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บทคัดย่อ

เท้าไก่ใช้เป็นแหล่งของคอลลาเจนและเจลาตินที่มีคุณภาพสูง ซึ่งน�ามาผลิตเป็นโปรตีนไฮโดรไลเสตที่สามารถออกฤทธิ์

ทางชีวภาพเป็นการท�าให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีมูลค่าเพิ่มมากขึ้น โดยการวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของปริมาณเปปซิน 

(0.02–5% w/w) ร่วมกับระยะเวลาในการย่อย (2–8 ชั่วโมง) เพื่อผลิตคอลลาเจนไฮโดรไลเสตจากเท้าไก่ต่อความสามารถ

ในการยับยั้งการเกิดออกซิเดชันด้วยวิธีพื้นท่ีผิวตอบสนอง (Response Surface Methodology) ซึ่งออกแบบการทดลอง

แบบ Central Composite Design (CCD) จากผลการวิจัยพบว่า ปริมาณเปปซินร่วมกับระยะเวลาที่ใช้ในการย่อยมีความ

สมัพนัธ์กบัปรมิาณโปรตนีและปรมิาณโปรตนีทีไ่ม่ชอบน�า้โดยจะเพิม่มากขึน้เมือ่เพิม่ปรมิาณเปปซิน อกีทัง้ยงัสัมพนัธ์กบัความ

สามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS ท่ีจะเพิ่มมากขึ้นในระดับหนึ่งและลดลงเมื่อปริมาณเปปซินและระยะเวลาใน

การย่อยเพิ่มขึ้น และเมื่อน�ามาทวนสอบความแม่นย�าของสมการจะเห็นได้ว่าทั้ง 3 ค่าตอบสนองมี Error (%) ต�่า เนื่องจาก

ค่าตอบสนองทีไ่ด้จากการทดลองมค่ีาใกล้เคยีงกบัการท�านาย โดยสภาวะทีเ่หมาะสมทีส่ดุในการผลติคอลลาเจนไฮโดรไลเสต

จากเท้าไก่ให้มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS มากที่สุด คือการใช้เปปซิน 2.08% (w/w) ร่วมกับใช้ระยะ

เวลาในการย่อย 4.48 ชั่วโมง 

ค�าส�าคัญ: คอลลาเจนไฮโดรไลเสต เท้าไก่ เปปซิน ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ

การอ้างองิบทความ: มธัญาณ ีโลมจะบก, นสิานารถ กระแสร์ชล และ สามารถ สายอุต, “ผลของเปปซนิและระยะเวลาต่อความสามารถในการยบัยัง้

อนุมูลอิสระของคอลลาเจนไฮโดรไลเสตจากเท้าไก่ด้วยวิธีพื้นที่ผิวตอบสนอง,” วารสารวิชาการพระจอมเกล้าพระนครเหนือ, ปีที่ 31, ฉบับที่ 2,  

หน้า 367–377, เม.ย.–มิ.ย. 2564.

http://dx.doi.org/10.14416/j.kmutnb.2020.12.005


368
The Journal of KMUTNB., Vol. 31, No. 2, Apr.–Jun. 2021

วารสารวิชาการพระจอมเกล้าพระนครเหนือ ปีที่ 31, ฉบับที่ 2 เม.ย.–มิ.ย. 2564

Effect of Pepsin and Hydrolysis Time on Antioxidative Activity of Collagen 

Hydrolysate from Chicken Feet through Response Surface Methodology

Mattayanee Lomjabok, Nisanarth Krasaechol* and Samart Sai-Ut
Department of Food science, Faculty of Science, Burapha university, Chon Buri, Thailand

* Corresponding Author, Tel. 0 3810 3137, E–mail: nisanart@go.buu.ac.th        DOI: 10.14416/j.kmutnb.2020.12.005

Received 23 April 2020; Revised 22 May 2020; Accepted 29 May 2020; Published online: 14 December 2020

© 2021 King Mongkut’s University of Technology North Bangkok. All Rights Reserved.

Abstract

Chicken feet contain high quality collagen and gelatin, which can produce proteins hydrolysate with 

bioactivity, resulting in higher value-added products. The objective of this study was to study the effect 

of pepsin content (0.02–5% w/w) in combination with digestion time (2–8 hours) to produce collagen 

hydrolysate from chicken feet with antioxidative activities through Response Surface Methodology (RSM). 

The experiment was Central Composite Design (CCD). The results showed that pepsin concentration and 

digestion time were related to the protein content and the hydrophobicity protein content. Increasing in 

pepsin concentration made protein content and hydrophobicity value of collagen hydrolysate higher. In 

addition, ABTS radical scavenging activity increased up to a certain level, and then, decreased when the 

pepsin concentration and digestion time increased more. To confirm the validity of the statistical model, 

all responses had low error value (%) because the observation values were close to the predicted values. 

