว่โมง ท่ีความเขม้ขน้ 
5, 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถกระตุน้การเพิ่มปริมาณของเซลลไ์ดอ้ยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ  (p <0.05) เม่ือทดสอบเป็นเวลา 24 ชัว่โมง แต่ไม่มีผลต่อการเพิ่มจ านวนและการตายของ
เซลล์สร้างกระดูก เม่ือทดสอบเป็นเวลา 48 ชัว่โมง การศึกษาของ Fu และ Zhoa (2012) พบวา่เจ
ลาตินไฮโดรไลเสทจากหนงัปลาแซลมอลท่ีไม่ผา่นการยอ่ย ท่ีความเขม้ขน้ 0, 5, 10, 20, 50 และ 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ไม่มีผลต่อการเจริญของเซลล์สร้างกระดูก hFoB 1.19  แต่เม่ือย่อยดว้ย
เอนไซมอ์ลัคาเลส ปาเปน หรือนิวเทรส พบวา่เจลาตินไฮโดรไลเสทท่ีเตรียมโดยใชเ้อนไซมป์าเปน
ย่อยเป็นเวลา 7 ชั่วโมง ท่ีมีค่าระดับย่อยสลายร้อยละ 10.7  มีผลกระตุ้นการเจริญของเซลล ์
hFoB1.19 ไดดี้ท่ีสุด โดยอาจเป็นผลจากการยอ่ยในสภาวะน้ี ท าใหไ้ดเ้ปปไทดท่ี์มีขนาดโมเลกุลและ
ล าดบักรดอะมิโนท่ีเหมาะสมต่อการกระตุน้การเจริญของเซลล์ (Fu and Zhao, 2012) นอกจากน้ี  
Ravallec-Ple และคณะ (2000) พบว่าการย่อยโปรตีนจากกล้ามเน้ือปลาคอด เป็นเวลา 20 และ          
60 นาที และใช้ท่ีความเขม้ขน้  2  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถกระตุน้การเพิ่มจ านวนเซลล ์  
3T3 fibroblasts ไดอ้ย่างมีนยัส าคญั (p <0.05)  เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม ในขณะท่ีโปรตีน
ไฮโดรไลเสทซ่ึงยอ่ยเป็นเวลา 120 นาที ท่ีความเขม้ขน้ 15 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถกระตุน้
การเพิ่มปริมาณของเซลลไ์ดสู้งสุด คณะวจิยัไดอ้ธิบายวา่ อาจเป็นผลจากในระหวา่งการยอ่ยโปรตีน
นาน 120 นาที มีการปลดปล่อยโพลีเปปไทด์ท่ีมีคุณสมบติัในการกระตุน้หรือเหน่ียวน าให้เซลล์
แบ่งตวัและเพิ่มจ านวน ท่ีเรียกว่า โกรทแฟกเตอร์ (Growth factor)  ซ่ึงมีอยูห่ลายกลุ่มดว้ยกนั โดย
ในขั้นการเจริญของเซลล์  โกรทแฟกเตอร์ท่ีกระตุน้ให้เซลล์เพิ่มจ านวนมากข้ึนอยู่ในกลุ่มของ 
Transforming growth factor-β, Fibroblast growth factor, Insulin-like growth factor และ Platelet-
derived growth factor (Hughes et al., 2006; Wildemann et al., 2007) การศึกษาคร้ังน้ีแสดงให้เห็น
ว่าโปรตีนสกัดด้วยน ้ าหรือสารละลายกรด โดยไม่ผ่านการย่อย ไม่มีผลต่อการกระตุ้นการเพิ่ม
จ านวนของเซลล์ แต่เม่ือผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินเป็นเวลา 6 ชั่วโมงพบว่าทั้งโปรตีน
ไฮโดรไลเสทของโปรตีนท่ีสกดัดว้ยน ้ าหรือสารละลายกรดไม่เพียงแต่ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์
แลว้แต่ยงักระตุน้การเจริญของเซลลส์ร้างกระดูกไดดี้ท่ีสุด  
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รูปท่ี 6 ผลของโปรตีนสกดัและโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีไดจ้ากโปรตีนสกดัดว้ยน ้ า (WIB) หรือกรด
(AIB) และยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ปปซินเป็นเวลา 1 และ 6 ชัว่โมง ท่ีความเขม้ขน้ 0-500 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตรต่อเปอร์เซ็นตก์ารอยูร่อดของเซลลส์ร้างกระดูก MC3T3-E1 cells หลงัท าการเพาะเล้ียงเป็น
เวลา 24 (a, c) และ 48 ชัว่โมง (b, d) และท าการวิเคราะห์ดว้ยวิธีเอ็มทีที (* P ˂ 0.05 แสดงความ
แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ)  
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4.2 ผลโดยตรงของโปรตีนไฮโดรไลเสทที่จับแคลเซียมอิออนได้ต่อการดิฟเฟอเรนชิเอชัน 
(differentiation) ของเซลล์สร้างกระดูก 

4.2.1 ระดับเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสในเซลล์สร้างกระดูก MC3T3-E1 

ผลของโปรตีนสกดัท่ีเตรียมจากกระดูกปลานิลโดยใช้น ้ าร้อนและกรดร้อนและ
โปรตีนไฮโดรเสทท่ีเตรียมจากโปรตีนสกดัท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0, 5, 10, 50, 100 และ 300 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรต่อกิจกรรมของเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตสในเซลล์กระดูก MC3T3-E1 
แสดงดงัรูปท่ี 13  พบวา่โปรตีนสกดัท่ีเตรียมจากกระดูกปลานิลโดยใชน้ ้ า ไม่มีผลกระตุน้กิจกรรม
ของเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตสในเซลล์ดงักล่าวเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (p> 0.05) เม่ือ
ทดสอบท่ีใชร้ะยะเวลา 7 วนั ในขณะท่ีเม่ือทดสอบเป็นเวลา 14 วนั พบวา่ท่ีความเขม้ขน้ 50 และ 
100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีผลใหกิ้จกรรมเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตสเพิ่มข้ึน เม่ือยอ่ยโปรตีน
สกดัดว้ยน ้ าร้อนดว้ยเอนไซมเ์ปปซิน เป็นเวลา 1 และ 6 ชัว่โมง  พบวา่โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ียอ่ย
เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ท่ีความเขม้ขน้ 300 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เม่ือทดสอบเป็นระยะเวลา 7 วนั 
หรือ ท่ีความเขม้ขน้  5, 10, 50, 100 และ 300 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เม่ือทดสอบเป็นเวลา 14 วนั  
สามารถกระตุน้กิจกรรมของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสไดสู้งกว่ากิจกรรมท่ีพบในชุดควบคุม  
ในขณะท่ีการยอ่ยเป็นเวลา  6 ชัว่โมง ท่ีความเขม้ขน้ 300 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถกระตุน้
กิจกรรมของเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตสไดท้ั้งในการทดสอบท่ีใชร้ะยะเวลา 7 และ 14 วนั   

