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Abstract   

 

This study aimed to enhance the functional and bioactive properties of house-cricket (Acheta 
domesticus) proteins via enzymatic hydrolysis. Three enzymes, Alcalase, Flavourzyme, and Neutrase, 
were evaluated and compared based on their antioxidant activity and their ability to inhibit 
carbohydrate-metabolizing enzymes (DPP-IV, alpha-amylase, alpha-glucosidase). Hydrolysates produced 
with Alcalase exhibited the highest degree of hydrolysis (DH=22 . 36% )  and the greatest proportion of 
low–molecular-weight peptides (<3 kDa), resulting in superior activities, i.e., lower EC50 values in antioxidant 
assays and lower IC50 values against the target enzymes, relative to Flavourzyme- and Neutrase-derived 
hydrolysates. These findings indicate a positive association between DH/low-MW peptide proportion 
and the bioactivity of cricket protein hydrolysates under the present conditions. Collectively, the results 
identified Alcalase as the most promising protease for upgrading the nutritional value and enhancing 
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the biofunctional efficacy of cricket proteins, supporting their application as ingredients in functional 
foods or nutraceutical formulations. 
 
Keywords:   hydrolysis, cricket protein, obesity, type 2 diabetes, antioxidant activity 
 

บทคัดย่อ 
 

การวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อเพิ่มศักยภาพของ
โปรตีนจากจิ ้งหรีดบ้าน (Acheta domesticus) ด้วย
กระบวนการไฮโดรไลซ ิส โดยเปร ียบเท ียบเอนไซม์          
อัลคาเลส ฟลาโวไซม์ และนิวเทรส ต่อสมบัติเชิงฟังก์ชัน
และฤทธิ์ทางชีวภาพ ได้แก่ การต้านอนุมูลอิสระ และ       
การยับยั้งเอนไซม์เมแทบอลิซึมคาร์โบไฮเดรต (DPP-IV, 
alpha-amylase, alpha-glucosidase) ผลการทดลอง
พบว่าไฮโดรไลเสตจากอัลคาเลสมีระดับการย่อยสลาย     
สูงที่สุด (DH=22.36%) และมีสัดส่วนเปปไทด์น้ำหนัก
โมเลกุลต่ำ (<3 kDa) มากที่สุด ส่งผลให้มีประสิทธิภาพ
เด่นในการต้านอนุมูลอิสระ (ค่า EC50 ต่ำ) และการยับยั้ง
เอนไซม์เมแทบอลิซึม (ค่า IC50 ต่ำ) เมื่อเทียบกับไฮโดร      
ไลเสตจากฟลาโวไซม์และนิวเทรส ผลลัพธ์สะท้อน
ความสัมพันธ์เชิงบวกระหว่างค่า DH และสัดส่วนเปปไทด์
ขนาดเล็กกับศักยภาพทางชีวภาพของโปรตีนจิ ้งหรีด 
ดังนั้น เอนไซม์อัลคาเลสเป็นเอนไซม์ที่มีศักยภาพสูงที่สุด
ในการเพิ่มคุณค่าเชิงโภชนาการ และเสริมฤทธิ์ทางชีวภาพ
ของโปรตีนจิ้งหรีด เพื่อการประยุกต์ใช้เป็นส่วนประกอบ
ในผลิตภัณฑ์อาหารฟังก์ชันหรือโภชนเภสัช 
 
คำสำคัญ:   การไฮโดรไลซสิ  โปรตีนจิ้งหรีด   
               โรคเบาหวานชนิดที่ 2  โรคอ้วน  สารต้าน 
               อนุมูลอิสระ 
 

บทนำ 
 

การเพิ่มขึ้นของประชากรโลกที่คาดว่าจะสูงถึง
ประมาณ 10,000 ล้านคน ภายในปี ค.ศ. 2050 ส่งผลให้

ความต้องการโปรตีนเพื่อการบริโภคเพิ่มขึ้นกว่า 70% เมื่อ
เปรียบเทียบกับปัจจุบัน (Hamad and Tayel, 2025) ขณะที่
แหล่งโปรตีนจากสัตว์ไม่สามารถรองรับความต้องการ
ดังกล่าวได้อย่างยั ่งย ืน เน ื ่องจากการผลิตเน ื ้อส ัตว์          
ส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมอย่างรุนแรง ทั้งการปล่อย 
ก๊าซเรือนกระจก การใช้น้ำ และพื้นที่เลี้ยงสัตว์ การแสวงหา
แหล่งโปรตีนทางเลือกจึงเป็นประเด็นเร่งด่วนในระดับโลก 
หนึ่งในแนวทางที่ได้รับความสนใจอย่างมาก คือ การใช้ 
แมลงกินได้ (edible insects) ซึ่งมีศักยภาพสูงในฐานะ
แหล่งโปรตีนที่มีคุณค่าทางโภชนาการสูงและเป็นมิตร     
ต่อสิ่งแวดล้อม (Anyasi et al., 2025) 

