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รกแพะเปนแหลงของสารอาหารท่ีอุดมไปดวยโปรตีนและกรดอะมิโน มีรายงานการศึกษาพบวาสายโปรตีนหรือเปปไทดท่ีมี
โมเลกุลขนาดเล็กลง อาจชวยใหสารสกัดท่ีไดออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดมากขึ้น วัตถุประสงค: เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบท่ี
ไดจากการยอยรกแพะในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ วิธีการทดลอง: ศึกษากระบวนการยอยเพ่ือลดขนาดของรกแพะโดยใชเอนไซมปาเปน 
ตรวจสอบคุณสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสทดังนี้ หาปริมาณโปรตีนรวมโดยวิธี Bradford protein assay ตรวจสอบขนาดโมเลกุลของ
โปรตีนไฮโดรไลเสทโดยวิธี Tricine-Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (Tricine-SDS PAGE) และศึกษา
ฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระโดยวิธี Free radical scavenging (DPPH),  Inhibition of linoleic acid oxidation, Ferric reducing power 
และศึกษาฤทธิ์ในการตานเอนไซมไทโรซิเนสโดยวิธี Mushroom tyrosinase inhibition ผลการทดลอง: %Yield ของโปรตีนไฮโดรไลเสท
จากรกแพะไดเทากับ18.31±0.42% และมีปริมาณโปรตีนรวมเทียบเทากับ Bovine serum albumin 30.04±1.19% w/w โปรตีน/เปปไทด
สวนใหญท่ีพบจะมีขนาดของโมเลกุลประมาณ  30 kDa การหาประสิทธิภาพในการตานออกซิเดชันพบวาท่ีความเขมขนของโปรตีน
ไฮโดรไลเสท 6.25 mg/ml สามารถยับย้ังอนุมูลอิสระไดสูงกวาสารมาตรฐานวิตามินซีท่ีความเขมขน 0.156 mg/ml อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ และไมแตกตางกันทางสถิติเมื่อเทียบกับ Vitamin E acetate ท่ีความเขมขน 83.5 mg/ml แตสามารถยับย้ังอนุมูลอิสระไดนอยกวา
Trolox ท่ีความเขมขน 0.156 mg/ml  โปรตีนไฮโดรไลเสทที่ความเขมขน 1.5 mg/ml สามารถรีดิวซ Fe3+เทียบเทากับTrolox 15.74 mM 
ซึ่งนอยกวาสารมาตรฐาน vitamin C ท่ีความเขมขน 0.3 mg/mlและโปรตีนไฮโดรไลเสท 1 mg/ml สามารถยับย้ังการเกิด lipid 
peroxidation ได 84.94% ซึ่งไมแตกตางกันทางสถิติเมื่อเทียบกับสารมาตรฐาน Butylated hydroxytoluene (BHT), Trolox ท่ีความเขมขน 
0.1 mg/ml และสารมาตรฐาน Glutathione (GSH) ท่ี 1 mg/ml ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการยับย้ัง  mushroom tyrosinase enzyme 
ท่ีความเขมขนของโปรตีนไฮโดรไลเสท 41.67 mg/ml สามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม tyrosinase ได 59.11%, สรุปผล: โปรตีน/
เปปไทดไฮโดรไลเสทจากรกแพะมีประสิทธิภาพในการตานอนุมูลอิสระและสามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซมไทโรซิเนสได 

 
คําสําคัญ: โปรตีน/เปปไทดไฮโดรไลเสท, รกแพะ, ฤทธิ์ตานออกซิเดชัน, ฤทธิ์ในการตานเอนไซมไทโรซิเนส 

 

 



ฤทธ์ิทางชีวภาพของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากสารสกัดรกแพะ 
อรอนงค รักสวนจิก  และคณะ 

_______________________________________________________________________________________________ 
 

62 

ว. เภสัชศาสตรอีสาน 
ปท่ี 12 ฉบับท่ี 3  ก.ค. – ก.ย.  2559 

Bioactivities of Goat Placenta hydrolysates 
 

Onanong Ruksounjik1, Sompong Klaynongsruang2, Chariya Hahnvajanawong3, Watcharee Khunkitti4* 

 
1 Graduate Student, Pharmaceutical Chemistry and Natural Products, Faculty of Pharmaceutical Sciences, Khon Kaen University 
2 Ph.D.,Associate Professor, Department of Biochemistry, Faculty of Science, Khon Kaen University, Khon Kaen 40002, Thailand 
3 Ph.D.,Assistant Professor, Department of Microbiology, Faculty of Medicine, Khon Kaen University, Khon Kaen 40002, Thailand 

4 Ph.D.,Associate Professor, Department of Pharmaceutical technology, Faculty of Pharmacy, Khon Kaen University, KhonKaen 40002, Thailand 
* Corresponding author:  Watcharee  Khunkitti, Faculty of Pharmaceutical Sciences, Khon Kaen University, Khon Kaen 40002,  

email: watkhu@kku.ac.th 

 