ในส่วนของโปรตีนท่ีสกดัจากกระดูกปลานิลโดยใชส้ารละลายกรดซิตริก ท่ีความ
เขม้ขน้ 5, 10 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถกระตุน้กิจกรรมของเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอส
ฟาเตสในเซลลไ์ด ้เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (p< 0.05) โดยตรวจพบเฉพาะในการทดสอบท่ีใช้
ระยะเวลา 7 วนัเท่านั้น ในขณะท่ีเม่ือทดสอบเป็นเวลา 14 วนั ท่ีความเขม้ขน้เดียวกนักลบัไม่มีผลต่อ
กิจกรรมอลัคาไลน์ฟอสฟาเตส แต่กลบัส่งผลให้ลดกิจกรรมเอนไซม์ฟอสฟาเตสลง เม่ือทดสอบท่ี
ความเขม้ขน้ 300 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (p< 0.05) ในส่วนของ
โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีไดจ้ากการยอ่ยโปรตีนสกดัดว้ยสารละลายกรด เป็นเวลา 1 ชัว่โมงนั้น พบวา่
ไม่มีผลกระตุน้กิจกรรมของเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตส แต่กลบัท าให้ลดกิจกรรมเอนไซมฟ์อส
ฟาเตสลง เม่ือทดสอบท่ีความเขม้ขน้ 300 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในระยะเวลา 7 วนั หรือท่ีความ
เขม้ขน้ 100 และ 300 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เม่ือทดสอบเป็นเวลา 14 วนั   แต่เม่ือย่อยโปรตีน
ดงักล่าวเป็นเวลา 6 ชัว่โมง ท่ีความเขม้ขน้ 100 และ 300 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรในระยะเวลา 14 วนั 
สามารถเพิ่มกิจกรรมของเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตสได ้ในขณะท่ีเม่ือทดสอบเป็นเวลา 7 วนั ไม่
มีผลต่อกิจกรรมเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตส การศึกษาของ Lee และคณะ (2011) พบวา่โปรตีน
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ไฮโดรไลเสทจากยีสต์ ท่ีความเขม้ขน้ระหวา่ง  25-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถกระตุน้
กิจกรรมของเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตสในเซลลส์ร้างกระดูก MC3T3-E1 ได ้  

การศึกษาการดิฟเฟอเรนชิเอชันของเซลล์สร้างกระดูกเป็นอีกวิธีหน่ึงในการ
ประเมินความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทในการกระตุ้นการสร้างเซลล์สร้างกระดูก ใน
การศึกษาคร้ังน้ีไดว้ิเคราะห์การดิฟเฟอเรนชิเอชนัของเซลล์สร้างกระดูกโดยเล้ียงเซลล์ในอาหารท่ี
เติมโปรตีนไฮโดรไลเสท เป็นเวลา 7 และ 14 วนั ซ่ึงเป็นช่วงท่ีเซลล์สร้างกระดูกมีการสร้าง
เอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตสในปริมาณสูงและเขา้สู่กระบวนการหลัง่สารเมทริกซ์ท่ีจ  าเป็นต่อการ
สร้างกระดูกออกมา การศึกษา เคซีนฟอสโฟเปปไทด์ (casein phosphopeptide, CPP) ท่ีไดจ้ากการ
ยอ่ยโปรตีนนม โดย Tulipano และคณะ (2010) พบวา่ CPP จาก α-casein ซ่ึงประกอบดว้ยกรดอะมิ
โนทรีโอนีน (threonine) และมี phosphorylated sites อยู่ในสายเปปไทด์มาก จะมีความสามารถ
กระตุน้กิจกรรมอลัคาไลน์ฟอสฟาเตสของเซลล์สร้างกระดูก MC3T3-E1 ได ้นอกจากน้ี Ryu  และ
คณะ (2011)  พบว่า เปปไทด์ท่ีเตรียมจากโปรตีนมา้น ้ า (Hippocampus kuda Bleecker) โดยใช้
เอนไซมโ์ปรติเนส-อี ซ่ึงประกอบดว้ย ลิวซีน กรดกลูตามิก โพรลีน ฟีนิลอลานีน แอสปาราจีน กรด
แอสพาติก ไลซิน และ ทริปโทเฟน  สามารถเพิ่มกิจกรรมอลัคาไลน์ฟอสฟาเตสในเซลล์ MG-63 
(human osteoblast-like cell line) ได ้  

การศึกษาคร้ังน้ีพบวา่โปรตีนท่ีสกดัดว้ยน ้ าและย่อยท่ีเวลา 1 และ 6 ชัว่โมง มีผล
เพิ่มกิจกรรมของเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตส ไดดี้กวา่โปรตีนท่ีสกดัดว้ยสารละลายกรดและยอ่ย
ในระยะเวลาเดียวกนั ทั้งน้ีอาจเป็นผลจากความแตกต่างของเปปไทด์ท่ีปลดปล่อยออกมาจากการ
ย่อย โดยเฉพาะการท าให้ได้เปปไทด์มีคุณสมบติัในการเป็นโกรทแฟกเตอร์ท่ีแตกต่างกัน ใน
ขั้นตอนการดิฟเฟอเรนชิเอชันของเซลล์กระดูกน้ีมีโกรทแฟกเตอร์ท่ีแสดงบทบาทท่ีส าคัญ
ประกอบดว้ย Bone morphogenic protein (BMP) เช่น BMP-2, BMP-4 และ BMP-7 (Hughes et al., 
2006)  การศึกษาบทบาทของโกรทแฟกเตอร์ชนิดต่างๆ ต่อการดิฟเฟอเรนชิเอชนัของเซลล์ HBMS 
(human bone marrow stromal cells) โดย Chaudhary และคณะ (2004) พบว่า BMP-7 สามารถ
กระตุน้กิจกรรมเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตสไดสู้งสุด เม่ือเปรียบเทียบกบัโกรทแฟกเตอร์ตวัอ่ืนๆ 
แต่ BMP-7 กลบัไม่มีผลต่อการกระตุน้การเจริญของเซลล ์และเม่ือศึกษาผลร่วมของโกรทแฟกเตอร์
ท่ีเรียกว่า Fibroblast growth factor (FGF 2) กบั BMP-7 พบวา่ ท าให้กิจกรรมของเอนไซม์อลั
คาไลน์ฟอสฟาเตสลดลง เม่ือเปรียบเทียบกบัระบบของเซลล์กระดูกท่ีมี BMP-7 เพียงชนิดเดียว ซ่ึง
แสดงใหเ้ห็นวา่วา่ โกรทแฟกเตอร์ บางชนิดไม่เพียงแต่ไม่มีผลต่อการส่งเสริมการดิฟเฟอเรนชิเอชนั 
แต่ยงัแสดงผลยบัย ั้งอีกดว้ย จากผลศึกษาท่ีพบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทของกระดูกปลานิลท่ีเตรียม
จากโปรตีนซ่ึงสกดัดว้ยน ้ าและยอ่ยเป็นเวลา 1 ชัว่โมง สามารถเพิ่มกิจกรรมของเอนไซมอ์ลัคาไลน์



 

 

 

46 

 

-40

-20

0

20

40

60

5 10 50 100 300

Im
p

ro
ve

d
 A

LP
 a

ct
iv

it
y 

(%
) 

Protein concentration (µg/ml) 

WIB WIB hydrolysate 1 h WIB hydrolysate 6 h

* 

  *  
 * 

* 
* 

* * 
* 

ฟอสฟาเตสสูงสุดนั้น แสดงให้เห็นว่า เปปไทด์ท่ีมีในโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีเตรียมไดส้ามารถ
กระตุน้กิจกรรมเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตสไดดี้ แมว้า่การศึกษาคร้ังน้ีจะไม่สามารถตรวจสอบ
กลไกการท างานของเปปไทดใ์นโปรตีนไฮโดรไลเสทน้ีก็ตาม 
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รูปท่ี 7 ผลของโปรตีนสกดั และโปรตีนไฮโดรไลเสทของโปรตีนสกดัดว้ยน ้ า (WIB) และกรด 
(AIB) และยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ปปซินเป็นเวลา 1 และ 6 ชัว่โมง ท่ีความเขม้ขน้ 0-300 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตรต่อเปอร์เซ็นต์การเพิ่มข้ึนของกิจกรรมเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสของเซลล์สร้าง
กระดูก (MC3T3-E1 cells) หลงัท าการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 7 วนั (a, c) และ 14 วนั (b, d) (* p ˂ 0.05 
แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ) 
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4.2.2 การสะสมแคลเซียม 