Optimization by RSM showed that using 2.08% (w/w) pepsin with the digestion time of 4.48 hours could 

produce collagen hydrolysate with the highest ABTS radical scavenger activity. 
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1. บทน�า

 เท้าไก่เป็นผลพลอยได้ทีเ่กิดขึน้ประมาณ 3.9 ล้านตนัต่อปี  

[1] ซ่ึงถอืว่าเป็นแหล่งของโปรตนีทีส่�าคญั [2] โดยผลพลอยได้

จากเท้าไก่มีองค์ประกอบของคอลลาเจนและเจลาตินที่มี

มลูค่าสงู [3] การพฒันาให้มูลค่าสงูข้ึนอกี คอืการผลติโปรตนี 

ไฮโดรไลเสตซึ่งมีแนวโน้มเติบโตข้ึนเรื่อยๆ เน่ืองจากโปรตีน

ไฮโดรไลเสตที่ผลิตจากกระบวนการย่อยโปรตีนสามารถ

ปรับปรุงคุณสมบัติของโปรตีนให้ออกฤทธิ์ทางชีวภาพได้ [4] 

เช่น ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ การต้านจุลินทรีย์ การต้าน 

ความดนัโลหติสงู และการชะลอวยั [5] ปัจจบุนัมกีารใช้แหล่ง 

โปรตีนจากสัตว์หลายชนิดที่สามารถน�ามาผลิตเปปไทด์ 

หรือโปรตีนไฮโดรไลเสตมาใช้ประโยชน์ในการเป็นสารต้าน

อนมุลูอสิระ [6] โดยชนดิของเอนไซม์โปรตเิอสทีใ่ช้ในการย่อย 

มีประสิทธิภาพในการย่อยที่แตกต่างกัน ซึ่งส่งผลต่อขนาด

ของโปรตีน และล�าดับของกรดอะมิโนในสายเปปไทด์ [7] 

โปรติเอสที่นิยมใช้ ได้แก่ เปปซิน ทริปซิน ไคโมทริปซิน  

อลัคาเลส ฟลาโวไซม์ และนวิเทรส [8] นอกจากนีค้วามเข้มข้น 

ของเอนไซม์ ชนิดของซับสเตรตและสภาวะในการย่อยส่งผล 

ต่อกิจกรรมการท�างานของเอนไซม์ โดยจากการรายงานของ 

Lee และคณะ [9] ศึกษากิจกรรมทางชีวภาพจากการย่อย 

เจลลาตินจากหนังเป็ดโดยใช้เอนไซม์หลายชนิด ใช้ปริมาณ

เอนไซม์ 0.02% w/w และระยะเวลาในการการย่อย 8 ช่ัวโมง  

พบว่า เปปซนิมฤีทธิก์ารต้านอนมุลูอสิระสงูกว่าทรปิซนิ ปาเปน  

อลัคาเลส ฟลาโวไซม์ นวิเทรส คอลลาจีเนส โปรทาเมกซ์ และ 

ไคโมทริพซิน อีกทั้ง Mokrejs และคณะ [10] ศึกษาเท้าไก่

ซึ่งเป็นผลพลอยได้ท่ีเป็นแหล่งโปรตีนในการย่อยคอลลาเจน 

ไฮโดรไลเสต โดยใช้โปรตเิอส ของ Bacillus Family ใช้ปรมิาณ 

เอนไซม์ 5% w/w และระยะเวลาในการการย่อย 2 ชั่วโมง 

พบว่า คอลลาเจนไฮโดรไลเสตที่ได้มีสีสว่าง ละลายน�้าได้ดี

และกระบวนการย่อยง่าย คณะผู้วิจัยจึงมีความสนใจที่จะน�า

เท้าไก่มาเพิ่มมูลค่าให้เกิดประโยชน์มากยิ่งข้ึนโดยการผลิต 

คอลลาเจนไฮโดรไลเสตท่ีออกฤทธ์ิทางชีวภาพสามารถน�า 

ไปประยุกต์ในอุตสาหกรรมอาหารในอนาคต ดังน้ันเพื่อให้

ครอบคลุมกระบวนการย่อยคอลลาเจนไฮโดรไลเสตและน�า

เท้าไก่มาเพิ่มมูลค่า งานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษา

ผลของปริมาณเปปซิน (0.02-5% w/w) ร่วมกับระยะเวลา

ในการย่อย (2-8 ช่ัวโมง) ต่อคุณภาพของคอลลาเจนไฮโดร 

ไลเสตจากเท้าไก่ให้มีฤทธ์ิในการยับยั้งการเกิดออกซิเดชัน

ด้วยวิธีพื้นที่ผิวตอบสนองออกแบบการทดลองแบบ CCD

2. วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการวิจัย

2.1 วัตถุดิบและสารเคมี

 เท้าไก่จากตลาดหนองมน จังหวัดชลบุรี แช่แข็งในตู ้

แช่แข็งอณุหภมู ิ–18 องศาเซลเซยีส จนกระทัง่น�ามาใช้ เปปซนิ  

(EC 3.4.23.1) บริษัท Sigma ประเทศเยอรมนี สารละลาย

เอทานอล บริษัทเพาเวอร์ จี คลีนนิ่ง ประเทศไทย โซเดียม 

ไฮดรอกไซด์ บริษัท Univar ประเทศออสเตรเลีย และกรด 

อะซิติก บริษัท Quality Reagent Chemical (QREC) 