Abstract 
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Goat placenta is a rich source of proteins and amino acids. It has been reported that low molecular weights of short 
chain proteins and peptides possess various bioactivities. Objectives: To investigate bioactivities of proteins/peptide 

hydrolysates by papain enzyme. Methods: determine the characteristics of the goat placenta hydrolysates, including total 

protein by Bradford protein assay, molecular weight by Tricine-Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
(Tricine-SDS PAGE),  the antioxidant activities by DPPH radical scavenging, Linoleic acid peroxidation and Ferric Reducing 
Power assays as well as anti-tyrosinase activity. Results: the percentage yield of the hydrolysates obtained from goat placenta 

was 18.31±0.42%. The total protein equivalent to bovine serum albumin was 30.04±1.19% w/w. The goat hydrolysates mainly 
contained protein at about 30 kDa and peptide at about 8-24 kDa. Antioxidant activities of the hydrolysates were as follows; 
Free radical scavenging ability of the hydrolysates at a concentration of 6.25 mg/ml was significantly greater than that of 
vitamin C (0.156 mg/ml)  and was not significantly different from vitamin E acetate (83.5 mg/ml) but less than that of Trolox 
(0.156 mg/ml). Ferric Reducing Power activity of the hydrolysates at 1.5 mg/ml was equivalent to 15.74 mM Trolox which was 
less than 0.3 mg/ml of vitamin C. Lipid peroxidation inhibition of the hydrolysates at 1 mg/ml was 84.94% which was not 
significantly different from that of BHT, Trolox at 0.1 mg/ml and GSH at 1 mg/ml. The hydrolysates at 41.67 mg/ml inhibited 
59.11% of mushroom tyrosinase activity. Conclusion: goat placenta proteins/peptide hydrolysates possessed antioxidant 

activities and anti-tyrosinase activity. 
 

Keywords : protein/peptide hydrolysates;  goat placenta; Antioxidant activity; Anti-tyrosinase activity 
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บทนํา 
เมื่ออายุเพ่ิมมากข้ึนเซลลผิวหนังของคนเราจะมีการ

สรางเสนใยคอลลาเจน เสนใยอิลาสติน และกรดไฮยาลูโรนิคได
ลดลงสงผลใหผิวหนังบอบบาง หยอนคลอย สูญเสียความ
ยืดหยุน   และเกิดริ้ วรอยเหี่ยวยนขึ้นบนผิวหนังซึ่ ง เรียก
กระบวนการนี้วา กระบวนการแกชราของผิวหนังนอกจากนี้
ความแกชราของผิวหนังยังมีสาเหตุมาจากเซลลถูกทําลายดวย
อนุมูลอิสระโดยเฉพาะอนุมูลอิสระท่ีมีออกซิเจนเปนองคประกอบ 
หรือท่ีเรียกวา Reactive oxygen species (ROS) ซึ่งไดแก 
hydroxyl radical (•OH), superoxide anion (O2

-), singlet 
oxygen (1O2), lipid peroxyl radical (LOO•) และ nitric oxide 
radical (NO•) โดยอนุมูลอิสระเหลานี้อาจจะไดรับมาจาก
สภาพแวดลอมภายนอก เชนรังสียูวี ควันบุหรี่ สารเคมี สาร
สังเคราะหตางๆ และรางกายสามารถสรางอนุมูลอิสระนี้ขึ้นมา
เองได เชน เกิดจากกระบวนการสันดาปอาหารเพ่ือสราง
พลังงาน รวมถึงความเครียดตางๆก็มีผลกระตุนใหเกิดอนุมูล
อิสระข้ึนได (Masaki, 2010) โดยธรรมชาติแลวรางกายของ
คนเราจะสรางสารตานอนุมูลอิสระขึ้นมาเพ่ือทําลายอนุมูลอิสระ 
และปองกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันในสวนตางๆของ
รางกายไดเอง ซึ่งไดแก เอนไซมชนิดตางๆ เชน กลูตาไธโอน 
แคตตาเลส ซุปเปอรออกไซดดิสมิวเทส แตบางครั้งสารตาน
อนุมูลอิสระท่ีสังเคราะหขึ้นมาอาจจะไมเพียงพอตอการกําจัด
อนุมูลอิสระท่ีเกิดขึ้นในรางกาย จึงจําเปนท่ีจะตองไดรับสารตาน
อนุมูลอิสระจากภายนอก เชนสารตานอนุมูลอิสระท่ีไดรับจาก
การรับประทานเขาไป เชน สารประกอบฟนอลลิคท่ีมักพบเปน
องคประกอบหลักในพืช  vitamin C และ vitamin E ในปจจุบันมี
การนําโปรตีนท่ีไดจากแหลงธรรมชาติมาใชประโยชนมากมาย 
เชน ใชรักษาในทางการแพทย เปนอาหารเสริมบํารุงรางกาย ใช
เปนสวนผสมในการผลิตเคร่ืองสําอาง แปรรูปเปนอาหาร รวมถึง
อุตสาหกรรมอื่นๆ อีกมากมาย (Langmaier et al., 2001; Liu  
et al., 2010)  เปนท่ีนาสนใจวา ในรกแพะมีเสนใยคอลลาเจนท่ีมี
ความยืดหยุนและแข็งแรงสูงเปนสวนประกอบที่สําคัญเมื่อนํามา
ผานกระบวนการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมปาเปน ซึ่งเปน
เอนไซมท่ีใชยอยโปรตีน ใหไดโปรตีน/เปปไทดท่ีมีขนาดโมเลกุล
เล็กลงและพบวาทําใหมีฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive peptide) 
โดยเฉพาะการตานอนุมูลอิสระ ท่ีเปนสาเหตุหลักของการเกิดริ้ว
รอยบนผิวหนังได แตเนื่องจากมีผลการศึกษาและนํารกแพะมา
ใชประโยชนนอย  งานวิจัยนี้จึ งมี วัตถุประสงค เ พ่ือศึกษา
ประสิทธิภาพของโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีไดจากรกแพะ เพ่ือจะใช
เปนองคความรูตอยอดพัฒนาเปนผลิตภัณฑตอไป 

วิธีดําเนินการวิจัย 
สารเคมี  

สาร เคมี ท่ี ใ ช ใ นการศึ กษามี ดั งนี้  2,2-azobis-(2-
methylpropionamidine)-dihydrochloride (ABAP) (Aldrich, 
Germany), 2,2-diphenyl-l-1-picrylhydrazil (DPPH) (Fluka, 
Germany), Ethanol (Merck, Germany), Potassium chloride 
(KCl) (บริษัทเอกตรงเคมีภัณฑ,ไทย), Ammonium thiocyanate 
(Aldrich, Germany), Ferrous chloride (Aldrich, Germany), 
Potassium ferricyanide (Aldrich, Germany), Trichloroacetic 
acid (Aldrich, Germany), Ferric chloride (Aldrich, 
Germany), Mushroom tyrosinase (Aldrich, USA), L-tyrosine 
(Fluka, Germany), papain enzyme (Aldrich, Switzerland) 