ในบรรดาแมลงกินได้ จิ ้งหรีดบ้าน (Acheta 
domesticus) ถือเป็นหนึ่งในชนิดที่ได้รับความนิยมมาก
ที่สุด เนื่องจากมีโปรตีนสูงถึง 60–70% ของน้ำหนักแห้ง 
พร้อมทั้งมีกรดอะมิโนจำเป็นครบถ้วน รวมทั้งไขมันเชิง   
ไม่อิ่มตัว วิตามิน และแร่ธาตุสำคัญ (Chanadang et al., 
2024) ประเทศไทยม ีศ ักยภาพโดดเด ่นในด ้านการ
เพาะเลี ้ยงจิ ้งหรีดเชิงพาณิชย์จากความเหมาะสมของ
ภูมิอากาศและวัฒนธรรมการบริโภคเดิม ส่งผลให้ประเทศ
ไทยกลายเป็นหนึ่งในผู้ผลิตโปรตีนจากแมลงรายสำคัญ    
ในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ การนำจิ้งหรีดมาแปรรูปเป็น
ผงโปรตีนได้รับความนิยมเพิ่มขึ้น เพื่อให้เหมาะกับผู้บริโภค
ที่ไม่นิยมบริโภคแมลงในรูปตัว โดยผงโปรตีนจิ้งหรีดไดร้ับ
การยกย่องว่าเป็นแหล่ง “clean protein” ที่มีศักยภาพ
ในการใช้เป็นส่วนผสมอาหารฟังก์ชัน 

ในช่วงทศวรรษที่ผ่านมา การย่อยโปรตีนด้วย
เอนไซม์ (enzymatic hydrolysis) ได้รับการยอมรับว่า
เป็นวิธีที ่มีประสิทธิภาพในการเพิ ่มคุณสมบัติ  ทั ้งทาง
กายภาพและทางชีวภาพของโปรตีนจากแหล่งต่าง ๆ 
(Suwanangul et al., 2021) กระบวนการดังกล่าวสามารถ
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สร้างเปปไทด์สายสั้นที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและยับยั้ง
เอนไซม์ย่อยคาร์โบไฮเดรตได้อย่างมีนัยสำคัญ กลไกของ
การเพิ่มฤทธิ์เกี่ยวข้องกับการปลดปล่อยกรดอะมิโนที่มี  
หมู่ฟังก์ชัน เช่น Tyr, Trp, Cys และ His ซึ่งสามารถบริจาค
อิเล ็กตรอนให้อนุม ูลอิสระ รวมถึงการเปลี ่ยนแปลง
โครงสร้างโปรตีน ที่เอื้อต่อการจับกับตำแหน่งออกฤทธิ์
ของเอนไซม์ได้ดีขึ้น อย่างไรก็ตาม ข้อมูลเชิงลึกเกี่ยวกับ
โปรตีนจากจิ้งหรีด (Acheta domesticus) ภายหลังการ
ไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์ต่อศักยภาพทางชีวภาพยังมีจำกัด 
โดยเฉพาะต่อกลไกการยับย ั ้งเอนไซม์เมตาบอล ิซึม           
ที ่เกี ่ยวข้องกับโรคอ้วนและเบาหวานชนิดที ่ 2 ได้แก่ 
alpha-amylase, alpha-glucosidase และ dipeptidyl 
peptidase-IV (DPP-4) ซึ ่งมีบทบาทสำคัญในการย่อย
และดูดซึมน้ำตาลในระบบทางเดินอาหาร การยับยั้ง
เอนไซม์เหล่านี้จึงเป็นกลไกสำคัญในการควบคุมระดับ
กล ู โคสและลดความเส ี ่ยงต ่อภาวะด ื ้อต ่ออ ินซ ูลิน 
(Suwanangul et al., 2021) 

อย่างไรก ็ตาม ป ัจจ ุบ ันย ังขาดรายงานเชิง
เปรียบเทียบที ่อธิบายความสัมพันธ์ระหว่าง ชนิดของ
เอนไซม์ที่ใช้ในการย่อยโปรตีนจิ้งหรีดบ้าน กับศักยภาพ
การออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ทั้งในด้านการต้านอนุมูลอิสระ
และการยับยั้งเอนไซม์เมตาบอลิซึมภายใต้ระบบการศึกษา
เดียวกัน การทำความเข้าใจความเช ื ่อมโยงดังกล ่าว        
มีความสำคัญอย่างยิ่งต่อการกำหนดเงื่อนไขการผลิตโปรตีน
ไฮโดรไลเสตที ่ ให ้ประส ิทธ ิภาพส ูงส ุดต ่อกลไกทาง
สรีรวิทยา ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมุ่งศึกษาผลของกระบวนการ
ไฮโดรไลซิสต่อการเปลี่ยนแปลงสมบัติของโปรตีนจาก
จิ้งหรีดบ้าน โดยเฉพาะการเสริมฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ
และการยับยั้งเอนไซม์เมตาบอลิซึมที่เก่ียวข้องกับโรคอ้วน
และโรคเบาหวานชนิดที่ 2 ผลการศึกษานี้สามารถช่วย
อธิบายกลไกของการเพิ่มศักยภาพทางชีวภาพของโปรตีน
จิ้งหรีดภายหลังการย่อยด้วยเอนไซม์ และสามารถใช้เป็น
ข้อมูลพื้นฐานในการพัฒนาโปรตีนไฮโดรไลเสตจากแมลง 
 