ประเทศนิวซีแลนด์

2.2 การสกัดเจลาตินจากเท้าไก่

 เท้าไก่ถูกน�ามาบดลดขนาดด้วยเครื่องบดเนื้อสัตว์ที่มี

ขนาดของรหูน้าแปลน 5 มลิลิเมตร ก่อนน�ามาเริม่ขัน้ตอนการ

สกดัเป็นเจลาตนิโดยในระบบจะกวนตลอดเวลา น�าเท้าไก่บด

มาแช่น�า้ในอตัราส่วน 1 : 6 (w/v) ทีอ่ณุหภมูห้ิองเป็นระยะเวลา  

10 นาท ีแล้วน�าตวัอย่างเท้าไก่มาแช่ด้วยสารละลายเอทานอล

เพือ่ก�าจัดไขมนัในอตัราส่วน 1 : 10 (w/v) ทีอ่ณุหภมูห้ิองเป็น

ระยะเวลา 6 ชั่วโมง ก่อนน�าของแข็งมาแช่ด้วยสารละลาย 

โซเดียมไฮดรอกไซด์เพื่อก�าจัดโปรตีนที่ไม่ใช่คอลลาเจนที่

ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ในอตัราส่วน 1 : 6 (w/v) ทีอ่ณุหภูมห้ิอง 

เป็นระยะเวลา 3 ชั่วโมง แล้วน�าตัวอย่างเท้าไก่ที่ได้มาล้างน�้า

จนมีค่ากรด-ด่างเป็นกลาง จากนั้นน�ามาแช่สารละลายกรด 

อะซติกิความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ ในอตัราส่วน 1 : 6 (w/v) ที่

อณุหภูมห้ิองเป็นระยะเวลา 3 ชัว่โมง เพือ่ท�าให้ตวัอย่างเท้าไก่ 

เกิดการพองตัวแล้วล้างด้วยน�้าอีกครั้งก่อนน�ามาสกัดเป็น 

เจลาตินโดยดัดแปลงจากวิธีของ Mokhtar และคณะ [11]  

ด้วยการน�าตวัอย่างเท้าไก่มาแช่น�า้กล่ันในอตัราส่วน 1 : 2 (w/v)  

ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 12 ชั่วโมง ก่อน

น�ามาแยกด้วยกระดาษกรองเบอร์ 4 ในระบบสุญญากาศเกบ็

สารละลายส่วนใสหรอืเจลาตนิในถงุพลาสตกิชนดิพอลิเอทลีิน
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แล้วน�าไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ –18 องศาเซลเซียส 

2.3 การศึกษาปริมาณเปปซินและระยะเวลาในการย่อย

คอลลาเจนไฮโดรไลเสตจากเท้าไก่ด้วยการออกแบบการ

ทดลองแบบ CCD

 น�าสารสกัดเจลาตินความเข้มข้น 14 มิลลิกรัมต่อ

มลิลลิติร มาย่อยด้วยเปปซนิทีค่วามเข้มข้น 0.02–5% (w/w) 

ที่ค่ากรด-ด่างเท่ากับ 2 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

ระยะเวลา 2–8 ชั่วโมง ดังตารางที่ 1 ก่อนน�ามายุติปฏิกิริยา

ที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 15 นาที ทันที

และทิ้งให้เย็นที่อุณหภูมิห้องก่อนน�ามาปั่นเหว่ียงท่ีความเร็ว 

10,000 กรัม เป็นระยะเวลา 20 นาที จากนั้นน�าสารละลาย

มาวิเคราะห์คุณภาพต่างๆ (ค่าตอบสนอง) ได้แก่ ปริมาณ

โปรตีนด้วยวิธี Lowry [12] ความสามารถในการยับยั้งการ

เกิดออกซิเดชันของไขมันในระบบ Lecithin Liposome 

[13] ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน�้า [14] ความสามารถในการ

ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS [15] ความสามารถในการ

ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH [15] และความสามารถการ

ในต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP [15]

ตารางที่ 1 ตัวแปรและระดับของตัวแปรจากการออกแบบ

การทดลองแบบ CCD

ตัวแปร
ระดับ

–α -1 0 1 +α 

เปปซิน (X1, %w/w) 0.02 0.75 1.76 4.27 5.00

ระยะเวลา (X2, h) 2.00 3.30 5.00 7.00 8.00

 วิเคราะห์ทางสถิติ

 วเิคราะห์สมการถดถอยแบบพหุ (Multiple Regression)  

ซึ่งเป็นความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรตามที่วิเคราะห์ (Y) และ

ตัวแปรที่ศึกษา (X) เมื่อ β0 คือ ค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย 