 
การเตรียมโปรตีน/เปปไทดไฮโดรไลเสท 

นํารกแพะสดท่ีบดหนัก 1000 กรัม มายอยดวยเอนไซม
ปาเปน ในอัตราสวนรกตอเอ็นไซม 1:10 โดยน้ําหนักปรับ
ปริมาตรดวยน้ํา (DW) ใหได 3 ลิตรคนผสมท่ีอุณหภูมิ 55 ๐C ท่ี
ความเร็ว 80 รอบ/นาทีเปนเวลา 10 ชม. หยุดปฏิกิริยาของ
เอนไซม โดยนําไปอบที่ 80๐C เปนเวลา 15 นาที แลวนําไปปน
เหว่ียงท่ี 8000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เก็บสวนใส 
(supernatant) ไปทําแหงแบบแชเยือกแข็ง (Lyophilization) เก็บ
ตัวอยางโปรตีนไฮโดรไลเสทท่ีแหงแลวไปหา % yield โดยทํา 3 
ซ้ําในแตละตัวอยาง คํานวณหา % Yield จากสูตร (1) 

 

% Yield =  น้ําหนักแหงของสารสกัด x 100 (1) 
     น้ําหนักรกแหง 

 

การวิเคราะหหา %Degree of hydrolysis (Frister et al., 
1988) 

ใส OPA reagent ปริมาณ 3 ml ในหลอดท่ีเปน blank
ใส DW50 μlสวนในหลอดที่เปนตัวอยางใหเจือจางตัวอยางใน 
DW (1:10) แลวคอยใสลงไปในหลอดทดลองที่เตรียมไว 50 μl 
ผสมใหเขากันและทิ้งไวท่ีอุณหภูมิหอง 2 นาทีวัดคาการดูดกลืน
แสงท่ี 340 nm จากนั้นนําผลที่ไดมาคํานวณหา %Degree of 
hydrolysis (%DH) ดังสมการ (2) 

 

% DH =   htotal – (hsample –hblank)  x  100 (2) 
   htotal 

 htotal = คาดูดกลืนแสงของตัวอยางท่ียอยแบบ 
complete hydrolysate  
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 hsample = คาดูดกลืนแสงของตัวอยางท่ียอยดวย
เอนไซมปาเปนที่เวลาตางๆ 
 hblank = คาดูดกลืนแสงของ DW 
 

การหาปริมาณโปรตีนรวมในตัวอยางรกโดยวิธี Bradford 
protein assay (Bradford, 1976) 

เตรียม Bovine Serum Albumin (BSA) ท่ีความเขมขนของ
โปรตีนระหวาง 0-500 μg/ml สารละลายตัวอยางโปรตีน
ไฮโดรไลเสท และ DW (Blank) เติมตัวอยางท่ีตองการทดสอบ
ปริมาตร 50 μl และBradford dye reagent ปริมาตร 150 μl ลง
ใน 96 well plate จากนั้นผสมใหเขากันแลวบมท่ีอุณหภูมิหอง
เปนเวลา 5 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 595 nmทําท้ังหมด 3 
ซ้ํา นําคาการดูดกลืนแสงของ BSA แตละความเขมขน มาสราง
กราฟมาตรฐาน (BSA standrad curve) จากนั้นคํานวณความ
เขมขนของโปรตีนในตัวอยาง 

 

ก า รต ร ว จ สอบคุณสมบั ติ แ ล ะ ขน าดขอ ง โ ป รตี น 
hydrolysates ท่ีสกัดไดจากรกแพะโดยวิธี Tricine-Sodium 
Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
(Tricine-SDS PAGE) method (Tricine-SDS-PAGE, 2006) 

วัดปริมาณโปรตีนจากตัวอยาง ดวยวิธี Bradford 
protein assay เพ่ือหาปริมาณโปรตีนรวมในตัวอยางรกแพะ
ไฮโดรไลเสท จากนั้นเตรียมตัวอยางใหมีปริมาณโปรตีน 20 μg
ใน 10 μl แลวใส 2X solubilizing buffer (SSB) 10 μl ลงใน
ตัวอยางโปรตีนท่ีเตรียมไว ผสมใหเขากันนําตัวอยางท่ีเตรียมไว
ไปตมในน้ํา 100 ๐C นาน 5 นาทีแลวโหลดโปรตีนท้ังหมดลงไป
ใน 15% gelTricine-SDS-PAGE โดยเปรียบเทียบกับ marker 
จากนั้น Run ท่ี 90 V (run จน dye ตกขอบ gel ซึ่งใชเวลา
ประมาณ 3-4 ชั่วโมง) ยอมโปรตีนดวย Coomassie Brilliant 
Blue R-250 (CBB) staining solution ท้ิงไวประมาณ  1 ชั่วโมง 
ลางสีออกดวย distaining solution ท้ิงไวคางคืนแลวบันทึกผล
การทดลอง 

 
การหาประสิทธิภาพในการตานอนุมูลอิสระ 

DPPH (Free radical scavenging) methods 
(Veerapan, 2011) 
เจือจางสารละลายตัวอยางโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรก

แพะใน  96 well plate ในสวนของสารมาตรฐานจะใช Vitamin 
C, Trolox, Vitamin E acetate แลวเติมสารละลาย DPPH (2,2-
diphenyl-1-1-picrylhydrazil) เขมขน 0.4 mM ท่ีละลายใน 

ethanol ปริมาตร 50 μl ลงในทุกหลุม ยกเวนหลุมท่ีใชเปน 
blank ใหเติม DW 50 μl แทน สวนในหลุมควบคุมจะใส DPPH 
50 μl  ผสมกับ DW 50 μl จากนั้นผสมใหเขากันท้ิงไว 5 นาที 
แลวเก็บในท่ีมืด 25 นาที ทําท้ังหมด 3 ซ้ําแลวนําไปวัดคา
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 490 nm นําคาดูดกลืนแสงท่ีไดมา
คํานวณหา %Antioxidant Index (%AI) จากสมการ (3) 

 

%AI  =   Abscontrol – (Abssample – Absblank)  x  100 (3) 
   Abscontrol 
Abscontrol คือ คาการดูดกลืนแสงของหลอดควบคุม 
Abssample คือ คาการดูดกลืนแสงของโปรตีนไฮโดรไล

เสทหรือสารมาตรฐาน 
Absblank  คือ คาดูดกลืนแสงของสารลายโปรตีน

ไฮโดรไลเสทที่ไมไดเติมสารละลาย DPPH 
 

Lipid Peroxidation Inhibition Assay Method 
(Ajibola et al., 2011; Veerapan, 2011) 
เตรียม Linoleic acid 50 μl/ml ใน 80% ethanol 

ปริมาตร 50 μl โดยเตรียมในที่มืด จากนั้นเติมสารมาตรฐาน 
(GSH  10 mg/ml ละลายใน DW สวน Trolox และ BHT ละลาย
ใน 80% ethanol) ปริมาตร 50 μl สําหรับตัวอยางจะใสโปรตีน
ไฮโดรไลเสทจากรกแพะที่ความเขมขน 50 mg/ml และ 5 mg/ml 
ปริมาตร 50 μl ในหลอดควบคุมจะใส 80% ethanol ปริมาตร 50 
μl และในหลอดที่เปน blank จะใส DW ปริมาตร 50 μl ลงไป
จากนั้นเติม  0.07 M 2,2-azobis-(2-methylpropionamidine)-
dihydrochloride (ABAP) 10 μl ท้ิงไว 10 นาที จึงใส 20% 
acetic acid 150 μl ผสมใหเขากันแลวท้ิงไว  5 นาทีนําไปบมท่ี 
70 ๐C เปนเวลา 1 ชั่วโมง จึงเก็บตัวอยางมาวิเคราะห โดยเติม
75% ethanol 160 μl ลงใน 96 well plate ใสตัวอยางท่ีบมแลว 
20 μl ลงใน 96 well plate ท่ีเตรียมไวจากนั้นใส 15 % 
ammonium thiocyanate 10 μl  ใส 10 mM Ferrous chloride 
10 μl ผสมใหเขากันแลวท้ิงไว 3 นาที ทําท้ังหมด 3 ซ้ําแลว
นําไปวัดคาดูดกลืนแสงท่ี 500 nm คํานวณหา %Lipid 
peroxidation inhibition ดังสมการ (4) 

 

%Lipid peroxidation inhibition =  
Abscontrol – (Abssample – Absblank)  x  100 (4) 
 Abscontrol 
Abscontrol คือ คาดูดกลืนแสงของหลอดควบคุม 
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Abssample คือ คาดูดกลืนแสงของโปรตีนไฮโดรไลเสท
หรือสารมาตรฐาน 

Absblank  คือ คาดูดกลืนแสงของ blank 
 
Ferric Reducing Power Assay method  
(Wong et al., 2006) 
เตรียมสารมาตรฐาน Trolox ท่ีความเขมขน 0-300 

mM  Vitamin C ท่ี 8 mg/ml และ GSH ท่ีความเขมขน 25 
mg/ml ใน phosphate buffer pH 6.8 และ BHT 25 mg/ml ใน 
ethanol สวนตัวอยางโปรตีนไฮโดรไลเสทเตรียม30 mg/mlและ 
15 mg/ml ใน phosphate buffer pH 6.8 ทําการวิเคราะหโดย
เติมสารมาตรฐานและโปรตีนท่ีเตรียมไวมา 250 μl สวนของ 
blank จะใส phosphate buffer pH 6.8  250 μl ผสมกับ
สารละลาย 1%w/v potassium ferricyanide ท่ีละลายใน DW
ปริมาตร250 μl แลวบมท่ี 50 ๐C นาน 20 นาที จึงใส 10%w/v 
Trichloroacetic acid ท่ีละลายในน้ํา ปริมาตร250 μl ท้ิงไว 10 
นาทีเพ่ือหยุดปฏิกิริยา จากนั้นนํามาปนท่ีความเร็ว800 รอบตอ
นาทีนาน 10 นาที แลวดูดสวน supernatant 30 μl ใสใน 96 
well plate ท่ีมี DW 160 μl และใส 0.1%w/v Ferric chloride ท่ี
ละลายในน้ํา 10 μl ผสมใหเขากัน ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 10 นาที 
ทําท้ังหมด 3 ซ้ํานําไปวัดคาดูดกลืนแสงท่ี 700 nm นําคาการ
ดูดกลืนแสงของ trolox แตละความเขมขน มาสรางกราฟ
มาตรฐาน (Trolox standrad curve) จากน้ันคํานวณ
ประสิทธิภาพในการเปนตัวรีดิวซของโปรตีนท่ีเทียบเทากับสาร
มาตรฐาน 
การทดสอบประ สิท ธิภาพในการยับ ย้ั ง  mushroom  
tyrosinase enzyme (Khunkitti et al., 2012) 