ให้เป ็นว ัตถุด ิบต ้นแบบสำหรับอาหารฟังก ์ช ัน  และ
ผลิตภัณฑ์สุขภาพเชิงโภชนเภสัชในอนาคต 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
 

การเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสตจากจิ้งหรีดบ้าน  
การเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสตจากจิ้งหรีดบ้าน 

(Cricket Protein Hydrolysate; CPH) ดัดแปลงจากวิธี
ของ Suwanangul et al. (2021) โดยละลายผงโปรตีน
คอนเซนเทรตจากจิ ้งหรีดบ้านในน้ำกลั ่นในอัตราส่วน  
1:10 (w/v) จากนั้นให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 50–55°ซ และ
ปรับค่าความเป็นกรดด่าง (pH) ให้เหมาะสมต่อการ
ทำงานของเอนไซม์แต่ละชนิดด้วยสารละลาย 2M NaOH 
เพื ่อให้ครอบคลุมการย่อยโปรตีนทั ้งในลักษณะเอนโด  
เปปทิเดสและเอกโซเปปทิเดส จึงเลือกใช้เอนไซม์ 3 ชนิด 
ไ ด ้ แก ่  เ อน ไซม ์ อ ั ลคา เลส  (Alcalase® 2.4L from      
Bacillus licheniformis) เอนไซม ์ฟลาโวไซม์  (Flavourzyme 
from Aspergillus oryzae) และเอนไซม์นิวเทรส (Neutrase® 
0.8L from Bacillus amyloliquefaciens) โ ด ย เ ติ ม
เอนไซม์ในอัตราร้อยละ 3 (w/w) และย่อยภายใต้สภาวะ
ที่เหมาะสม ได้แก่ เอนไซม์อัลคาเลส ปรับ pH 8.0 ย่อย
โปรตีนที่อุณหภูมิ 55°ซ  เอนไซม์ฟลาโวไซม์ ปรับ pH 6.5 
ย่อยโปรตีนที่อุณหภูมิ 50°ซ และเอนไซม์นิวเทรส ปรับ pH 7.0 
ย่อยโปรตีนที่อุณหภูมิ 55°ซ ตามลำดับ ระหว่างการย่อยกวน
สารละลายด้วยเครื่อง Overhead stirrer ที่ความเร็ว 350 
รอบต่อนาที พร้อมควบคุมค่า pH และอุณหภูมิให้คงที่
ตลอดระยะเวลา 4 ชั่วโมง เมื่อครบกำหนด หยุดปฏิกริิยา
เอนไซม์ด้วยการให้ความร้อนในน้ำเดือดเป็นเวลา 15 นาที 
ปล่อยให้เย็น จากนั้นปั่นเหวี่ยงที่ 8,500 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4°ซ เพื่อแยกโปรตีนที่ไม่ถูกย่อย
ออก ส ่วนของสารละลายใส (supernatant) ซึ ่งเป็น
โปรตีนไฮโดรไลเสตถูกนำไปทำให้แห้งด้วยเครื่องทำแห้ง
แบบแช่เยือกแข็ง ได้เป็นผงโปรตีนไฮโดรไลเสต 3 ชนิด  
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การว ิ เคราะห ์ ระด ับการย ่ อยสลาย ( Degree of 
Hydrolysis: DH) ด้วยวิธี OPA assay 

วิธ ีว ิเคราะห์ระดับการย่อยสลายของโปรตีน 
( DH) ด ั ด แ ป ล ง จ า ก ว ิ ธ ี ข อ ง  Suwanangul and 
Ruttarattanamongkol (2022) โดยเตรียมสารละลาย 
OPA reagent ดังนี้ ผสมโซเดียมเตตระบอเรต 100 มิลลิ
โมลาร์ ปริมาตร 12.5 มิลลิลิตร เข้ากับสารละลายโซเดียม
เตตระบอเรตเดคาไฮเดรต 20% ปริมาตร 1.25 มิลลิลิตร 
เ ต ิ ม ส า ร  o-Phthalaldehyde (OPA) ป ร ิ ม า ณ  2 0 
ม ิลล ิกร ัม และ 2 -mercaptoethanol ปร ิมาตร 50 
ไมโครลิตร โดยละลายส่วนผสมทั้งหมดในเมทานอล แล้ว
ปรับปริมาตรรวมเป็น 500 ไมโครลิตร นำ OPA reagent 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลายตัวอย่าง
โปรตีนไฮโดรไลเสต 10 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 2 
นาที เพื่อให้เกิดปฏิกิริยา จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโต
มิเตอร์ สำหรับการวิเคราะห์ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของ 
CPH ให้ทำการย่อยตัวอย่างด้วยกรดไฮโดรคลอริก 6 M  
ที่อุณหภูมิ 110°ซ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
 