โดยมีความสัมพันธ์ดังสมการที่ (1)

 Yi = β0 + β1X1 + β2X2 + β3X1X2 + β4X1
2 + β5X2

2

  (1)

 วิเคราะห์สมการถดถอยแบบพหุโดยใช้โปรแกรม

คอมพวิเตอร์ส�าเรจ็รปู Minitab® 18 พจิารณาความน่าเช่ือถอื

ของสมการจาก R2 (Coefficient of Determination) และ

ค่า Model Significance และการทวนสอบความแม่นย�าของ

สมการจาก Error (%) สมการที่ (2)

 Error (%) = ((A–B)/A) × 100 (2)

ก�าหนดให้ A คือ ค่าตอบสนองที่ได้จากการทดลอง

 B คือ ค่าตอบสนองที่ได้จากการท�านาย

 เลือกสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตคอลลาเจนไฮโดร 

ไลเสตจากเท้าไก่ที่มีผลต่อความสามารถในการยับยั้งการ

ออกซิเดชันมากที่สุด โดยการใช้เทคนิคการซ้อนทับกราฟ 

(Super Imposed Technique)

3. ผลการทดลอง

 จากการศึกษาปริมาณเปปซิน (X1) ร่วมกับระยะเวลา

ในการย่อย (X2) คอลลาเจนไฮโดรไลเสตจากเท้าไก่ที่มีผล

ต่อปริมาณโปรตีน (Y1) ความสามารถในการยับยั้งการเกิด

ออกซิเดชันด้วยวิธี TBA (Y2) ปริมาณโปรตีนท่ีไม่ชอบน�้า 

(Y3) ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS (Y4) 

DPPH (Y5) และ FRAP (Y6) ซึง่เป็นการจดัสิง่ทดลองแบบ CCD 

แบบหุ่นก�าลังสองมาตรฐาน ท�าให้สามารถจัดสิ่งทดลองได้  

11 สิ่งทดลอง ดังตารางที่ 2

 การวเิคราะห์สมการถดถอยแบบพหดุงัตารางที ่3 แบ่งเป็น 

ความสมัพนัธ์เชงิเส้น (Linear Effect) ความสมัพนัธ์เชิงเส้นโค้ง  

(Quadratic Effect) และอทิธพิลระหว่างปัจจยั (Interaction 

Effect) ซึง่มีรปูแบบความสมัพนัธ์เชงิเส้นหรอืเทอมก�าลงัหนึง่ 

(X1, X2) ความสัมพันธ์เชิงเส้นโค้งหรือเทอมก�าลังสอง (X1
2, 

X2
2) และอิทธิพลระหว่างปัจจัยหรือเทอมที่มีอิทธิพลร่วมกัน 

(X1X2) ได้รับการประเมินทางสถิติที่ระดับนัยส�าคัญ 0.05 ซึ่ง

ในการพิจารณาความเชื่อถือของความสัมพันธ์ของสมการ 

พบว่า ค่าตอบสนองต่างๆ (Y1–Y6) มค่ีา R2 ของปริมาณโปรตนี 

(99.55%) ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน�้า (98.33%) และความ

สามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS (91.31%) 
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มากกว่า 90% หรือเข้าใกล้ 1 และมีค่า Model Significant 

ของปริมาณโปรตีน ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน�้า และความ

สามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS ต�่ากว่า 0.05 

แสดงให้เห็นว่าปริมาณโปรตีน ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน�้า

และความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS  

มีสมการที่มีความเหมาะสมน่าเชื่อถือเพื่อใช้ท�านายสภาวะ 

ที่เหมาะสมที่สุดต่อไป

 การทวนสอบความแม่นย�าของสมการที่ท�านายได้โดย

พิจารณาค่า Error (ตารางที่ 3) พบว่า ค่า Error ของปริมาณ

โปรตนี (–0.01%) ปรมิาณโปรตนีทีไ่ม่ชอบน�า้ (–0.69%) และ

ความสามารถในการต้านอนุมลูอสิระด้วยวธิ ีABTS (–0.02%) 

มีค่า Error น้อยมากจากการเปรียบเทียบค่าตอบสนอง 

ที่ได้จากการทดลองและค่าตอบสนองท่ีได้จากการท�านาย  

(ตารางที ่2) ซึง่บ่งบอกได้ว่าค่าตอบสนองทีไ่ด้จากการทดลอง

และค่าการท�านายมีค่าใกล้เคียงกัน [16]

 เมื่อพิจารณาความสามารถในการยับยั้งการเกิด

ออกซิเดชันด้วยวิธี TBA ความสามารถในการต้านอนุมูล

อิสระด้วยวิธี DPPH และ FRAP มีค่า R2 ต�่ากว่าปริมาณ

โปรตีน ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน�้าและความสามารถในการ