ผลของโปรตีนสกดัท่ีเตรียมจากกระดูกปลานิลโดยใชน้ ้ าและสารละลายกรดและ
โปรตีนไฮโดรเสทท่ีเตรียมจากโปรตีนสกดัโดยสองวิธีดงักล่าวต่อปริมาณแคลเซียมท่ีสะสมรอบ
โครงข่าย (extracellular cell matrix) ของเซลล์กระดูก MC3T3-E1 แสดงดงัรูปท่ี 14 พบวา่ โปรตีน
สกัดท่ีเตรียมจากกระดูกปลานิลโดยใช้น ้ า ไม่มีผลต่อปริมาณแคลเซียมท่ีสะสมนอกเซลล์ เม่ือ
เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (p> 0.05) ในการทดสอบท่ีใชร้ะยะเวลา 7 วนั แต่เม่ือใชท่ี้ความเขม้ขน้ท่ี 
300 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และทดสอบเป็นเวลา 14 วนั พบว่ามีผลให้การสะสมแคลเซียมมี
ปริมาณเพิ่มข้ึน เม่ือน าโปรตีนไฮโดรไลเสทมาทดสอบ พบวา่โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีไดจ้ากการยอ่ย
โปรตีนท่ีสกดัโดยใชน้ ้าร้อนเป็นเวลา 1 ชัว่โมง ท่ีความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีผลให้
การสะสมของแคลเซียมเพิ่มข้ึนสูงกวา่ท่ีพบในชุดควบคุม เม่ือทดสอบเป็นระยะเวลา 14 วนั และไม่
มีผลให้ปริมาณสะสมแคลเซียมแตกต่างจากชุดควบคุม (p> 0.05) เม่ือทดสอบเป็นเวลา 7 วนั  แต่
เม่ือใชโ้ปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีไดจ้ากการยอ่ยเป็นเวลา 6 ชัว่โมง พบวา่ไม่มีผลต่อปริมาณแคลเซียม
ดงักล่าวเม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม  (p> 0.05)  ยิ่งกว่านั้นการเพิ่มความเข้มข้นเป็น 300 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ยงัมีผลให้ปริมาณของแคลเซียมดงักล่าวลดลงต ่ากว่าชุดควบคุม  เม่ือ
ทดสอบเป็นเวลา 7 วนั 

ในขณะท่ีในระบบท่ีใชโ้ปรตีนท่ีสกดัจากกระดูกปลานิลโดยสารละลายกรดซิตริก
ท่ีความเขม้ขน้ 100 และ 300 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เม่ือการทดสอบใชร้ะยะเวลา 7 และ 14 วนั 
ตรวจพบการเพิ่มข้ึนของปริมาณแคลเซียมเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (p< 0.05)  ในส่วนของ
โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีไดจ้ากการยอ่ยโปรตีนสกดัจากกระดูกปลานิลดว้ยสารละลายกรดซิตริกเป็น
เวลา 1 ชัว่โมง และท่ีความเขม้ขน้ 300 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส าหรับการทดสอบซ่ึงใชร้ะยะเวลา 
7 วนั  และท่ีความเขม้ขน้ 100 และ 300 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส าหรับการทดสอบซ่ึงใชร้ะยะเวลา 
14 วนั สามารถเพิ่มการสะสมแคลเซียมได ้ ส่วนการยอ่ยท่ี 6 ชัว่โมงท่ีความเขม้ขน้ 300 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร ส าหรับการทดสอบซ่ึงใช้ระยะเวลา 7 วนั และ 14 วนั และท่ีความเข้มข้น 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส าหรับการทดสอบซ่ึงใชร้ะยะเวลา 14 วนั สามารถเพิ่มการสะสมแคลเซียม
ในเซลล์สร้างกระดูกดงักล่าวไดสู้งกวา่ท่ีพบในชุดควบคุม การศึกษาของ Lee และคณะ (2011) 
พบวา่โปรตีนไฮโดรไลเสทจากยสีตท่ี์ความเขม้ขน้ 10-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถเพิ่มการ
สะสมของแคลเซียมในเซลล์สร้างกระดูก MC3T3-E1 ได ้และท่ีความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร มีปริมาณการสะสมของแคลเซียมถึงร้อยละ 118.4 ± 1.2  เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม 
(p< 0.05) นอกจากน้ี Wildemann และคณะ (2007) ไดศึ้กษาผลของโกรทแฟกเตอร์ทางการคา้ 3 
ชนิด คือ Insulin growth factor-I (IGF-I), Bone morphogenic protein (BMP-2) และ Platelet 
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derived growth factor (PDGFbb) ต่อการเจริญและการดิฟเฟอเรนชิเอชนัของเซลล์ myoblast ของ
หนู (C2C12) พบว่า IGF-I และ PDGFbb สามารถกระตุน้ให้เซลล์เจริญและมีจ านวนเพิ่มข้ึน 
ในขณะท่ี BMP-2 มีผลให้การสะสมแร่ธาตุเพิ่มข้ึน เม่ือทดสอบเป็นระยะเวลา 15 วนั แต่ไม่มีผล
กระตุน้การเจริญของเซลล ์ นอกจากน้ี Chaudhary และคณะ (2004) ซ่ึงศึกษาผลของโกรทแฟกเตอร์
ต่อการดิฟเฟอเรนชิเอชนัของ HBMS cell  พบวา่ BMP-7 มีผลกระตุน้กิจกรรมอลัคาไลน์ฟอสฟา
เตส และการสะสมของแคลเซียมไดสู้งสุด และ  FGF-2 และ FGF2 ร่วมกบั BMP-7 มีผลต่อการ
สะสมแคลเซียมรองลงมา อย่างไรก็ตามโกรทแฟกเตอร์น้ีไม่มีผลกระตุน้กิจกรรมของเอนไซม์อลั
คาไลน์ฟอสฟาเตส  

จากรายงานการศึกษาโดยกลุ่มวิจยัต่างๆท่ีกล่าวมา ประกอบกบัผลการศึกษาใน
คร้ังน้ีท่ีพบวา่โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีเตรียมจากโปรตีนท่ีสกดัดว้ยสารละลายกรดและผา่นการยอ่ย
เป็นเวลา 1 หรือ 6 ชัว่โมง สามารถส่งเสริมการสะสมแคลเซียมของเซลล์ไดดี้กวา่โปรตีนไฮโดรไล
เสทท่ีเตรียมด้วยสภาวะเดียวกันแต่ใช้น ้ าในการสกัด แสดงให้เห็นว่าเปปไทด์ท่ีมีในโปรตีน
ไฮโดรไลเสททั้งสองชนิดแมจ้ะมีคุณสมบติัเป็นโกรทแฟกเตอร์ แต่อาจมีผลต่อพฒันาการของเซลล์
สร้างกระดูกในขั้นตอนท่ีต่างกนั กล่าวคือโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีเตรียมจากโปรตีนท่ีสกดัไดด้ว้ย
สารละลายกรดอาจมีเปปไทดท่ี์เป็นโกรทแฟกเตอร์ ท่ีสามารถเพิ่มการสะสมแคลเซียมนอกเซลล์ได้
ดี ในทางกลบักนัโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีเตรียมจากโปรตีนท่ีสกดัไดด้ว้ยน ้ าอาจประกอบดว้ยเปป
ไทดท่ี์สามารถท าหนา้ท่ีเป็นโกรทแฟกเตอร์ โดยไม่มีผลกระตุน้การสะสมแร่ธาตุ  