เตรียมสารมาตรฐาน Vitamin C, GSH, arbutin และ 
kojic acid ท่ีความเขมขน 1.2 mg/ml และสารละลายตัวอยางท่ี
ตองการทดสอบ ทําการวิเคราะหโดยปเปตสารมาตรฐานและ
สารท่ีตองการทดสอบ ปริมาตร 40 μl ลงผสมกับphosphate 
buffer pH 6.8 ปริมาตร 120 μl ลงใน 96 well plate เติม L-
tyrosine 1.25 g/mlปริมาตร 40 μl ลงผสมใหเขากันในหลุมท่ี
เปน กลุมควบคุม จะใส DW 40 μl จากนั้นเติม mushroom 
tyrosinase enzyme 500 U/ml ปริมาตร 40 μl ลงไป ยกเวน
หลุมท่ีใชเปน blank จะมีตัวอยาง และ DW ปริมาตร 40 μl แทน 
จากนั้นผสมใหเขากันแลวนําไปบมท่ี25 OC นาน 15 นาที ในท่ี
มืด ทําท้ังหมด 3 ซ้ําแลววัดคาดูดกลืนแสงท่ี 475 nm นําคาท่ี
ไดมาคํานวณหา %Inhibition จากสมการ (5) 

 

%Tyrosinase inhibition   =  
Abscontrol – (Abssample – Absblank)  x  100 (5)
 Abscontrol 

Abscontrol คือ คาดูดกลืนแสงของหลอดควบคุม 
Abssample คือ คาดูดกลืนแสงของโปรตีนไฮโดรไลเสท

หรือสารมาตรฐาน 
Absblank   คือ คาดูดกลืนแสงของ blank 
 

ผลการวิจัย 

การหา % Yield ของสารสกัดรกแพะและการหาปริมาณ
โปรตีนรวมในตัวอยาง 

จากผลการทดลองการหา %Yield ของโปรตีน/เปป
ไทด ไฮโดรไลเสทจากรกแพะพบว า ให  %Yield เท ากับ
18.31±0.42% (กรัมโปรตีนไฮโดรไลเสทตอน้ําหนักรกแหง 100 
g) และเมื่อนําโปรตีนไฮโดรไลเสทจากรกแพะมาวิเคราะหหา
ปริมาณโปรตีนรวมโดยใชโปรตีน/เปปไทดไฮโดรไลเสทจากรก
แ พ ะ ท่ี ผ า น ก ร ะ บ ว น ก า ร ทํ า แ ห ง แ บ บ แ ช เ ยื อ ก แ ข็ ง 
(Lyophilization) ท่ีความเขมขน 5 mg/ml เมื่อนํามาวิเคราะหหา
ปริมาณโปรตีนรวม พบวามีปริมาณโปรตีนรวมเทียบกับ Bovine 
serum albumin 30.04±1.19% w/w  

 
การวิเคราะหหา %Degree of hydrolysis(%DH) 

ผลการวิเคราะหหา %Degree of hydrolysis เมื่อเพ่ิม
เวลาในการไฮโดรไลซิส %DH ท่ีไดย่ิงเพ่ิมมากขึ้นตาม โดย
พบวาท่ีเวลา 0, 30, 60, 90, 120, 240 และ 360 นาที มี %DH 
เทากับ 0±0.35%, 1.62±0.59%, 2.82±0.39%, 3.46±0.31%, 
5.12±0.33%, 18.95±0.14% และ 28.83±2.93% ตามลําดับ 

 

 
รูปท่ี 1 %Degree of hydrolysis ของรกแพะเมื่อผาน
กระบวนการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมปาเปน 
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การตรวจสอบคุณสมบัติและขนาดของโปรตีนไฮโดรไลเสท
ท่ีสกัดไดจากรกแพะโดยวิธี  Tricine-Sodium Dodecyl 
Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (Tricine-
SDS PAGE) 

การตรวจสอบคุณสมบัติและขนาดของโปรตีนไฮโดรไล
เสทท่ีสกัดไดจากรกแพะ โดยวิธี Tricine-Sodium Dodecyl 
Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (Tricine-SDS 
PAGE) ดังรูปท่ี 2 พบวาการมีแถบแบนของโปรตีนหลายขนาด
ดวยกัน แตเปปไทดสวนใหญท่ีพบจะมีขนาดของโมเลกุล
ประมาณ  30 kDa รองลงมาคือ ขนาดโมเลกุลท่ีมากกวา 38 
kDa และอยูในชวง 8-24 kDa ตามลําดับ 

 
รูปท่ี 2 ขนาดโมเลกุลของโปรตีน/เปปไทดไฮโดรไลเสทจากรก
แพะท่ีผานกระบวนการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมปาเปน และ
แยกขนาดโมเลกุลของโปรตีนโดยวิธี Tricine-SDS PAGE 

 

การศึกษาประสิทธิภาพในการตานอนุมูลอิสระ 
DPPH (Free radical scavenging)  
จากรูปท่ี 3 ผลการศึกษาประสิทธิภาพของโปรตีน/เปป

ไทดไฮโดรไลเสทในการจับกับอนุมูลอิสระ DPPH• พบวาเมื่อ
เพ่ิมความเขมขนของโปรตีนไฮโดรไลเสท ประสิทธิภาพในการ
ตานออกซิเดชันก็เพ่ิมขึ้นตาม (dose-dependent) โดยที่ความ
เขมขนของโปรตีนไฮโดรไลเสท 1.57 mg/ml, 3.12 mg/ml และ 
6.25 mg/ml สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระไดและมีคา %antioxidant 
index ท่ี 26.80%, 50.70% และ 74.23% ตามลําดับ แตเมื่อ
เทียบกับสารมาตรฐาน แลวพบวาโปรตีน/เปปไทดไฮโดรไลเสท
ทุกความเขมขน มีประสิทธิภาพในการตานออกซิเดชันไดนอย
กวาสารมาตรฐาน Trolox อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
แตเมื่อพิจารณาโปรตีน/เปปไทดไฮโดรไลเสทที่ความเขมขน
สูงสุด (6.25 mg/ml) นั้นพบวาประสิทธิภาพในการตาน
ออกซิเดชันมีคาใกลเคียงกับสารมาตรฐาน Vitamin C ท่ีความ
เขมขน 0.156 mg/ml สวนท่ีความเขมขน 3.12 mg/ml สามารถ
ยับยั้งอนุมูลอิสระไดใกลเคียงกับสารมาตรฐาน Vitamin E 
acetate ท่ีความเขมขน 83.5 mg/ml ซึ่งคา %antioxidant index 
ท่ีไดไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05)    