ต้านอนมุลูอสิระด้วยวธิ ีABTS อาจมผีลมาจากสภาวะทีศ่กึษา

รวมถึงซับสเตรตที่อาจส่งผลต่อระดับการย่อยและลักษณะ

โครงสร้างของคอลลาเจนไฮโดรไลเสตที่ถูกผลิตขึ้น โดยจะ

เห็นได้ว่าความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ (Y4, Y5 และ 

Y6) มีผลที่ไม่สอดคล้องกัน อาจเป็นผลมาจากความสามารถ

ในการวิเคราะห์ของแต่ละวิธี โดยวิธี ABTS มีความสามารถ

ละลายที่ดีในน�้าและตัวท�าละลายอินทรีย์ท�าให้สามารถใช้ใน

การวิเคราะห์หาความสามารถในการออกซิเดชันของสารได้

หลายชนิด ไม่ว่าจะเป็นสารที่ละลายได้ในน�้าหรือไขมัน ใน

ขณะที่วิธี DPPH มีข้อจ�ากัดในการวิเคราะห์ตัวอย่างที่เป็น

โปรตีนสูงได้ เนื่องจากต้องเตรียมสารละลายในตัวท�าละลาย

ที่เป็นแอลกอฮอล์ ซึ่งจะท�าให้โปรตีนตกตะกอน [17] จึงไม่

สามารถวิเคราะห์การต้านอนุมูลอิสระในแต่ละสิ่งทดลอง

ตามค่าการต้านที่แท้จริงได้ อีกทั้งการทดสอบด้วยวิธี FRAP  

มรีายงานจาก Pvln และคณะ [18] เปรียบเทยีบการวเิคราะห์ 

FRAP กับ TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant  

Capacity or ABTS) เพื่อประเมินความสามารถในการต้าน

ตารางที่ 2 ความสัมพันธ์ของค่าตอบสนอง (Y1, Y3, Y4) กับตัวแปร (X1–2) ของคอลลาเจนไฮโดรไลเสตจากเท้าไก่

สิ่งทดลอง

ตัวแปร ค่าตอบสนอง

X1 X2 Y1 (mg/ml) Y3 (µg) Y4 (µmole TE/mg protein)

(%w/w) (h) ทดลอง* ท�านาย ทดลอง* ท�านาย ทดลอง* ท�านาย

1 0.75 3.30 24.06 ± 1.65bc 23.74 44.30 ± 9.49cd 39.67 0.0419 ± 0.00abc 0.0418

2 0.75 7.00 38.38 ± 1.61a 37.79 87.73 ± 10.45a 83.75 0.0383 ± 0.00c 0.0385

3 4.27 3.30 26.01 ± 3.41bc 25.78 27.38 ± 7.16de 28.89 0.0391 ± 0.00abc 0.0398

4 4.27 7.00 37.86 ± 0.79a 37.35 89.10 ± 9.25a 91.25 0.0388 ± 0.00bc 0.0398

5 0.02 5.00 23.00 ± 1.46c 23.22 19.00 ± 4.53e 20.69 0.0398 ± 0.00abc 0.0396

6 5.00 5.00 40.73 ± 1.83a 41.33 95.17 ± 0.84a 95.95 0.0380 ± 0.00c 0.0373

7 1.76 2.00 29.01 ± 3.08bc 29.49 59.03 ± 2.14bc 64.62 0.0416 ± 0.00abc 0.0417

8 1.76 8.00 30.27 ±1.91b 30.62 65.39 ± 5.08b 62.30 0.0423 ± 0.00abc 0.0413

9 1.76 5.00 29.98 ± 2.41b 29.87 63.86 ± 6.08bc 64.22 0.0431 ± 0.00a 0.0429

10 1.76 5.00 29.82 ± 2.81b 29.87 62.18 ± 8.34bc 64.22 0.0428 ± 0.00ab 0.0429

11 1.76 5.00 29.81 ± 1.79b 29.87 66.60 ± 1.31b 64.22 0.0427 ± 0.00ab 0.0429

*ค่าจากการทดลองได้จากค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ�้า

a, b, c, … หมายถึง ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรต่างกันในแนวตั้งเดียวกันแสดงว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ (p<0.05)
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อนุมูลอิสระในเลือด รายงานว่าค่าเฉลี่ยของสารต้านอนุมูล

อสิระทัง้หมดของวธิ ีTEAC สงูกว่าวธิ ีFRAP อย่างมนียัส�าคญั 

เนือ่งจากวธิ ีTEAC พจิารณาโปรตนีเป็นหนึง่ในองค์ประกอบ

ที่มีผลในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระในขณะที่ FRAP ไม่