เน่ืองจากการสะสมแร่ธาตุเป็นขั้นตอนสุดทา้ยในการสร้างกระดูก ท่ีเกิดข้ึนโดย
แคลเซียมจากภายนอกเซลล์รวมตวักบัฟอสเฟตอิสระกลายเป็นแคลเซียมฟอสเฟต  แลว้เกาะตาม
โครงสร้างร่างแหท่ีอยูน่อกเซลล ์ เน่ืองจากการศึกษาของ Donida และคณะ (2009) โดยเล้ียง human 
primary osteoblast-like cell โดยอาหารท่ีมีเคซีนฟอสโฟเปปไทด์ (CPP) ทางการคา้จาก 2 แหล่ง 
พบวา่การใช ้CPP ท่ีมีแคลเซียมร้อยละ 6.6 โดยน ้าหนกั (w/w) ท าใหก้ารสะสมแคลเซียมของเซลล์มี
ปริมาณสูงสุด เม่ือเปรียบเทียบกบัการเล้ียงโดยใชอ้าหารท่ีมี CPP ซ่ึงปราศจากแคลเซียม ประกอบ
ผลการศึกษาน้ีท่ีพบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีเตรียมจากโปรตีนท่ีสกดัดว้ยสารละลายกรดพบวา่มี
แคลเซียมในปริมาณสูงนั้นสามารถกระตุ้นการสะสมของแร่ธาตุได้ดี จึงมีความเป็นไปได้ท่ี
แคลเซียมในตวัอย่างน้ีอาจมีส่วนต่อการส่งเสริมกระบวนการสะสมแคลเซียมของเซลล์ ซ่ึงการ
ตรวจสอบความเป็นไปไดข้องขอ้สมมุติฐานน้ีอาจท าไดโ้ดยการตรวจสอบการสะสมแคลเซียมของ
เซลลใ์นระบบท่ีมีเติมแคลเซียมโดยไม่ใชโ้ปรตีนไฮโดรไลเสทดงักล่าว  
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รูปท่ี 8 ผลของโปรตีนสกดั และโปรตีนไฮโดรไลเสทของโปรตีนสกดัดว้ยน ้ า (WIB) และกรด 
(AIB) และยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ปปซินเป็นเวลา 1 และ 6 ชัว่โมง ท่ีความเขม้ขน้ 0-300 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตรต่อเปอร์เซ็นตก์ารเพิ่มการสะสมแคลเซียมของเซลล์สร้างกระดูก (MC3T3-E1 cells) หลงั
ท าการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 7 วนั (b, f) และ 14 วนั (c, g) และ ยอ้มสีแคลเซียมดว้ยอะลิซารีน เรดหลงั
ท าการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 7 วนั (a), และ 14 วนั (d) (*p ˂ 0.05 แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ)   
A: WIB, B: WIB hydrolysate 1 h, C: WIB hydrolysate 6 h, D: AIB, E: AIB hydrolysate 1 h,       
F: AIB hydrolysate 6 h  

(f) 

(g) 
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5. การแยกโปรตีนไฮโดรไลเสทด้วยการกรองแบบอลัตร้าฟิลเตรช่ัน (Ultrafiltration membrane) 

5.1 ความสามารถจับแคลเซียมออิอน (Calcium binding activity)  

ความสามารถจบัแคลเซียมโดยเปปไทด์ท่ีแยกจากโปรตีนกระดูกปลาท่ีสกัดท่ี
เตรียมโดยใชส้ารละลายกรดร้อนและไม่ผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์ละท่ีแยกจากโปรตีนไฮโดรไล
เสทท่ีไดจ้ากการย่อยโปรตีนกระดูกปลาท่ีสกดัโดยใช้น ้ าร้อน แสดงดงัรูปท่ี 15 ในภาพรวมพบว่า
เปปไทดท่ี์แยกไดท้ั้งจากโปรตีนสกดัและโปรตีนไฮโดรไลเสทดงักล่าว โดยเฉพาะเปปไทด์ในกลุ่ม
ท่ีมีน ้าหนกัโมเลกุลต ่ากวา่ 1 กิโลดาลตนั และท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลระหวา่ง 1-5 กิโลดาลตนั สามารถ
จบัอิออนแคลเซียมไดดี้กว่าตวัอย่างท่ียงัไม่ผ่านการกรองแยก และเม่ือเปรียบเทียบความแตกต่าง
ระหว่างตวัอย่างพบว่า เปปไทด์ท่ีแยกไดจ้ากโปรตีนไฮโดรไลเสทของโปรตีนกระดูกปลาท่ีสกดั
ดว้ยน ้ าร้อนสามารถจบัอิออนแคลเซียมไดดี้กว่า (p< 0.05) เปปไทด์ท่ีแยกจากโปรตีนท่ีสกดัดว้ย
สารละลายกรดร้อน และเคซีนฟอสโฟเปปไทด์ (CPP) ซ่ึงเป็นผลิตภณัฑ์เปปไทด์ทางการคา้ท่ีได้
จากการย่อยเคซีนดว้ยเอนไซม์ทริปซิน ในกรณีน้ีพบว่ามีความแตกต่างจากรายงานการศึกษาของ 
Jung และคณะ (2005) ท่ีพบว่า CPP มีความสามารถจบัแคลเซียมไดสู้งกว่าเปปไทด์ท่ีแยกจาก
โปรตีนไฮโดรไลเสทจากโครงปลาโฮกิดว้ยเทคนิคอลัตร้าฟิลเตรชัน่ท่ีมีขนาดรูพรุนเท่ากบั 1 และ 5 
กิโลดาลตนั ความแตกต่างดงักล่าวน้ีอาจเป็นผลร่วมของปัจจยัหลายประการ อาทิ ความแตกต่างใน
แหล่งของ CPP วตัถุดิบเร่ิมตน้ และสภาวะการยอ่ย เป็นตน้ นอกจากน้ีรายงานการศึกษาท่ีกล่าวถึงน้ี
ยงัพบว่า เปปไทด์ของกระดูกปลาโฮกิท่ีมีขนาดโมเลกุลระหว่าง 1-5 กิโลดาลตนั สามารถจบั
แคลเซียมไดสู้งสุด ในขณะท่ีผลการศึกษาในคร้ังน้ี (รูปท่ี 15) พบว่าเปปไทด์ท่ีมีขนาดโมเลกุลต ่า
กว่า 1 kDa สามารถจบัแคลเซียมได้สูงสุด  (824.6 มิลลิกรัมแคลเซียมต่อกรัมโปรตีน) โดย
เฉพาะเปปไทด์ท่ีแยกจากโปรตีนไฮโดรไลเสทของโปรตีนกระดูกปลาท่ีสกดัดว้ยน ้ า ซ่ึงสอดคลอ้ง
กบัรายงานการศึกษาโดยใชโ้ปรตีนไฮโดรไลเสทจากเศษเหลือของกุง้ท่ีด าเนินการโดย Huang และ
คณะ (2011) ท่ีระบุว่าเปปไทด์ท่ีมีขนาดโมเลกุลต ่ากว่า 1 กิโลดาลตนั  สามารถจบัแคลเซียมได้
สูงสุด (0.445 มิลลิโมล์ต่อกรัมโปรตีน) อย่างไรก็ตามด้วยความแตกต่างในหน่วยท่ีใช้รายงาน
ความสามารถจบัอิออนแคลเซียมของรายงานการศึกษาท่ีกล่าวถึง ประกอบกบัการขาดความชดัเจน
ในส่วนของวธีิการเตรียมตวัอยา่งในบางส่วนของรายงานการศึกษาทั้ง 2 ฉบบัน้ี จึงท าให้ไม่สามารถ
เปรียบเทียบล าดบัความสามารถจบัของแคลเซียมโดยเปปไทด์จากทั้ง 3 แหล่งขา้งตน้ได ้อยา่งไรก็
ตามรายงานการศึกษาความสามารถจบัอิออนแคลเซียมโดยเปปไทด์ท่ีเตรียมจากชีววสัดุชนิดต่างๆ 
พบวา่เป็นเปปไทด์ท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลต ่าซ่ึงมีกรดอะมิโนระหว่าง 3-20 เรซิดิว เป็นเปปไทด์ชนิด
หลกัท่ีมีความสามารถจบักบัอิออนแคลเซียม (Di Bernardini et al., 2011) 
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รูปท่ี 9 กราฟแสดงค่าเฉล่ียและค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน ความสามารถจบัแคลเซียมของโปรตีนสกดั
ดว้ยสารละลายกรดและโปรตีนไฮโดรไลเสทของโปรตีนสกดัดว้ยน ้ าท่ียอ่ยเป็นเวลา 1 ชัว่โมง ท่ี
ผา่นการแยกดว้ยการกรองแบบอลัตร้าฟิลเตรชนั (MW >5 kDa, 5–1 kDa, and <1 kDa) (a-d p ˂ 0.05 
แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติระหว่างขนาดโมเลกุล, A-Bแสดงความแตกต่างอยา่งมี
นัยส าคญัทางสถิติระหว่างกลุ่มวิธีการสกดั และ *แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ
ระหวา่งกลุ่มตวัอยา่งและ CPP)  