การวิเคราะห์ขนาดเปปไทด์  
 ขนาดโมเลกุลของเปปไทด์ในโปรตีนไฮโดรไลเสต 
จากจิ้งหรีด วิเคราะห์ด้วยโครมาโทกราฟีแยกตามขนาด
โมเลกุล (Size-Exclusion Chromatography: SEC) ตาม
วิธีการของ Sangsawad et al. (2022) โดยฉีดตัวอย่าง 
100 ไมโครล ิตรเข ้าส ู ่คอล ัมน ์  Superdex Peptide 
10/300 GL ที่เชื ่อมต่อกับระบบ Fast Protein Liquid 
Chromatography: FPLC (ÄKTA Pure, GE Healthcare, 
Uppsala, Sweden) และตรวจวัดที ่ความยาวคลื ่น 215       
นาโนเมตร มาตรฐานที่ใช้สำหรับกำหนดน้ำหนักโมเลกุล 
ได้แก่ cytochrome c (12,384 Da), aprotinin (6,512 Da), 
AGNQVLNLQADLPK (1,480.6 Da), MILLLFR (1,095 
Da), Hippuryl-L-histidyl-L-leucine (429.47 Da) และ 
tyrosine (181.19 Da) 
 

ทดสอบฤทธิก์ารต้านอนุมูลอิสระ 
การทดสอบด้วยวิธี DPPH radical scavenging 

assay ดัดแปลงจาก Suwanangul et al. (2025) โดย
เตรียมสารละลาย DPPH reagent ด้วยการละลาย DPPH 
0.0040 กรัม ในเมทานอลปริมาตร 100 มิลลิลิตร ตัวอย่าง
ถูกละลายในสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 0.1      
โมลาร์ (pH 7.0) ที่มี Triton X-100 จากนั้นปิเปตสารละลาย
ตัวอย่าง 100 ไมโครลิตร และสารละลาย DPPH reagent 
100 ไมโครลิตร ลงในหลุมของแผ่น 96-well plate     
บ่มในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสง   
ที ่ความยาวคลื ่น 517 นาโนเมตร โดยใช้กลูตาไธโอน       
เป็นสารมาตรฐาน และใช้บัฟเฟอร์เป็นตัวควบคุม 

การทดสอบการด ักจ ับอน ุม ูลไฮดรอกซิล 
(hydroxyl radical scavenging assay) ด ัดแปลงจาก 
Suwanangul et al. (2025) ต ั ว อย ่ า ง ถ ู ก ล ะล าย ใน
สารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 0.1 โมลาร์ (pH 7.4) 
แล้วปิเปตตัวอย่าง 50 ไมโครลิตร ใส่ในหลุมของแผ่น 96-
well plate เต ิมสารละลาย 1,10-phenanthroline 3 
มิลลิโมลาร์ สารละลายเฟอร์รัสซัลเฟต 3 มิลลิโมลาร์ และ
สารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ 0.01% อย่างละ 50 
ไมโครลิตร จากนั้นบ่มที่ 37°ซ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง และวัด
ค่าการดูดกลืนแสงที ่ 532 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับ 
กลูตาไธโอนและใช้บัฟเฟอร์เป็นตัวควบคุม 

การทดสอบการเกิดคีเลชันของโลหะ (metal 
chelating activity) ดัดแปลงจาก Suwanangul et al. 
(2023) โดยละลายตัวอย่างในน้ำกลั่น แล้วปิเปตตัวอย่าง 
500 ไมโครลิตร ลงในหลุมของแผ่น 96-well plate เติม
สารละลายเฟอร ์โรซ ีน 5 มิลล ิโมลาร ์ ปร ิมาตร 50 
ไมโครลิตร น้ำกลั ่น 925 ไมโครลิตร และสารละลาย 
FeCl2 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ผสมให้เข้า
กันและทิ ้งไว้ที ่อ ุณหภูมิห้อง 10 นาที ก่อนวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ 562 นาโนเมตร โดยใช้กลูตาไธโอนเป็นสาร
มาตรฐานและน้ำกลั่นเป็นตัวควบคุม 
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ก า ร ท ด ส อ บ ด ้ ว ย ว ิ ธ ี  Ferric Reducing 
Antioxidant Power ดัดแปลงจาก Suwanangul et al. 
(2021) โดยเตรียมสารละลาย FRAP reagent จากการ
ผสมสารละลายโซเดียมอะซิเตท 300 มิลลิโมลาร์ (pH 
3.6) เฟอร์ริกคลอไรด์ 20 มิลลิโมลาร์ และสารละลาย 
TPTZ 10 มิลลิโมลาร์ ที่ละลายในกรดไฮโดรคลอริก 40 
มิลลิโมลาร์ ในอัตราส่วน 10:1:1 ตามลำดับ จากนั้นปิเปต
ตัวอย่าง 40 ไมโครลิตร ลงในหลุมของแผ่น 96-well 
plate เติม FRAP reagent 200 ไมโครลิตร บ่มที่ 37°ซ 
แล ้วว ัดค ่าการด ูดกล ืนแสงท ี ่  593 นาโนเมตร ค่า
ความสามารถในการรีดิวซ์เหล็กเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของสารเฟอรัสซัลเฟต (0.0625–1 มิลลิโมลาร์) 