 

 
 
 

 
 

รูปท่ี 3 Free radical scavenging activity ของโปรตีน/เปปไทดไฮโดรไลเสทจากรกแพะ  
(Goat placenta hydrolysates หรือ GP) ท่ีความเขมขนตางๆ เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน 
หมายเหตุ a,b,c หมายถึง สัญลักษณที่เหมือนกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

เม่ือทดสอบดวย One-Way ANOVA test และทํา multiple comparisons ดวย Tukey test

abc
70.31

abc
88.58 

bc
56.70

abc
26.80

ab
50.70

bc

74.23

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

0.156 mg/ml 0.156 mg/ml 83.5 mg/ml 1.57 mg/ml 3.12 mg/ml 6.25 mg/ml

Vitamin C Trolox vitamin E acetate GP GP GP

%
 A

nti
ox

ida
nt 

Ind
ex



Bioactivities of Goat Placenta hydrolysates 
Ruksounjik O. et al. 
_______________________________________________________________________________________________ 
 

67 

IJPS 
Vol. 12 No. 3  July – September  2016 

 

Ferric Reducing Power Assay 

 ประสิทธิภาพของโปรตีน/เปปไทดไฮโดรไลเสทในการ
รีดิวซโลหะหนัก Fe3+โดยวิธี Reducing power assayเทียบกับ
กราฟมาตรฐานของ Trolox ดังรูปท่ี 4 พบวาโปรตีน/เปปไทด
ไฮโดรไลเสทท่ีความเขมขน 0.75 mg/ml และ 1.5 mg/ml 
สามารถรีดิวซ Fe3+ไดเทียบเทากับสารมาตรฐาน Trolox8.44 
mM และ 15.74 mM ตามลําดับ ซึ่งโปรตีน/เปปไทดไฮโดรไล
เสทสามารถรีดิวซ Fe3+ ไดนอยกวาสารมาตรฐาน Vitamin C ท่ี

ความเขมขน 0.3 mg/ml,BHT และ GSH ท่ีความเขมขน 1 
mg/ml ท่ีสามารถรีดิวซ Fe3+ ไดเทียบเทากับสารมาตรฐาน
Trolox 58.42 mM, 63.28 mMและ 76.63 mM ตามลําดับ แต
เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการรีดิวซโลหะหนัก Fe3+ 
ระหวางสารมาตรฐาน พบวา GSH สามารถรีดิวซ Fe3+ ไดสูง
กวา Vitamin C และ BHT อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 

 
รูปท่ี 4 ประสิทธิภาพของโปรตีน/เปปไทดไฮโดรไลเสทจากรกแพะ (GP)  

ในการเปนตัวรีดิวซ (reducing agent) เทียบเทาความเขมขนของสารมาตรฐานTrolox 
หมายเหตุ   a,b,c หมายถึง สัญลักษณที่เหมือนกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

เม่ือทดสอบดวย One-Way ANOVA test และทํา multiple comparisons ดวย Tukey test 
 

Lipid Peroxidation Inhibition Assay 

ประสิทธิภาพของโปรตีน/เปปไทดไฮโดรไลเสทในการ
ยับย้ังการเกิด Lipid peroxidation ขึ้นกับความเขมขนของสาร
สกัด โดยที่ความเขมขนของโปรตีน/เปปไทดไฮโดรไลเสท 1 
mg/ml และ 0.1 mg/ml สามารถยับย้ังการเกิด lipid 
peroxidation ได 84.94% และ 34.34% ตามลําดับ แตเมื่อ
พิจารณาโปรตีน/เปปไทดไฮโดรไลเสทที่ความเขมขน 1 mg/ml 
พบวาสามารถยับย้ังการเกิด lipid peroxidation ไดไมแตกตาง
กันทางสถิติ (p>0.05) เมื่อเทียบกับสารมาตรฐาน BHT, Trolox 
ท่ีความเขมขน 0.1 mg/ml และสารมาตรฐาน GSH ท่ี 1 mg/ml 
ซึ่งสารมาตรฐาน BHT, Trolox และ GSH  สามารถยับย้ังการ
เกิด lipid peroxidation ได 76.57%, 80.06% และ 91.39% 
ตามลําดับ   

 
รูปท่ี 5 ประสิทธิภาพของโปรตีน/เปปไทดไฮโดรไลเสทจากรก
แพะ (GP) ในการตานการเกิดออกซิเดชันของกรดไขมันไลโนเล
อิก โดยวิธี Lipid peroxidation inhibition 

หมายเหตุ   a,b,c หมายถึง สัญลักษณที่เหมือนกันมีความแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เม่ือทดสอบดวย One-Way ANOVA 
test และทํา multiple comparisons ดวย Tukey test 
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การทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งประสิทธิภาพของ  
mushroom tyrosinase enzyme 

จากผลการทดลองการศึกษาประสิทธิภาพของโปรตีน
ไฮโดรไลเสทในการยับย้ังเอนไซม mushroom tyrosinase ดังรูป
ท่ี 6 พบวาย่ิงเพ่ิมความเขมขนของโปรตีนไฮโดรไลเสทก็ย่ิงเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการการยับย้ังเอนไซม mushroom tyrosinase 
ไดมากขึ้น ซึ่งท่ีความเขมขนของโปรตีนไฮโดรไลเสท 41.67 
mg/ml สามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม mushroom 
tyrosinase ไดสูงกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อ
เทียบกับสารมาตรฐาน arbutin ท่ีความเขมขน 0.2 mg/ml ท่ี
ส ามา รถยั บ ย้ั งก า ร ทํ า ง านของ เอนไซม  tyrosinase ได 