5.2 ความสามารถต้านออกซิเดชัน (Antioxidant activity) 

ความสามารถตา้นออกซิเดชนัของเปปไทด์ท่ีแยกจากโปรตีนสกดัท่ีเตรียมโดยใช้
สารละลายกรดร้อนและไม่ผา่นการย่อยดว้ยเอนไซม ์และท่ีแยกจากโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีไดจ้าก
การยอ่ยโปรตีนกระดูกปลาท่ีสกดัโดยใชน้ ้ าร้อน เม่ือประเมินจากค่าความสามารถตา้นอนุมูลอิสระ 
DPPH และ ABTS ความสามารถรีดิวส์ และความสามารถจบัอิออนของโลหะ ท่ีแสดงดงัรูปท่ี 16 
พบว่าความสามารถรีดิวส์และความสามารถจบัอิออนของโลหะโดยเปปไทด์ท่ีแยกได้ทั้ งจาก
โปรตีนสกัดและโปรตีนไฮโดรไลเสทสูงกว่าตัวอย่างท่ีไม่ผ่านการกรองแยก  ในขณะท่ี
ความสามารถตา้นอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS ของตวัอยา่งเร่ิมตน้มีค่าสูงกวา่เปปไทด์ท่ีแยกได ้
ในกรณีน้ีพบวา่มีความแตกต่างจากรายงานการศึกษาของ Ajibola และคณะ (2011) พบวา่โปรตีน
ไฮโดรไลเสทของ African Yam Bean Seed  มีความสามารถจบัอนุมูลอิสระ DPPH ต ่ากวา่ เปปไทด์
ท่ีแยกได้จากโปรตีนไฮโดรไลเสทน้ีด้วยเทคนิคอลัตร้าฟิลเตรชั่น โดยเฉพาะในกลุ่มเปปไทด์ท่ี
ขนาดโมเลกุลต ่ากว่า 1 กิโลดาลตนั ในขณะท่ีความสามารถจบัอิออนของโลหะนั้นโปรตีน
ไฮโดรไลเสทเร่ิมตน้ท่ีไม่ผา่นการแยกกลบัสูงกวา่เปปไทดท่ี์แยกได ้ ในขณะท่ีผลการศึกษาในคร้ังน้ี
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สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Tang และคณะ (2009) ท่ีพบวา่โปรตีนไฮโดรไลเสทของ zein เร่ิมตน้ท่ี
ไม่ผ่านการแยก มีความสามารถจบัอนุมูลอิสระ ABTS ไดสู้งกว่าเปปไทด์ท่ีไดจ้ากการแยกดว้ย
เทคนิคอลัตร้าฟิลเตรชัน่ท่ีมี MWCO 10, 5, 3 และ 1 กิโลดาลตนั 

เม่ือเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างตวัอย่างพบว่าเปปไทด์กลุ่มท่ีมีน ้ าหนัก
โมเลกุลต ่ากวา่ 5 กิโลดาลตนั ท่ีแยกไดจ้ากโปรตีนไฮโดรไลเสทของโปรตีนสกดัจากกระดูกปลานิล
ดว้ยน ้ าร้อนมีความสามารถตา้นออกซิเดชันไดดี้กว่าเปปไทด์ท่ีแยกจากโปรตีนสกดัท่ีเตรียมด้วย
สารละลายกรดร้อน เม่ือประเมินความสามารถตา้นอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS  ความสามารถ
จบัอิออนของโลหะ โดยเฉพาะกลุ่มเปปไทด์ท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลต ่ากว่า 1 กิโลดาลตนั ในขณะท่ี
ความสามารถรีดิวซ์ของเปปไทดท่ี์มีน ้าหนกัโมเลกุลสูงกวา่ 5 กิโลดาลตนั ไม่มีความแตกต่างอยา่งมี
นัยส าคญั (p> 0.05) กบัเปปไทด์ท่ีแยกได้จากโปรตีนทั้งสอง ยิ่งกว่านั้นเปปไทด์ในกลุ่มน้ียงัมี
ความสามารถรีดิวส์สูงสุดดว้ย 

รายงานการศึกษาท่ีกล่าวถึงความสัมพนัธ์ระหวา่งขนาดโมเลกุลของเปปไทด์และ
สมบติัตา้นออกซิเดชนัมีความหลากหลายเช่น Mendis และคณะ (2005) พบวา่เปปไทด์ท่ีแยกไดจ้าก
เจลาตินไฮโดรไลเสทจากหนงัปลาหมึกท่ีมีขนาดโมเลกุลต ่ากว่า 3 กิโลดาลตนั มีความสามารถ
สูงสุดในการจบัอนุมูลอิสระ DPPH  นอกจากน้ี Fan และคณะ (2012) พบว่าเปปไทด์ท่ีแยกจาก
โปรตีนไฮโดรไลเสทจากโครงปลานิลดว้ยเทคนิคอลัตร้าฟิลเตรชัน่ท่ีมีขนาดโมเลกุลต ่ากวา่ 1 กิโล
ดาลตนั สามารถจบัอนุมูล DPPH ได้สูงสุด ซ่ึงคณะวิจยัได้อธิบายว่ากรณีท่ีเปปไทด์ท่ีมีขนาด
โมเลกุลต ่ามีความสามารถต้านออกซิเดชันได้ดีกว่านั้ น อาจจะเป็นไปได้ว่าเปปไทด์ท่ีมีขนาด
โมเลกุลต ่าประกอบดว้ยกรดอะมิโนท่ีจบักบัอนุมูลอิสระไดง่้าย  ในขณะท่ี Je และคณะ (2005) 
พบวา่โปรตีนไฮโดรไลเสทจากโครงปลาโฮกิท่ียอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ปปซินท่ีขนาดโมเลกุลระหวา่ง 1-3 
กิโลดาลตนั มีความสามารถจบัอนุมูล DPPH และความสามารถจบั superoxide anion ไดสู้งสุด 
นอกจากน้ี Girgih และคณะ (2011) พบวา่เปปไทด์ท่ีแยกไดจ้ากโปรตีนไฮโดรไลเสทของเมล็ดป่าน
ท่ีมีขนาดโมเลกุลระหวา่ง 5-10 กิโลดาลตนั มีความสามารถรีดิวส์และความสามารถจบัอิออนของ
โลหะไดสู้งสุด ในขณะท่ีการศึกษาของ Foh และคณะ (2010) พบวา่โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีเตรียม
ไดจ้ากกลา้มเน้ือปลานิลท่ีผา่นการแยกดว้ยเทคนิคอลัตร้าฟิลเตรชนั มีความสามารถจบัอิออนของ
โลหะ และความสามารถรีดิวส์สูงสุด โดยเฉพาะในกลุ่มเปปไทด์ท่ีมีขนาดโมเลกุล 1 กิโลดาลตนั 
อยา่งไรก็ตามความหลากหลายของรายงานการศึกษาดงัท่ีกล่าวมานั้น อาจจะมาจากปัจจยัต่างๆ เช่น 
ความแตกต่างของวตัถุดิบเร่ิมตน้  สภาวะของการยอ่ยโปรตีน และชนิดและล าดบัของกรดอะมิโน
ในสายเปปไทด ์เป็นตน้ อยา่งไรก็ตามโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีมีคุณสมบติัตา้นออกซิเดชนัส่วนใหญ่
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จะมีขนาดโมเลกุลระหวา่ง 500 - 3000 ดาลตนั ซ่ึงเป็นเปปไทด์ท่ีมีกรดอะมิโนระหวา่ง 5-16 เรซิดิว 
(Chen et al., 1998) 
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รูปท่ี 10 กราฟแสดงค่าเฉล่ียและค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของความสามารถตา้นอนุมูล DPPH (a) และ 
ABTS (b), ความสามารถรีดิวส์ (c) และ ความสามารถจบัโลหะ (d) ของโปรตีนสกดัดว้ยกรด และ
โปรตีนไฮโดรไลเสทจากโปรตีนสกดัดว้ยน ้า ท่ียอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ปปซินเป็นเวลา 1 ชัว่โมง และแยก
ดว้ยการกรองแบบอลัตร้าฟิลเตรชนั (น ้ าหนกัโมเลกุล มากกวา่ 5 kDa, 1-5 kDa, และ นอ้ยกว่า         
1 kDa) (a-d p ˂ 0.05 แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติระหวา่งขนาดโมเลกุล และ               