พจิารณาปรมิาณโปรตนีในองค์ประกอบ ซ่ึงโปรตีนเป็นปัจจัย

ส�าคัญที่ท�าให้ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระผ่านกลุ่ม

ซัลไฟด์ (–SH) ดังนั้นความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ

ด้วยวธิ ีABTS จงึมคีวามเหมาะสมมากกว่า DPPH และ FRAP 

ทีท่�าให้มค่ีา R2 ต�า่เช่นเดยีวกับความสามารถในการยบัยัง้การ

เกิดออกซิเดชันด้วยวิธี TBA อาจเป็นผลมาจาก TBA ท่ีไม่

เพียงท�าปฏิกิริยากับ Malondialdehyde (MDA) แต่ยังท�า

ปฏกิริยิากบัสารประกอบอืน่ๆ (เช่น คาร์โบไฮเดรต กรดอะมโิน  

ไพริดีน เม็ดสี และอื่นๆ) [19] ที่เป็นผลิตภัณฑ์จากการย่อย

จึงอาจท�าให้ค่า TBA ไม่สามารถน�ามาท�านายได้

  เมือ่น�าสมการถดถอยแบบพห ุ(ตารางที ่3) มาสร้าง 

กราฟพื้นผิวตอบสนองเพื่ออธิบายความสัมพันธ์ระหว่าง

การศึกษาปริมาณเปปซินร่วมกับระยะเวลาในการย่อยของ 

คอลลาเจนไฮโดรไลเสตกับปริมาณโปรตีน ปริมาณโปรตีนที่

ไม่ชอบน�้าและความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 

ABTS ดังรูปที่ 1 โดยจากรูปที่ 1 (ก) พบว่า ปริมาณโปรตีนมี

แนวโน้มเพิม่ขึน้เมือ่เพิม่ปรมิาณเปปซนิ โดยปรมิาณโปรตนีมี

อทิธพิลต่อปรมิาณเปปซนิมากกว่าระยะเวลาในการย่อยจงึมี

ผลต่อปริมาณโปรตีนที่เพิ่มมากข้ึนมากกว่า จากผลดังกล่าว 

ความเข้มข้นของเปปซินส่งผลต่อการย่อยซบัสเตรตได้มากขึน้  

[20] ซ่ึงเปปซินมีความจ�าเพาะเจาะจงในการตัดเปปไทด์ที่

ต�าแหน่งปลายด้านกลุ่มคาร์บอกซิลของวงอะโรมาติกและ/

หรือกรดอะมิโนลิวซีนและฟีนิลอะลานีน [21], [22] เป็นผล

ให้ได้โปรตนีทีม่ขีนาดเลก็ลงและมสีมบตักิารละลายได้มากขึน้  

อัตราการย่อยด้วยเอนไซม์จะเพิ่มขึ้นในช่วงแรกและเริ่มคงที่ 

เมื่อระยะเวลาผ่านไป จึงเป็นผลให้ระยะเวลาในการย่อย

ไม่มีอิทธิพลเมื่อใช้ระยะเวลาที่นานข้ึน และจากรูปที่ 1 (ข) 

พบว่า ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน�้ามีแนวโน้มเพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่ม

ปริมาณเปปซินที่ใช้คล้ายคลึงกับปริมาณโปรตีนที่เพิ่มขึ้น 

ซึ่งการย่อยโปรตีนของเอนไซม์โดยทั่วไปอาจท�าให้เกิดการ

เปลี่ยนแปลงโครงสร้างทรงกลมของโปรตีน เนื่องจากส่วนที่

ไม่ชอบน�้าที่อยู่ภายในธรรมชาติของโปรตีนจะถูกปลดปล่อย

ออกมายังสภาพแวดล้อมที่มีขั้ว (น�้า) มากขึ้น [23] เนื่องจาก 

ความจ�าเพาะในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ซึ่งจะตัดพันธะ

เปปไทด์เกิดเป็นอะมิโนอิสระท่ีเฉพาะเจาะจง [24] ที่อาจ

ท�าให้มกีรดอะมโินทีไ่ม่ชอบน�า้เพิม่มากขึน้ จงึท�าให้มปีรมิาณ

ของโปรตีนที่ไม่ชอบน�้ามากขึ้น เช่นเดียวกับรายงานของ Cui  

และคณะ [25] ศึกษาการย่อยโปรตีนถั่วเหลืองด้วยเปปซิน 

พบว่า โปรตีนที่ไม่ชอบน�้าถูกปลดปล่อยออกมามากขึ้น

เมื่อเปรียบเทียบกับโปรตีนถั่วเหลืองที่ไม่ถูกย่อย และจาก 

รูปที่ 1 (ค) พบว่า ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วย

วิธี ABTS มีแนวโน้มเพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มปริมาณเปปซินร่วมกับ

ตารางที ่3 ความสมัพันธ์ของค่าตอบสนอง (Y1–6) กับตวัแปร (X1–2) ในรปูสมการถดถอยของ R2, Model Significant และ Error

ค่าผลตอบสนอง สมการถดถอย R2 (%)
Model 

Significant

Error 

(%)