42.42±2.07% แตสามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม 
mushroom tyrosinase ไดนอยกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05)  เมื่อเทียบกับสารมาตรฐาน GSH, kojic acid ท่ีความ
เขมขน 0.02 mg/ml และ Vitamin C, ท่ีความเขมขน 0.2 mg/ml 
ซึ่ ง ส ามา รถยั บ ย้ั ง ก า ร ทํ า ง านของ เ อน ไซม  mushroom 
tyrosinase ได 97.29±0.67%, 84.16±0.91% และ 
79.40±3.87% ตามลําดับ  สวนท่ีความเขมขนของโปรตีน
ไฮโดรไลเสท 20.83 mg/ml สามารถยับย้ังการทํางานของ
เอนไซม mushroom tyrosinase ไดไมแตกตางกันทางสถิติ 
(p>0.05) เมื่อเทียบกับสารมาตรฐาน arbutin ท่ีความเขมขน 0.2 
mg/ml  

 
 

รูปท่ี 6 ประสิทธิภาพของโปรตีน/เปปไทดไฮโดรไลเสทจากรกแพะ (GP) ในการยับย้ังการทํางานของ 
เอนไซม Mushroom tyrosinase โดยเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน 

หมายเหตุ   a,b,c,d หมายถึง สัญลักษณที่เหมือนกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
เม่ือทดสอบดวย One-Way ANOVA test และทํา multiple comparisons ดวย Tukey test 

 
อภิปรายผลการทดลอง

กระบวนการไฮโดรไลเสท เปนการยอยโปรตีน/เปป
ไทดใหมีขนาดเล็กลง ในการศึกษาในครั้งนี้ใชเอนไซมปาเปนใน
การยอย ซึ่งสายเปปไทดท่ีเกิดขึ้นโดยการยอยแบบสุมนี้ เมื่อ
เพ่ิมเวลาในการยอย %DH ย่ิงเพ่ิมขึ้นตาม และเมื่อนําโปรตีน/
เปปไทดมาตรวจสอบคุณสมบัติและขนาดของเสนเปปไทด 
พบวาสายเปปไทดท่ีไดมีขนาดต้ังแต 8-38 kDa เมื่อนําไป
ทดสอบประสิทธิ์ภาพในการตานอนุมูลอิสระ พบวาเปปไทดท่ีได
มีประสิทธิภาพในการตานอนุมูลอิสระ และยับย้ังการเกิด
ออกซิเดชันของไขมันไดดี ซึ่งแตกตางจากการศึกษาของ Teng 
et al., (2011) ท่ีพบวาเปปไทดท่ีสกัดไดจากรกแพะท่ีมีขนาด

เปปไทดประมาณ 3-10 kDa มีฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระ 
ยับย้ังการเกิดออกซิเดชันของไขมัน และรีดิวซโลหะหนักไดดี 
เมื่อเทียบกับ ascorbic acid ท้ังนี้เนื่องจากกระบวนการเตรียม
ไฮโดรไลเสทแตกตางกัน 

จากผลการศึกษาประสิทธิภาพของโปรตีน/เปปไทด
ไฮโดรไลเสทที่ไดจากการยอยรกแพะดวยเอนไซมปาเปน พบวา
มีประสิทธิภาพในการตานอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH และ Lipid 
peroxidation ไดดี ซึ่งนาจะเกิดจากสายโปรตีน/เปปไทด
ไฮโดรไลเสทประกอบไปดวยกรดอะมิโนท่ีจัดอยูในกลุม Basic 
amino acid เชน Lysine Arginine และ Histidine  ซึ่งมีประจุ
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เปนบวก จะสามารถสามารถตานอนุมูลอิสระไดดี เพราะตรง
ตําแหนงหมูขางของกรดอะมิโนมีความสามารถในการให
โปรตอนหรืออิเล็กตรอนแกโมเลกุลของอนุมูลอิสระ จึงทําให
โมเลกุลดังกลาวกลับมาอยูในสภาวะเสถียรไมเปนอนุมูลอิสระอีก 
ซึ่งใหผลท่ีสอดคลองกับการรายงานของ Sarmadi & Ismail, 
(2010) 

นอกจากนี้การศึกษาประสิทธิภาพของโปรตีน/เปปไทด
ไฮโดรไลเสทที่ไดจากการยอยรกแพะในการตานการออกซิเดชัน
ของกรดไขมันไลโนเลอิก พบวามีฤทธิ์ในการตานออกซิเดชันท่ีดี 
ซึ่งนาจะเกิดจากสายเปปไทดท่ีไดจากการยอยรกแพะแบบสุมท่ี
เกิดขึ้นนั้นมีกรดอะมิโนชนิดไฮโดรโฟบิกเชน phenylalanine, 
valine, Isoleucine, alanine และ leucine ซึ่งกรดอะมิโนเหลานี้
จะชวยในการเคล่ือนท่ีและการแทรกตัวของสายเปปไทดเขาไป
ยังโมเลกุลของลิปดบนผิวเมมเบรนตางๆของเซลลท่ีเกิดอนุมูล
อิสระไดดี รวมท้ังในสายเปปไทดมีกรดอะมิโนท่ีมีคุณสมบัติ
ความเปนประจุบวก (positive charge) ซึ่งสามารถให
อิเล็กตรอนแกโมเลกุลของอนุมูลอิสระตรงบริเวณที่เปปไทด
แทรกเขาไป และทําใหเกิดการปองกันการถูกทําลายผนังเซลล
จากอนุมูลอิสระได ซึ่งใหผลท่ีสอดคลองกับผลจากการศึกษาของ
Kim et al., (2007) และ Mendis et al., (2005) 