A-Bแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติระหวา่งกลุ่มวธีิการสกดั)  
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บทที ่4 

บทสรุป 

1. องคป์ระกอบเคมีของกระดูกปลานิลประกอบดว้ย โปรตีน ไขมนั ความช้ืน และเถา้ ใน
ปริมาณร้อยละ 24.43, 3.34, 7.65 และ 60.82 ของน ้าหนกัแหง้ ตามล าดบั  

2. การสกดัโปรตีนจากกระดูกปลานิลท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ดว้ยสารละลายกรดซิ
ตริก (ร้อยละ 5 โดยน ้ าหนักต่อปริมาตร) นาน 75 นาที ท าให้ได้ผลผลิตโปรตีนสูงสุด                   
(ร้อยละ 70.38)     

3. การยอ่ยโปรตีนสกดัของกระดูกปลานิลโดยเอนไซมเ์ปปซิน เป็นเวลา 6 ชัว่โมง พบวา่ 
อตัราการย่อยโปรตีนท่ีสกัดได้โดยใช้สารละลายกรดมีค่าสูงสุด และสูงกว่าอตัราการย่อยของ
โปรตีนสกดัท่ีใชน้ ้าร้อนประมาณ 2 เท่า  

4. โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีเตรียมจากโปรตีนสกดัดว้ยน ้ าร้อน มีความสามารถตา้นอนุมูล
อิสระ DPPH และ ABTS, ความสามารถรีดิวส์ ความสามารถจบัอิออนของโลหะ และความสามารถ
จบัแคลเซียมไดสู้งกวา่ความสามารถดงักล่าวของโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีเตรียมจากโปรตีนสกดัดว้ย
สารละลายกรด  

5. โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีไดจ้ากการยอ่ยโปรตีนสกดัจากกระดูกปลานิลโดยใชน้ ้ า นาน 6 
ชัว่โมง สามารถกระตุน้ใหเ้ซลลส์ร้างกระดูก (MC3T3-E1) เพิ่มจ านวนได ้ 

6. โปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีไดจ้ากโปรตีนท่ีสกดัดว้ยน ้ าร้อนและย่อยเป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
สามารถกระตุน้กิจกรรมเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตส และโปรตีนท่ีสกดัดว้ยสารละลายกรด และ
ยอ่ยเป็นเวลา 1 และ 6 ชัว่โมง สามารถเพิ่มการสะสมแคลเซียมของเซลลส์ร้างกระดูกไดดี้ท่ีสุด  

7. โปรตีนสกดัและโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีไดจ้ากโปรตีนท่ีสกดัดว้ยน ้ าและยอ่ยเป็นเวลา 1 
ชัว่โมงท่ีแยกดว้ยเทคนิคอลัตร้าฟิลเตรชัน่ท่ีมีขนาดรูพรุนเท่ากบั 1 และ 5 กิโลดาลตนั พบวา่ เปป
ไทด์ท่ีแยกได้มีความสามารถจบัแคลเซียม และความสามารถต้านออกซิเดชัน เม่ือประเมินจาก
ความสามารถจบัอิออนของโลหะ และความสามารถรีดิวส์ ท่ีมีค่าสูงกวา่ตวัอยา่งท่ีไม่ผา่นการกรอง
แยก ในขณะท่ีความสามารถตา้นอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS ของตวัอย่างเร่ิมตน้สูงกว่าเปป
ไทดท่ี์แยกได ้

8. เปปไทดใ์นกลุ่มท่ีมีน ้าหนกัโมเลกุลต ่ากวา่ 5 กิโลดาลตนั ท่ีแยกไดจ้ากโปรตีนไฮโดรไล
เสทของโปรตีนสกดัจากกระดูกปลานิลดว้ยน ้ามีความสามารถจบัแคลเซียม และ ความสามารถตา้น
อนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS และความสามารถจบัอิออนของเหล็ก ไดดี้กวา่เปปไทด์ท่ีแยกจาก
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โปรตีนสกัดด้วยสารละลายกรด โดยเฉพาะเปปไทด์ท่ีมีน ้ าหนักโมเลกุลต ่ากว่า 1 กิโลดาลตัน 
ในขณะท่ีเปปไทด์ท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลสูงกว่า 5 กิโลดาลตนั จากตวัอย่างทั้งสอง มีความสามารถ
รีดิวส์สูงสุด 
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ภาคผนวก 

วธิีการวเิคราะห์ 

การเตรียมตัวอย่าง 

น าโครงปลานิลท่ีได ้มาท าละลาย โดยให้น ้ าไหลผา่นถุงท่ีบรรจุโครงปลา จากนั้น 
สับโครงปลาให้ได้ขนาดประมาณ 1 เซนติเมตร น ามาล้างท าความสะอาด วางให้สะเด็ดน ้ าท่ี
อุณหภูมิห้องประมาณ 10 นาที ก่อนน าไปย่อยด้วยเอนไซม์ทางการคา้ เพื่อน าส่วนของโปรตีน
ไฮโดรไลเสทจากเน้ือปลาท่ีติดกบัโครงกระดูกปลาไปทดสอบต่อไป น าส่วนท่ีเป็นกระดูกปลามา
ลา้งน ้าท าความสะอาด และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

1. การวเิคราะห์องค์ประกอบทางเคมี 

1.1 การวเิคราะห์ปริมาณความช้ืน โดยวธีิ AOAC (2000) 

อุปกรณ์ 
1. เคร่ืองชัง่ละเอียด  4  ต าแหน่ง 
2. ภาชนะอลูมิเนียม  (Moisture can)  พร้อมฝาปิด 
3. ตูอ้บไฟฟ้าท่ีควบคุมอุณหภูมิได ้
4. โถดูดความช้ืนท่ีมีสารดูดความช้ืน 

วธีิการ 

1. ชัง่ตวัอยา่งประมาณ  2.0000  0.05  กรัมท่ีเหมาะสมใหท้ราบน ้าหนกัท่ีแน่นอน 
2. ใส่ในภาชนะอลูมิเนียมโดยเปิดฝาเล็กนอ้ย  ซ่ึงผา่นการอบ  30  นาทีและทราบน ้ าหนกั

ท่ีแน่นอน 
3. อบให้แห้งในตูอ้บไฟฟ้าท่ีอุณหภูมิ  102  3  องศาเซลเซียส  เป็นเวลาประมาณ  3  

ชัว่โมง 
4. จากนั้นน าภาชนะออกจากตูอ้บไฟฟ้า ทิ้งใหเ้ยน็ในโถดูดความช้ืน 
5. ชัง่น ้าหนกั  น าไปอบซ ้ าอีกคร้ัง  คร้ังละ  30  นาที  จนกระทัง่ไดน้ ้าหนกัท่ีคงท่ี 
6. น าผลท่ีไดไ้ปค านวณหาปริมาณความช้ืนดงัน้ี 

วธีิค านวณ เปอร์เซ็นตค์วามช้ืน =  
w-w

w-100

1

21w  
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เม่ือ w = น ้าหนกัของจานอลูมิเนียมพร้อมฝาปิด (กรัม) 
 w1 = น ้าหนกัของจานอลูมิเนียมพร้อมฝาปิด  และตวัอยา่งก่อนอบ  (กรัม) 
 w2 = น ้าหนกัของจานอลูมิเนียมพร้อมฝาปิด  และตวัอยา่งหลงัอบ  (กรัม 