ค่าการออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระแสดงเป็นค่า 
EC50 ซึ ่งหมายถึง ความเข้มข้นของตัวอย่างที ่สามารถ
ย ับย ั ้ งอน ุม ูลอ ิสระได ้ร ้อยละ 50 โดยคำนวณจาก       
กราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของตัวอย่าง      
กับเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 

 
ทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับโรคอ้วน
และโรคเบาหวานชนิดที่ 2 

การยับยั ้งเอนไซม์ Dipeptidyl peptidase–IV 
(DPP–IV) ทดสอบด้วย DPP–IV activity assay kit โดย
ละลายตัวอย่างในสารละลาย Tris-HCl buffer 100 มิลลิ
โมลาร์ (pH 8.0) ปิเปตตัวอย่างแต่ละความเข้มข้นปริมาตร 
20 ไมโครลิตร ลงในหลุมของแผ่น 96-well plate เติม
เอนไซม์ DPP-IV ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และสารละลาย
ซับสเตรต (Gly-Pro-p-NA 0.75 มิลลิโมลาร์) ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 37°ซ เป็นเวลา 30 
นาที และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตร โดยใช้ 
tripeptide Diprotin A (Ile-Pro-Ile) เป็นสารอ้างอิง และ
ใช้บัฟเฟอร์เป็นตัวควบคุม 

การยับยั ้งเอนไซม์ alpha-amylase ดัดแปลง
จากว ิธ ีของ Suwanangul et al. (2021) โดยละลาย
ตัวอย่างแต่ละความเข้มข้นในสารละลายโซเดียมฟอสเฟต 
 

บัฟเฟอร์ 0.02 โมลาร์ (pH 6.9) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
บ่มที่อุณหภูมิ 37°ซ 10 นาที จากนั้นเติมเอนไซม์ alpha-
amylase (1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
และสารละลายแป้ง 100 ไมโครลิตร บ่มต่อที่ 25°ซ 10 นาที 
ก ่อน เต ิมสารละลาย DNS reagent ปร ิมาตร 200 
ไมโครลิตร (ประกอบด้วย DNS 96 มิลลิโมลาร์, sodium 
potassium tartrate tetrahydrate 2  โ ม ล า ร ์  แ ล ะ 
NaOH 2 โมลาร์) แล้วให้ความร้อนในน้ำเดือด 5 นาที 
หลังจากเย็นตัวลงเติมน้ำกลั่น 3 มิลลิลิตร และวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร 

ก า ร ย ั บ ย ั ้ ง เ อ น ไ ซ ม ์  alpha-glucosidase 
ดัดแปลงว ิธีของ Suwanangul et al. (2021) เตร ียม
เอนไซม์อย่างหยาบ (rat intestinal acetone power) 
300 มิลลิกรัม ละลายใน 0.9% โซเดียมคลอไรด์ปริมาตร 
9 มิลลิลิตร แล้วปั่นเหวี่ยงที่ 3,500 รอบต่อนาที 30 นาที 
จากนั้นเก็บสารละลายส่วนใสและแช่แข็งไว้จนกว่าจะ
นำมาใช้ทดสอบ ระหว่างการทดสอบ ปิเปตตัวอย่างแต่ละ
ความเข้มข้นที่ละลายในโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 0.1       
โมลาร ์ (pH 6.9) ปร ิมาตร 50 ไมโครล ิตร ผสมกับ
สารละลายเอนไซม์อย่างหยาบ 50 ไมโครลิตร บ่มที่
อ ุณหภ ูม ิ  37 °ซ 10 นาท ี  แล ้วเต ิมซ ับสเตรต PNP-
glycoside 5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร วัดค่า
การดูดกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตร 

ทั้งนี้ ผลการยับยั้งเอนไซม์แสดงด้วยค่า IC50 ซึ่ง
หมายถึง ความเข้มข้นของตัวอย่างที่สามารถยับยั้งกิจกรรม
ของเอนไซม ์ ได ้ร ้อยละ 50 โดยคำนวณจากกราฟ
ความสัมพันธ ์ระหว่างความเข้มข ้นของตัวอย ่างกับ
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งของเอนไซม์ 
 
การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิต ิ

ข้อมูลทั้งหมดถูกนำมาวิเคราะห์ความแปรปรวน 
(Analysis of Variance: ANOVA) และ เป ร ี ยบ เท ี ยบ
ค ่ า เ ฉล ี ่ ย ด ้ ว ยว ิ ธ ี  Duncan’s Multiple Range Test 
(DMRT) โดยใช้โปรแกรมสำเร็จรูป SPSS เวอร์ชัน 20  
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ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
 