ผลการศึกษาประสิทธิภาพของโปรตีน /เปปไทด
ไฮโดรไลเสทที่ไดจากการยอยรกแพะในการรีดิวซโลหะ Fe3+

พบวาสามารถรีดิวซโลหะFe3+ ไปเปน Fe2+ไดนั้นนาจะเกิดจาก
สายเปปไทดท่ีไดมีกรดอะมิโนจัดอยูในกลุม Basic amino acid 
หรือกลุมอะมิโนท่ีมีประจุเปนบวกเชน Lysine Arginine และ 
Histidine และ Acidic amino acid หรือกลุมอะมิโนท่ีมีประจุลบ
เชน Aspartate และ Glutamate ซึ่งกรดอะมิโนท้ังสองกลุมนี้มี
หมูอะมิโน (-NH2) และหมูคารบอกซิลิก(-COOH) ท่ีสามารถแตก
ตัวใหอิเล็กตรอนหรือไฮโดรเจนอะตอมแกโลหะ Fe3+เกิดเปน
คอมเพล็กระหวางอะตอมของโลหะกับสายเปปไทด ซึ่งผลที่
ตามมาคือไอออนของ Fe3+ไมสามารถไปออกซิไดซ ROOH ให
เกิดเปน RO• (alkoxyl radical) จึงเปนการหยุดปฏิกิริยาลูกโซ
ของการเกิดอนุมูลอิสระ ซึ่งสอดคลองกับผลศึกษาของ Saiga   
et al., (2003) 

กลไกการสรางเม็ดสีเมลานินในชั้นผิวหนังท่ีเปนสาเหตุ
ของสีผิวท่ีหมองคลํ้า จุดดางดํา คือเริ่มจากเซลลเมลาโน
ไซต (melanocyte) เปล่ียนสารตั้งตนแอลไทโรซิน (L-tyrosine) 
โดยถูกเอนไซมไทโรซิเนสเปล่ียนใหเปนแอลโดปา (L-DOPA) 
จากนั้นแอลโดปาจะถูกเอนไซมไทโรซิเนสเปล่ียนไปเปนแอลโด

ปาควิโนน (L-DOPAquinone) จากแอลโดปาควิโนนจะ
เปล่ียนไปเปนโดปาโครม (DOPAchrome) และเมลานิน
(Melanine) โดยเมลานินท่ีสรางขึ้นมาจะถูกบรรจุในแคปซูลท่ี
เรียกวา เมลาโนโซมซึ่งจากกระบวนการสรางเม็ดสีเมลานิน
ดังกลาวมานี้ถายับย้ังการทํางานของเอนไซมไทโรซิเนสไดก็จะ
ลดการสรางเม็ดสีเมลานิน ทําใหสีผิวไมหมองคลํ้าจากผลการ
ทดลองการศึกษาประสิทธิภาพของโปรตีน/เปปไทดไฮโดรไล
เสทในการยับย้ังเอนไซม mushroom tyrosinase พบวา เมื่อ
เพ่ิมความเขมขนของเปปไทดประสิทธิภาพในการยับย้ังการ
ทํางานของเอนไซมไทโรซิเนสจะสูงขึ้นดวย โดยผลดังกลาว
นาจะเกิดจากการท่ีโปรตีนไปจับกับ Cu2+ ท่ีอยูในโมเลกุลของ
เอนไซมไทโรซิเนส สงผลใหโครงสรางบริเวณแอคทีฟไซตของ
เอนไซมไทโรซิเนสเสียไป ทําใหลดการสรางเม็ดสีเมลานินลง 
ผิวหนังดูขาวขึ้นซึ่งผลดังกลาวสอดคลองกับการศึกษาของ 
Nakchum& Kim, (2016) ; Schurink et al., (2007) และ 
Zhuang et al., (2009) อยางไรก็ตาม จากผลการศึกษานี้พบวา
โปรตีน/เปปไทดไฮโดรไลเสทท่ีเตรียมไดมีประสิทธิภาพในการ
ยับย้ังเอ็นไซมไทโรซิเนสไดนอย ตองใชในความเขมขนท่ีสูง 
ท้ังนี้นาจะเกิดจากสารสกัดรกมีความสามารถในการจับกับ Cu2+ 

ไดนอย ซึ่งสอดคลองการประสิทธิภาพในการเปนตัวรีดิวซท่ีตํ่า 
ดังนั้นจึงนาจะทําใหผิวขาวขึ้นไดนอย 

 
สรุป 
 โปรตีน/เปปไทดท่ีไดจากการไฮโดรไลซิสรกแพะดวย
เอนไซมปาเปน มีขนาดโมเลกุลประมาณ 8-38 kDa มี
ประสิทธิภาพในการตานอนุมูลอิสระ ตานการเกิดออกซิเดชัน
ของไขมัน และยับย้ังการทํางานของเอนไซมไทโรซิเนสได 
อยางไรก็ตาม สารสกัดโปรตีน/เปปไทดท่ีไดมีกล่ินคอนขางแรง 
และยังไมไดมีการศึกษาความคงตัว ดังนั้นจึงควรทําการศึกษา
คุณสมบัติทางเคมีดวย รวมถึงศึกษาความคงตัวทางชีวภาพ 
ตลอดจนการศึกษาผลของสารสกัดตอความเปนพิษตอเซลล
ผิวหนัง กอนนํามาพัฒนาเปนผลิตภัณฑตอไป 
 
กิตติกรรมประกาศ 

งานวิจัยในครั้งนี้เปนสวนหน่ึงของโครงการที่ไดรับ
เงินทุนสนับสนุนจากสํานักงานพัฒนาการวิจัยการเกษตร (สวก) 
จึงขอขอบพระคุณมา ณ โอกาสนี้ 

 
 
 



ฤทธ์ิทางชีวภาพของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากสารสกัดรกแพะ 
อรอนงค รักสวนจิก  และคณะ 
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