 
1.2 การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีน โดยวธีิเจลดาห์ล (AOAC, 2000) 

อุปกรณ์ 
1. อุปกรณ์การยอ่ย 
2. อุปกรณ์การกลัน่ 
3. อุปกรณ์การไตเตรท 

สารเคมี 
1. กรดซลัฟูริกเขม้ขน้ 
2. สารละลาย NaOH 40% 
3. สารละลายบอริก  4% 
4. Catalyst  (ตวัเร่งปฏิกิริยา)  ประกอบดว้ย K2SO4  98%  และ  CuSO4  2% 
5. สารละลายอินดิเคเตอร์  เมธิลเรด 
6. กรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้  0.1 N 

วธีิการ 
เตรียมตวัอยา่ง 
1. ชัง่ตวัอยา่งมาประมาณ  0.5 – 1.0  กรัม  อยา่งละเอียดใส่ลงในหลอดยอ่ย 
2. ใส่คะตะลิสต ์ ประมาณ  10  กรัม 
3. เติมกรดซลัฟูริกเขม้ขน้  ลงไปประมาณ  10 – 15  มิลลิลิตร   
การยอ่ย 
4. เปิดเคร่ืองยอ่ย  แลว้ตั้งหลอดยอ่ยในเคร่ือง  สวมเคร่ืองดกัจบัไอกรดลงบนส่วนบนของ 

  หลอดยอ่ย  และเปิด Power  ของเคร่ืองดกัจบัไอกรด  โดยท าการยอ่ยในตูดู้ดควนั 
5. กดปุ่ม  Start  ท่ีเคร่ืองยอ่ย  เม่ืออุณหภูมิได ้ 420  องศาเซลเซียสแลว้  เคร่ืองจะท าการ 
ยอ่ยต่อไปอีก  1  ชัว่โมง  จนตวัอยา่งเป็นสารละลายสีเขียวใส  (หากเม่ือครบ  1  ชัว่โมง
แลว้ยงัไม่เป็นสีเขียวใสใหท้ าการยอ่ยต่อ) 
6. ยกหลอดยอ่ยออกมาตั้งพกัไวใ้หเ้ยน็ 
7. ปิด Power  เคร่ืองย่อย  แต่ยงัคงเปิดเคร่ืองดกัจบัไอกรดไวเ้พื่อดกัจบัไอกรดท่ียงัคง

เหลืออยู ่
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การกลัน่ 
8. เปิด  Power  เคร่ืองหล่อเยน็  แลว้เปิดเคร่ืองกลัน่ท าการลา้งระบบดว้ยการลา้งน ้ากลัน่ 
9. ตวงกรดบอริค 4%  25  มิลลิลิตร  ใส่ลงในขวดรูปชมพูข่นาด  500  มิลลิลิตร  พร้อม 
หยดอินดิเคเตอร์  น าหลอดย่อยประกอบเขา้กบัเคร่ืองกลัน่  และวางไวบ้ริเวณ  Plateform 
ใหแ้ท่งแกว้จุ่มอยูใ่ตก้รดบอริก 
10. ปิด  Safety door  ลง  เคร่ืองกลัน่จะท าการกลัน่เป็นเวลาประมาณ  4  นาที 
11. เม่ือกลัน่เสร็จแลว้  เอาขวดรูปชมพู ่ และหลอดยอ่ยออกจากเคร่ือง 
12. น าสารละลายในขวดรูปชมพู่ไปไทเทรตกบัสารละลายไฮโดรคลอริกเขม้ขน้  0.1 N  
จนไดส้ารละลายเป็นสีชมพูอ่อน 
13. ค านวณผลการวิเคราะห์ดงัน้ี 

 

เปอร์เซ็นต์ไนโตรเจน = 
( ) ( )

( ) 1000×

100×/×v2-1×14

gSampleofWeight

LmolHCLofNormalityv
 

เม่ือ v1  = ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกท่ีไตเตรทตวัอยา่ง 
 v2  = ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกท่ีไตเตรท blank 
เปอร์เซ็นต์โปรตีน = เปอร์เซ็นตไ์นโตรเจน conversion factor 
เม่ือ Conversion factor = 6.25 

1.3 การวเิคราะห์ปริมาณไขมัน โดยวธีิของ AOAC (2000) 

อุปกรณ์และสารเคมี 
1. ตูอ้บลมร้อน 
2. เคร่ืองสกดัไขมนัแบบ soxhlet 
3. ปิโตรเลียมอีเทอร์ 
4. ตวัอยา่งอาหาร 

วธีิการ 
1. อบขวดกน้กลมส าหรับหาปริมาณไขมนั ซ่ึงมีขนาดบรรจุ 250 มิลลิลิตร ในตูอ้บไฟฟ้า

ท่ี 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง แล้วน าออกจากตู้อบไฟฟ้าใส่ไวใ้น
โถดูดความช้ืนปล่อยทิ้งไวจ้นอุณหภูมิของภาชนะลดลงเท่ากบัอุณหภูมิห้อง แลว้น าไป
ชัง่น ้าหนกั 
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2.  ชัง่ตวัอยา่งอาหาร 5  กรัม (จดน ้าหนกัท่ีแน่นอน) ลงในกระดาษแลว้ห่อให้มิดชิดใส่ลง
ในหลอดส าหรับใส่ตวัอยา่ง คลุมดว้ยส าลีเพื่อใหส้ารละลายกระจายตวัสม ่าเสมอ 

3. เติมปิโตรเลียมอีเทอร์ลงในขวดส าหรับหาไขมนั 150 มล. แลว้วางบนเตา 
4. ประกอบชุดสกดัไขมนั พร้อมเปิดน ้ าหล่อเย็น อุปกรณ์ควบแน่น และเปิดสวิทช์ให้

ความร้อน 
5. สกดัไขมนันาน 14 ชัว่โมง เม่ือครบเวลา น าหลอดตวัอยา่งออกจากซอคเลต และกลัน่

เก็บสารท าละลายจนเหลือสารละลายในชวดเล็กนอ้ย 
6. อบขวดหาไขมนัในตูอ้บไฟฟ้าท่ี 105 องศาเซลเซียส จนแห้งน าออกจากตูใ้ส่ไวใ้น

โถดูดความช้ืน ปล่อยทิ้งไวจ้นอุณหภูมิของภาชนะลดลงเท่าอุณหภูมิห้อง แลว้น าไปชั้ง
น ้าหนกั 

7. ค านวณหาปริมาณไขมนั 
% ไขมนั     =            น ้าหนกัไขมนั          X  100  
                          น ้าหนกัตวัอยา่งอาหาร 

1.4 การวเิคราะห์หาปริมาณเถ้า (Ash) โดยวธีิ AOAC (2000) 

อุปกรณ์ 
1. เคร่ืองชัง่ชนิดทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
2. เตาไฟฟ้า 
3. เตาเผา (muffle furnace) 
4. ถว้ยส าหรับเผาเถา้ (porcelain dish) 
5. โถดูดความช้ืน (dessicator) 

วธีิการ 
1. น าถว้ยเปล่าอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง เอาออกใส่ใน
โถดูดความช้ืนปล่อยใหเ้ยน็ แลว้ชัง่น ้าหนกัท่ีแน่นอน 
2. ชัง่ตวัอยา่งใส่ลงในถว้ยท่ีทราบน ้าหนกัแน่นอน ประมาณ 2 กรัม น าไปเผาบนเตาไฟฟ้า 
จนหมดควนั 
3. น าตวัอย่างท่ีเผาไล่ควนั แลว้ไปเผาต่อในเตาเผา (Muffer furnace) อุณหภูมิ600 องศา
เซลเซียส นาน 5-12 ชัว่โมง แลว้ปิดสวิทช์เตาเผา เปิดฝาเตาออกรอจนอุณหภูมิภายในเตา
ลดเหลือประมาณ100 องศาเซลเซียส เพื่อป้องกนัมิให้ถว้ยสัมผสัอากาศเยน็กะทนัหัน ซ่ึง
อาจท าใหถ้ว้ยแตกได ้
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4. น าถว้ยออกมาใส่ในโถดูดความช้ืน ปล่อยใหเ้ยน็ ชัง่น ้าหนกั 
การค านวณ 