ระดับการย่อยสลายของโปรตนี (DH) 
ระดับการย่อยสลายของโปรตีนจากจิ้งหรีดบ้าน

ที่ผ่านการไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์อัลคาเลส เอนไซม์ฟลาโว
ไซม์ และเอนไซม์นิวเทรส ดังแสดงใน Figure 1  พบว่า
เอนไซม์อัลคาเลส ให้ค่า DH สูงที่สุด (22.36%) รองลงมา
คือ เอนไซม์ฟลาโวไซม์ (16.48%) และเอนไซม์นิวเทรส 
(10.92%) ตามลำดับ โดยค่า DH แตกต่างกันอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) ผลนี ้ยืนยันว่า ชนิดของ
เอนไซม์เป็นปัจจัยสำคัญที่ควบคุมระดับการย่อยสลาย
โปรตีน ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Ma et al. (2023)  
ที ่ระบุว่าเอนไซม์ในกลุ่ม serine endopeptidase เช่น
เอนไซม์อัลคาเลส มีประสิทธิภาพสูงในการตัดพันธะ    
เปปไทด์ภายในสายโปรตีน โดยเฉพาะบริเวณที่มีกรดอะมิโน

ไม่ชอบน้ำ เช่น Leucine, Phenylalanine และ Tyrosine 
ส่งผลให้เกิดการแตกตัวของสายโปรตีนเป็นเปปไทด์ขนาด
สั้นมากกว่าเอนไซม์ชนิดอื่น ในขณะที่เอนไซม์ฟลาโวไซม์  
มีทั้ง endo- และ exopeptidase activity จึงให้ค่า DH 
ปานกลาง สำหรับเอนไซม์น ิวเทรส  ซึ ่งเป ็นเอนไซม์ 
neutral metalloprotease มักแสดงกิจกรรมต่ำกว่า     
ในสภาวะ pH 7–8 ที่ใช้ในการทดลอง ระดับการย่อยที่สูงขึ้น
ของเอนไซม์อัลคาเลส สะท้อนถึงการปลดปล่อยหมู่อะมิโน
อิสระจำนวนมาก ซึ่งสัมพันธ์กับการได้เปปไทด์น้ำหนัก
โมเลกุลต่ำ และความสามารถในการเกิดปฏิก ิร ิยากับ      
อนุมูลอิสระได้ดีขึ้น (Mishyna et al., 2021) ดังนั้น ความ
แตกต่างของค่า DH จึงสะท้อนถึงระดับการแตกตัว     
ของสายโปรตีน ซึ ่งเป็นปัจจัยสำคัญที ่กำหนดรูปแบบ      
การกระจายขนาดโมเลกุลของเปปไทด์ 

 

 
Figure 1   Degree of hydrolysis of cricket protein hydrolysates prepared using different proteolytic  
               enzymes. Bars with different letters indicate significant differences among treatments  
               (p<0.05). 

 

ขนาดโมเลกุลของเปปไทด์  
ผลการวิเคราะห์การกระจายขนาดโมเลกุลของ

เปปไทด์ในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเอนไซม์อัลคาเลส 
เอนไซม์ฟลาโวไซม์ และเอนไซม์นิวเทรส แสดงดัง Figure 2  

พบว่าเอนไซม์แต่ละชนิดให้โปรไฟล์โครมาโทแกรม           
ที่แตกต่างกันอย่างชัดเจน ซึ่งสะท้อนถึงความสามารถ
เฉพาะตัวในการตัดพันธะเปปไทด์และการสร้างเปปไทด์
ขนาดต่าง ๆ ทั้งนี ้ เอนไซม์อัลคาเลสให้พีคหลักในช่วง
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ปริมาตรการชะ 13–17 มิลลิลิตร ซึ่งสอดคล้องกับขนาด
โมเลกุลประมาณ 400–3,000 Da แสดงถึงสัดส่วนเปปไทด์
สายสั้นจำนวนมาก ในขณะที่เอนไซม์ฟลาโวไซม์ ให้พีคกว้าง
ในช่วง 15–20 มิลลิลิตร (3–7 kDa) และเอนไซม์นิวเทรส
ให้พีคเด่นบริเวณ 9–14 มิลลิลิตร (>5 kDa) แสดงว่าการใช้
เอนไซม์แต่ละชนิดส่งผลต่อรูปแบบการแตกตัวของโปรตีน
แตกต่างกัน เมื ่อเปรียบเทียบกับระดับการย่อยสลาย     
ใน Figure 1 พบแนวโน้มที ่สอดคล้องกัน โดยเอนไซม์    
อัลคาเลส ซึ่งมีค่า DH สูงสุด ให้สัดส่วนของเปปไทด์น้ำหนัก
โมเลกุลต่ำ (<3 kDa) มากที่สุด ขณะที่เอนไซม์นิวเทรส ให้ 
DH ต ่ ำที่ ส ุ ด  และย ั งคงม ี เปปไทด ์ขนาดใหญ ่ เป็น