Y1 (mg/mL) = 29.871+6.404X1+0.399X2+1.202X1
2+0.092X2

2– 0.618X1X2 99.55 0.00 –0.01

Y2 (mg of MDA/l of liposome) = 0.4409+0.00415X1+0.01124X2+0.0164X1
2+0.0181X2

2 47.90 0.34 -

Y3 (µg) = 64.22+26.61X1–  0.82X2– 2.95X1
2–  0.38X2

2+4.57X1X2 98.33 0.00 –0.69

Y4 (µmole TE/mg protein) = 0.042886– 0.000815X1– 0.000157X2– 0.002210X1
2– 

0.000701X2
2 +0.000807X1X2

91.31 0.01 –0.02

Y5 (µmole TE/mg protein) = 0.034814+0.000468X1+0.000049X2– 0.001619X1
2– 

0.000874X2
2

60.69 0.17 -

Y6 (µmole TE/mg protein) = 0.002474– 0.000157X1– 0.000047X2+0.000094X1
2– 

0.000364X2
2+0.000430X1X2

50.73 0.49 -
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ระยะเวลาในการย่อย เนื่องจากซับสเตรตถูกย่อยจนเป็น

เปปไทด์สายส้ันจงึท�าให้มกีรดอะมโินทีป่ลายสายเพิม่มากขึน้ 

ที่จะสามารถให้อิเล็กตรอนและไฮโดรเจนในปฏิกิริยาการ

ต้านอนุมูลอิสระต่างๆ และเม่ือเพิ่มปริมาณเปปซินร่วมกับ

ระยะเวลาในการย่อยจนถึงจุดหน่ึงๆ ความสามารถในการ

ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS มีแนวโน้มลดลงเมื่อยังคงเพิ่ม 

ปริมาณเปปซินร่วมกับระยะเวลาในการย่อยต่อไป ซึ่งมี

ลักษณะคล้ายคลึงกับงานวิจัยของ Sonklin และคณะ [26] 

กล่าวคือความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS 

เพิ่มข้ึนจนกระทั่งถึงจุดหนึ่งแล้วลดลง อาจมีสาเหตุมาจาก

ความอิม่ตัวของเอนไซม์โปรตเิอส ซึง่ความอิม่ตวัของเอนไซม์

โปรติเอสเกิดขึ้นเม่ือใช้ความเข้มข้นของเอนไซม์ที่สูงและใช้

ระยะเวลาในการย่อยนานจึงไม่สามารถที่จะย่อยได้อีกท�าให้

ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS ลดลง 

[26] นอกจากนี้ขนาดเปปไทด์ที่สั้นเกินไปและการมีล�าดับ

กรดอะมิโนในสายเปปไทด์ส่งผลต่อการออกฤทธิ์ต้านอนุมูล

อสิระด้วยเช่นกนั ซึง่จากงานวจิยัของ Karami และคณะ [27] 

รายงานว่าการย่อยท่ีเหมาะสมสามารถปลดปล่อยเปปไทด์ 

ที่มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระและสามารถเพิ่ม

กจิกรรมการต้านอนมุลูอสิระ อกีทัง้การย่อยอาจผลิตเปปไทด์

ที่มีและไม่มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระหรือกรด 

อะมโินของเปปไทด์เกดิการเปล่ียนแปลง น�าไปสู่ความสามารถ 

ทีล่ดลงในการต้านอนมุลูอสิระ [28], [29] อย่างทีท่ราบกนัดว่ีา 

องค์ประกอบของกรดอะมิโนและล�าดับของเปปไทด์นั้นมี

ความส�าคญัต่อคณุสมบตัขิองสารต้านอนมุลูอสิระ ซึง่การย่อย 

โปรตีนจะท�าให้มีกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระที่หลากหลาย

ขึ้นอยู่กับโครงสร้างของเปปไทด์และล�าดับของกรดอะมิโน

ที่มีผลมาจากแหล่งของโปรตีนและเงื่อนไขในการย่อย [30] 

ซึ่งชี้ให้เห็นว่าคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระของการย่อย

ไม่ได้ขึ้นอยู่กับระดับการย่อยเพียงอย่างเดียว แต่เกิดจาก

ปัจจัยอื่นๆ เช่น การมีเปปไทด์ที่ไม่ชอบน�้าในสายเปปไทด์

หรือปัจจัยด้านสิ่งแวดล้อมอื่นๆ [31] ซึ่งรวมถึงขนาดของ

เปปไทด์ที่เหมาะสม (ประมาณ 1300–1400 Da) จึงท�าให้

อธิบายได้ว่าการเพิ่มปริมาณเอนไซม์และระยะเวลาที่ใช้ใน

การย่อยส่งผลต่อกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระที่มากขึ้นใน

รูปที่ 1 พื้นผิวตอบสนองในลักษณะภาพ 2 มิติ ของความ

สัมพันธ์ระหว่างปริมาณโปรตีน (ก) ปริมาณโปรตีน

ทีไ่ม่ชอบน�า้ (ข) และความสามารถในการต้านอนมุลู

อสิระด้วยวธิ ีABTS (ค) กบัปรมิาณเอนไซม์ (X1) และ

ระยะเวลาในการย่อย (X2) เมือ่ก�าหนดค่า X1 และ X2 

เป็นค่ารหัส (–1.414, –1, 0, 1, 1.414)
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ระดับหนึ่ง [31]