% เถา้ =       (W2– W1) x 100 
                                   น ้าหนกัตวัอยา่ง 

W1 คือ น ้าหนกัถว้ย 
W2 คือ น ้าหนกัถว้ย + น ้าหนกัตวัอยา่งหลงัการเผา 

2.การวเิคราะห์ความสามารถต้านออกซิเดชัน (antioxidant activity) 

2.1 การตรวจสอบสอบกจิกรรมการต้านออกซิเดชัน DPPH  
อุปกรณ์ 

1. ไมโครปิเปตขนาด 10-200 และ 100-1000 ไมโครลิตร 

2. Microplate ขนาด 96 หลุม 

3. เคร่ือง microplate reader 

สารเคมี 

1. Absolute methanol 

2. DPPH (2,2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl) 

3. Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic) 

วธีิการ 
การเตรียมสารละลายของ DPPH ในเมทานอล 

 เตรียม DPPH ใหมี้ความเขม้ขน้ 200 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยชัง่น ้าหนกั 
DPPH 0.0039 กรัม ละลายดว้ยเมทานอล โดยกวนต่อเน่ืองอยา่งนอ้ย 3 ชัว่โมงเพื่อให ้DPPH ละลาย
หมด 
วธีิการทดสอบ 

1. สารละลายตวัอยา่ง หรือ สารละลายมาตรฐาน 100 ไมโครลิตร ผสมกบัสารละลายของ 

DPPH 100 ไมโครลิตร 

2. ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที ในท่ีมืด 

3. เตรียมแบลงคโ์ดยใชน้ ้ากลัน่แทนตวัอยา่ง 
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4. เตรียมกราฟมาตรฐานโดยใชส้ารละลาย Trolox ท่ีความเขม้ขน้ 10-100 ไมโครโมลาร์ 

5. น าตวัอยา่งไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตรและเปรียบเทียบ

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดก้บักราฟมาตรฐาน 

2.2 การตรวจสอบกจิกรรมการต้านออกซิเดชัน ABTS 

สารเคมี 
1. ABTS (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) 

2. Potassium persulphate 

3. Trolox 

4. Absolute Methanol 

5. Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic) 

วธีิการ 
การเตรียมสารละลาย ABTS 

1. เตรียม ABTS ใหมี้ความเขม้ขน้ 7.4 มิลลิโมลาร์ โดยชัง่ ABTS 0.0203 กรัม ละลายและ

ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ให้ได ้5 มิลลิลิตร 

2. เตรียม potassium  persulphate ใหมี้ความเขม้ขน้ 2.6 มิลลิโมลาร์ โดยชัง่ potassium  

persulphate 0.0035 กรัม ละลายและปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ด ้5 มิลลิลิตร 

3. น าสารละลายในขอ้ 1.1 และ 1.2 ผสมกนัในอตัราส่วน 1:1 ตั้งทิ้งไวใ้นท่ีมืด 

อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง 

4. ปิเปตสารละลาย ABTS 1 มิลลิลิตร ลงในเมทานอลปริมาตร 25 มิลลิลิตรผสมใหเ้ขา้

กนั 

5. น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 734 นาโนเมตร ปรับสารละลายจนกวา่จะ

ไดค้่าการดูดกลืนแสงในช่วง 1.1 ± 0.02 
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วธีิการทดสอบ 

1. สารละลายตวัอยา่งหรือสารละลายมาตรฐาน 150 ไมโครลิตร ผสมกบัสารละลายของ 

ABTS ท่ีเตรียมไว ้ 2850 ไมโครลิตร 

2. ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชัว่โมง ในท่ีมืด  

3. เตรียมแบลงคโ์ดยใชน้ ้ากลัน่แทนตวัอยา่ง 

4. เตรียมกราฟมาตรฐานโดยใชส้ารละลาย Trolox ท่ีความเขม้ขน้ 10-100 ไมโครโมลาร 

5. วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 734 นาโนเมตร และเปรียบเทียบค่าการดูดกลืน

แสงท่ีไดก้บักราฟมาตรฐาน 

2.3 การตรวจสอบความสามารถรีดิวส์ (reducing power activity) 

สารเคมี  

1. ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์, พีเอช 6.6 

2. สารละลาย potassium ferricyanide เขม้ขน้ร้อยละ 1  

3. สารละลาย trichloroacetic acid เขม้ขน้ร้อยละ 10 

4. สารละลาย FeCl3 เขม้ขน้ร้อยละ 0.1  

5. สารมาตรฐาน Ascorbic acid  

วธีิการ 

1. ผสมตวัอยา่งโปรตีนไฮโดรไลเสทปริมาตร 1 มิลลิลิตร กบัฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ปริมาตร

1 มิลลิลิตรและสารละลาย potassium ferricyanide ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

2. น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 

3. เติมสารละลาย trichloroacetic acid ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

4. แบ่งส่วนผสมออกมา 1 มิลลิลิตร เติมน ้ากลัน่ 1 มิลลิลิตร และสารละลาย FeCl3 200 

ไมโครลิตร 

5. น าตวัอยา่งๆปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 700 นาโนเมตรและเปรียบเทียบ

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดก้บักราฟมาตรฐาน 
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2.4 การตรวจสอบความสามารถในการจับโลหะ (Metal chelating activity) 

สารเคมี 

1. สารละลาย FeCl2 เขม้ขน้ 2 มิลลิโมลาร์ 

2. สารละลาย ferrozine เขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาร์ 

3. สารละลาย EDTA  

วธีิการ 

1. ผสมตวัอยา่งโปรตีนไฮโดรไลเสท 1 มิลลิลิตร กบัน ้ากลัน่ 3.7 มิลลิลิตร  

2. เติมสารละลาย FeCl2 0.1 มิลลิลิตร และ สารละลาย ferrozine 0.2 มิลลิลิตร 

3. วางทิ้งไว ้20 นาทีท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

4. น าตวัอยา่งไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 562 นาโนเมตรและเปรียบเทียบค่าการดูดกลืน

แสงท่ีไดก้บักราฟมาตรฐาน 
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3. การวเิคราะห์ระดับการย่อยสลาย (Degree of hydrolysis) 

สารเคมี 

1. สารมาตรฐาน L-serine 

2. สารละลาย OPA (o-phthalaldehyde ) ความเขม้ขน้ 6 มิลลิโมลาร์ 

3. สารละลาย DL-dithiothreitol ความเขม้ขน้ 5.7 มิลลิโมลาร์ 

4. สารละลาย Sodium tetraborate ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ 

5. สารละลาย SDS (sodium dodecyl sulfate) ความเขม้ขน้ร้อยละ 2 

วธีิการ 

1. ดูดตวัอยา่งโปรตีนไฮโดรไลเสทมา 0.4 มิลลิลิตร เติมสารละลาย OPA 3 มิลลิลิตร  

2. วางทิ้งไว ้20 นาทีท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

3. น าตวัอยา่งไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 340 นาโนเมตร 

4. น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดไ้ปค านวณเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานและค านวณ

เป็นค่าระดบัการยอ่ยสลาย 

การค านวณ 

DH = [(Lt-L0) / (Ltotal-L0)] × 100 

เม่ือ  Lt คือ จ านวนหมู่ α-amino ทั้งหมดในตวัอยา่งท่ียอ่ยเป็นเวลา t 

 L0 คือ จ านวนหมู่ α-amino ทั้งหมดในตวัอยา่งเร่ิมตน้ 

 Ltotal  คือ จ านวนหมู่ α-amino ทั้งหมดในตวัอยา่งเร่ิมตน้ท่ีผา่นการยอ่ยโดย

สมบูรณ์แลว้ (ยอ่ยในสารละลายกรดไฮโดรคลอริกท่ีความเขม้ขน้ 6 นอร์มอล ท่ี

อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง) 
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