องค์ประกอบหลัก สอดคล้องกับงานวิจัยของ Patil et al. 
(2015) ซึ่งระบุว่าการย่อยที่มี DH สูง สัมพันธ์กับการเกิด
เปปไทด์สายสั้น (<3 kDa) ซึ่งมักมีฤทธิ์ทางชีวภาพสูงกว่า 
เช่น การต้านอนุมูลอิสระและการยับยั้งเอนไซม์เมตาบอลิซึม 
เนื่องจากเอนไซม์อัลคาเลส เป็นเอนไซม์เอนโดเปปติเดส  
ที่สามารถตัดพันธะเปปไทด์ภายในสายโปรตีนได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ จึงสร้างเปปไทด์ขนาดเล็กที่มีหมู่ฟังก์ชัน
อิสระมากขึ ้น ซึ ่งช่วยเพิ ่มความสามารถในการบริจาค
อิเล็กตรอนหรือต้านอนุมูลอิสระ รวมถึงจับกับ active 
site ของเอนไซม์เมตาบอลิซึมได้ดีกว่าเปปไทด์ขนาดใหญ่ 
(Antony and Vijayan, 2021) 

 

 
Figure 2   Gel-filtration chromatograms showing the molecular-weight distribution of cricket protein   
               hydrolysates prepared using different proteolytic enzymes 

 

การออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
ค่า EC50 เป็นพารามิเตอร์สำคัญที่ใช้ประเมิน

ศักยภาพในการต้านอนุมูลอิสระ โดยค่าที่ต่ำกว่าสะท้อน
ถึงประสิทธิภาพในการกำจัดอนุมูลอิสระที่สูงกว่า ผลการ
ทดสอบ (Figure 3a-d) แสดงให้เห็นว่า โปรตีนไฮโดร      
ไลเสตจากเอนไซม์อัลคาเลส มีค่า EC50 ต่ำที่สุดในชุดการ

ทดสอบ DPPH และการจับไอออนโลหะ (p<0.05) บ่งชี้
ถึงความสามารถในการบริจาคอิเล็กตรอนและคีเลตกับ
ไอออน Fe²+ ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ซึ่งสอดคล้องกับ
ระดับการย่อยสลายที่สูง และการเกิดเปปไทด์ขนาดเล็ก
ในช่วงน้ำหนักโมเลกุลประมาณ 400-3,000 Da จากผล
การวิเคราะห์ก่อนหน้า เปปไทด์สายสั ้นเหล่านี ้ม ีหมู่
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ฟังก์ชันที่สามารถบริจาคอิเล็กตรอนได้ดี เช่น -OH, -SH 
และ -NH2 จากกรดอะม ิโน Tyrosine, Tryptophan, 
Histidine และ Cysteine ส่งผลให้เกิดปฏิกิริยาถ่ายโอน
อิเล็กตรอนกับอนุมูล DPPH หรือจับกับตำแหน่งประจุ
บวกของ Fe²+ ได้อย่างมีประสิทธิภาพสูง (Czelej et al., 
2022) ในทางกลับกัน โปรตีนไฮโดรไลเสตจากเอนไซม์       
นิวเทรสแสดงศักยภาพสูงสุดในการกำจัดอนุมูลไฮดรอกซิล 
(·OH) และในการทดสอบ FRAP โดยมีค่า EC50 ต่ำที่สุด 
(p<0.05) ซ ึ ่ งบ ่งช ี ้ถ ึ งความสามารถในการบร ิจาค
อิเล็กตรอนในระบบสารละลายน้ำได้ดีกว่าเอนไซม์อ่ืน 
กลไกนี้คาดว่าเกี่ยวข้องกับการมีเปปไทด์ขนาดปานกลาง
ถึงใหญ่ (>5 kDa) ที่ยังคงหมู่ขั้วของกรดอะมิโน เช่น Histidine, 
Lysine, Arginine และ  Methionine (Suwanangul et al., 
2021) สอดคล้องกับรายงานของ Sangsawad et al. (2022) ซึ่ง
ระบุว่าเปปไทด์ขนาดปานกลางที่ประกอบด้วยกรดอะมิโนมีขั้ว 
มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่าเปปไทด์สายสั้นในบางกรณี 

สำหรับโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเอนไซม์ฟลาโวไซม์ ซึ่งมีทั้ง
คุณสมบัติของเอนโดเปปติเดสและเอ็กโซเปปติเดส พบว่า
ค่า EC50 อยู่ในระดับปานกลางในทุกชุดการทดสอบ แสดง
ถึงการย่อยโปรตีนที่ให้ทั ้งเปปไทด์ขนาดเล็กและขนาด
ปานกลางในสัดส่วนสมดุล ทำให้เกิดฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
ในหลายกลไกพร้อมกัน แต่ไม่เด่นชัดในด้านใดด้านหนึ่ง 
ดังนั้น ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก
จิ้งหรีดมีความสัมพันธ์เชิงบวกกับระดับการย่อย และเชิง
ลบกับน้ำหนักโมเลกุลเฉลี่ยของเปปไทด์ กล่าวคือ เมื่อค่า
ระดับการย่อยเพิ ่มขึ ้น สัดส่วนของเปปไทด์ขนาดเล็ก
เพิ่มขึ้น ซึ่งมีสมบัติในการบริจาคอิเล็กตรอนและคีเลต
โลหะได้ดีกว่า อย่างไรก็ตาม โครงสร้างลำดับกรดอะมิโน
และการจัดเรียงตัวของเปปไทด์ยังมีบทบาทสำคัญต่อ
กลไกการออกฤทธิ์ในแต่ละระบบ ซึ่งเป็นปัจจัยที่กำหนด
สมรรถนะต้านอนุม ูลโดยรวมของผลิตภัณฑ์โปรตีน
ไฮโดรไลเสต (Suwanangul et al., 2021) 