 เมื่อน�าพื้นผิวตอบสนองทั้ง 3 ค่าตอบสนองมาหา 

สภาวะที่เหมาะสมโดยเทคนิคการซ้อนทับกราฟโดยก�าหนด

ให้มีสภาวะของพื้นผิวตอบสนองของความสามารถในการ

ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS มากท่ีสุด (รูปท่ี 2) พบว่า 

มกีารใช้ปริมาณเปปซนิอยูใ่นช่วง 1.22–2.98% w/w ร่วมกบั 

ระยะเวลาในการย่อย 3.00–6.30 ชั่วโมง ท�าให้มีปริมาณ

โปรตีนอยู่ในช่วง 26.80–31.67 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร ปริมาณ

โปรตีนที่ไม่ชอบน�้าอยู่ในช่วง 45.10–71.13 ไมโครกรัม 

และความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS 

0.0425–0.0431 µmole TE/mg protein และเมือ่พจิารณา

เลือกสภาวะที่เหมาะสมจากความสามารถในการต้านอนุมูล

อสิระด้วยวธิ ีABTS ทีใ่ห้ค่าจากการท�านายมากทีส่ดุ (0.0430 

µmole TE/mg protein) พบว่า มกีารใช้ปรมิาณของเปปซนิ 

2.08% (w/w) ร่วมกับระยะเวลาในการย่อย 4.48 ชั่วโมง ซึ่ง

มีปริมาณโปรตีน 28.26 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และปริมาณ

โปรตีนที่ไม่ชอบน�้า 58.03 ไมโครกรัม และเมื่อน�ามาทวน

สอบความแม่นย�าของสมการมีค่า Error ของปริมาณโปรตีน 

(4.00%) ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน�้า (1.68%) และความ

สามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS (1.77%) ต�่า 

เน่ืองจากค่าตอบสนองที่ได้มีค่าใกล้เคียงกัน โดยรายงาน

ของ Mazloomi-Kiyapey, Sadeghi-Mahoonak, Ranjbar-

Nedamani and Nour-mohammadi [32] มกีารใช้ปรมิาณ

ของเปปซิน 1% ร่วมกับระยะเวลาในการย่อยโปรตีนจาก

เมลด็ฟักทอง 2 ชัว่โมง ท�าให้มีความสามารถในการต้านอนมุลู

อิสระมากที่สุด (82.07%) ซึ่งจะเห็นได้ว่าสภาวะที่เหมาะสม

มคีวามแตกต่างกัน เนือ่งจากความแตกต่างกนัของซบัสเตรต

และสภาวะต่าง ๆ [33] ท�าให้มีผลต่อกระบวนการย่อย

4. สรุป

 ปริมาณเปปซินและระยะเวลาในการย่อยเพื่อผลิต 

คอลลาเจนไฮโดรไลเสตจากเท้าไก่มคีวามสมัพนัธ์กบัปรมิาณ

โปรตีน ปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน�้าและความสามารถในการ

ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS (R2>90, p<0.05) การใช้ 

สมการมาสร้างพื้นที่ผิวตอบสนองท�าให้ทราบว่าปริมาณ

โปรตีนและปริมาณโปรตีนที่ไม่ชอบน�้าจะเพิ่มมากขึ้นเมื่อ

เพิม่ปรมิาณเปปซนิ ในขณะทีค่วามสามารถในการต้านอนมุลู

อสิระด้วยวิธ ีABTS จะเพิม่มากขึน้ในระดบัหนึง่และลดลงเมือ่

ปรมิาณเปปซนิและระยะเวลาในการย่อยเพิม่ขึน้ ซ่ึงสภาวะที่

เหมาะสมที่สุดในการผลิตคอลลาเจนไฮโดรไลเสตจากเท้าไก่ 

ด้วยวิธีพื้นที่ผิวตอบสนองโดยให้ค่าความสามารถในการ

ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS มากที่สุดคือ การผลิตโดยใช ้

ปริมาณเปปซิน 2.08% (w/w) ร่วมกับระยะเวลาในการย่อย  

4.48 ชั่วโมง

5. กิตติกรรมประกาศ

 งานวิจัยนี้ได้รับทุนอุดหนุนจากมหาวิทยาลัยบูรพา 

ประจ�าปีงบประมาณ 2562 และได้รับการสนับสนุนจาก

หน่วยบริการนวัตกรรมทางวิทยาศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยบูรพา (SIF-IN-60910022)

รูปที่ 2 พื้นที่ผิวตอบสนองของสภาวะที่เหมาะสมของความ

สมัพนัธ์ระหว่างปรมิาณโปรตีน (---) ปรมิาณ โปรตนี

ที่ไม่ชอบน�้า (- - -) และความสามารถในการต้าน

อนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS () กับปริมาณ เอนไซม์ 

และระยะเวลาในการย่อยเมื่อก�าหนดค่า X1 และ X2 

เป็นค่ารหัส (–1.414, –1, 0, 1, 1.414)
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