 

 
Figure 3   Antioxidant activities of cricket protein hydrolysates obtained from different proteolytic  
               enzymes compared with glutathione (STD_GSH); DPPH radical scavenging activity (a),  
               hydroxyl radical scavenging activity (b), metal ion chelating (c) and ferric reducing  
               antioxidant power (d) Bars (mean±standard deviation) with different letters have mean values  
               that are significantly different at p<0.05. 



Journal of Agricultural Research and Extension 43(1): 242-253 

250 

การยับยั้งเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับโรคอ้วน 
และโรคเบาหวาน ชนิดที่ 2 

การประเมินฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ dipeptidyl 
peptidase-IV (DPP-IV), alpha-amylase และ  alpha-
glucosidase ของโปรต ีน ไฮโดรไลเสตจากจ ิ ้ งหรีด  
แสดงผลดัง Figure 4a-c โดยใช้ค่า IC50 (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
เป็นตัวบ่งชี ้ประสิทธิภาพการยับยั้ง พบว่าการใช้เอนไซม์  
อัลคาเลส ให้ค่า IC50 ต่ำที่สุดในทุกการทดสอบ สะท้อน
ศักยภาพการยับยั้งที่สูงการย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์ฟลาโว
ไซม์และเอนไซม์นิวเทรส ซึ่งสอดคล้องกับค่า DH สูงและ
สัดส่วนเปปไทด์ขนาดเล็ก (<3 kDa) ที่มากที่สุดในกลุ่ม
ดังกล่าว แนวโน้มดังกล่าวแสดงความสัมพันธ์เชิงบวก

ระหว่างระดับ DH กับประสิทธิภาพการยับยั ้งเอนไซม์ 
กล่าวคือ การเพิ่มสัดส่วนของเปปไทด์น้ำหนักโมเลกุลต่ำ
ช่วยเพิ่มความสามารถในการเข้าถึงบริเวณ active site 
ของเอนไซม์ ขณะที่การย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์นิวเทรส 
ซึ ่งมี DH ต่ำและประกอบด้วยเปปไทด์ขนาดใหญ่กว่า     
มีประสิทธิภาพลดลง ทั้งนี้ สมบัติการต้านอนุมูลอิสระที่สูง
ของเอนไซม์อัลคาเลส ซึ ่งเกี ่ยวข้องกับความสามารถ      
ในการให้-รับอิเล็กตรอนและจับโลหะ ยังอาจส่งเสริมการเกิด
ปฏิสัมพันธ์กับหมู่ฟังก์ชันของเอนไซม์ได้ดียิ่งขึ้น ผลลัพธ์
สอดคล้องกับรายงานก่อนหน้า (Suwanangul et al., 
2021) ที่พบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตที่มีเปปไทด์น้ำหนัก
โมเลกุลต่ำมักแสดงฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์เมตาบอลิซึมสูงกว่า 

 

 
 

Figure 4   Inhibitory effects of cricket protein hydrolysates (CPHs) prepared using different proteolytic  
               Enzymes; DPP-IV inhibition (a), alpha-amylase inhibition (b) and alpha-glucosidase  
               Inhibition (c) Bars with different letters (a–c) indicate significant differences (p<0.05). 
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สรุปผลการวิจัย 
 

โปรตีนไฮโดรไลเสตจากจิ้งหรีดบ้านที่ผลิตด้วย
เอนไซม์อัลคาเลส มีค่า DH สูงที่สุด และให้สัดส่วนเปปไทด์
น้ำหนักโมเลกุลต่ำมากที ่สุด ส่งผลให้มีศักยภาพต้าน           
อน ุม ูลอ ิสระส ูง และย ับย ั ้งเอนไซม์ DPP-IV, alpha-
amylase inhibition แ ล ะ  alpha-glucosidase ไ ด้
เหนือกว่าไฮโดรไลเสตจากเอนไซม์อื่น ผลดังกล่าวยืนยัน
ว่าการคัดเลือกเอนไซม์ย่อยที ่เหมาะสมสามารถเพิ่ม
ศักยภาพทางชีวภาพของโปรตีนจิ้งหรีดได้ และสนับสนุน
ต่อการพัฒนาเป็นส่วนประกอบอาหารฟังก์ชัน หรือโภชน
เภสัช ทั ้งน ี ้ควรดำเนินการศึกษาต่อเนื ่องด้านความ
ปลอดภัย (cytotoxicity) การระบุเปปไทด์ออกฤทธิ์ และ
การประเมินในระบบเซลล์และสัตว์ทดลอง เพื่อยืนยัน
ประสิทธิผลและความปลอดภัยก่อนการประยุกต์ใช้       
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