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งานวิจัยนี้แยกโปรตีนถั่วเขียวจากนํ้ าทิ้งของโรงงานผลิตแปงถั่วเขียวซึ่งมีปริมาณโปรตีนสูง ดวยวิธี
isoelectric precipitation  แลวทํ าใหแหงดวยวิธี freeze dry  เพื่อการผลิตสารทดแทนไขมันจากโปรตีนถั่วเขียว
ซึ่งตองมีรูปรางเปนทรงกลมมีขนาดอยูในชวง 0.1-3 ไมครอน จึงดัดแปรโปรตีนดวยวิธีทางเคมีและกายภาพ ผล
การทดลองพบวาโปรตีนที่แยกไดมีองคประกอบดังนี้ โปรตีน 88.93% เถา 4.59 ไขมัน 0.78% คารโบไฮเดรตและ
เสนใย 5.7% โดยนํ้ าหนักแหง โปรตีนนี้มีการละลายตํ่ าสุดที่ pH 4.5 การดูดซับนํ้ าและนํ้ ามันของโปรตีนมีคาเทา
กับ 2.41 กรัมนํ้ าตอกรัมโปรตีน และ 5.76 กรัมนํ้ ามันตอกรัมโปรตีน ตามลํ าดับ  คา surface hydrophobicity
ของโปรตีนเทากับ 30 [ของ bovine serum albumin (BSA) มีคาเทากับ 1000]   คา emulsifying activity index
ของโปรตีนถั่วเขียวมีคาเทากับ 83  (ของ BSA มีคาเทากับ 102) อุณหภูมิการเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนเพิ่ม
ขึ้นตามความเขมขนของสารละลายโปรตีน

การดัดแปรทางเคมีโดยวิธี succinylation บงวา degree of chemical modification เพิ่มขึ้นอยางถด
ถอยเมื่อเพิ่มปริมาณสารดัดแปรมากขึ้น คา surface hydrophobicity ของโปรตีนดัดแปรมีคาสูงสุดและเทากับ
62 เมื่อใชสารดัดแปร succinic anhydride 0.4 กรัมตอกรัมโปรตีน การดัดแปรโปรตีนทํ าใหการละลายของ
โปรตีน การดูดซับนํ้ า  และคา emulsifying activity index ของโปรตีนถั่วเขียวดัดแปรมีคาเพิ่มขึ้น แตคาการดูด
ซับนํ้ ามันไมแตกตางจากโปรตีนถั่วเขียว อุณหภูมิการเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนนี้มีคาเทากับโปรตีนเริ่มตน
คือ 83 oC สวนคา ∆H มีคาลดลงอยางมากจาก 13.53 J/g เหลือ 3.62 J/g

จากการทดลองพบสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารทดแทนไขมันคือ ใชโปรตีนถั่วเขียวที่ไมผานการ
ดัดแปร ใหความรอนที่อุณหภูมิ 83 oC นาน 15 นาที โดยมีการตีปนตลอดเวลาที่ความเร็ว 17,000 rpm แลวตีปน
ตอที่ความเร็ว 23,000 rpm เปนเวลา 15 นาที  นํ ามาแยกอนุภาคที่ใหญกวา 3 ไมครอน โดยการปนเหวี่ยงที่
4000 x g นาน 10 นาที กระบวนการดังกลาวใหอนุภาคโปรตีนขนาด 0.1-3 ไมครอนที่มีรูปรางเปนวงกลมในสวน
ของเหลวในปริมาณ 94.66% ของอนุภาคทั้งหมด
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This research is aimed to transform high protein content wastewater from mungbean starch
factories into value added products such as fat replacer.  The feasibility of isoelectric precipitation
method to separate protein from wastewater followed by freeze-drying process to produce dried
mungbean protein (MBP) is reported.  An exceptionally good quality MBP (protein 88.93%, ash
4.59%, fat 0.78%, carbohydrate and fiber 5.7%) is obtained from these processes.  Significant
characteristics of MBP are: oil adsorption at 5.76 g oil/g MBP, water adsorption at 2.41 g water/g
MBP, surface hydrophobicity 30 (BSA 1000), emulsifying activity index (EAI) 83 (BSA 102), ∆H of
denaturation 13.53 J/g, minimum solubility at pH 4.5.  It was found that denature temperature
increased when protein concentration increased.

Chemical modification of MBP is done via succinylation with succinic anhydride. The rate of
chemical modification decreased when concentration of modifying agent increased.  Maximum
surface hydrophobicity of modified MBP was obtained with 0.4g succinic anhydride/g MBP.
Solubility at pH 4.5 and 7.0, water adsorption and EAI of modified MBP are higher than those of
unmodified protein significantly, while oil adsortion is not difference. Other characteristics of modified
MBP are: denature temperature 83 oC and ∆H of denaturation 3.62 J/g.

Optimum conditions for production of fat replacer can be obtained by directly heating
unmodified MBP at 83 oC for 15 minutes coupled with homogenizing at 17,000 rpm and continued
homogenizing at 23,000 rpm for 15 minutes without heating. Then, oversized particles (> 3 microns)
were precipitated at 4000 x g for 10 minutes, resulting in 94.66% protein particles of 0.1-3 microns in
supernatants.
Department    Food Technology Student’s signature ………………………….
Field of study    Food Technology Advisor’s signature ………………………….
Academic year    2001 Co-advisor’s signature ……………………...
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บทที่ 1

บทนํ า

โปรตีนถั่วเขียวในงานวจิัยนี้หมายถึง โปรตีนที่แยกไดจากกระบวนการผลิตแปง
ถัว่เขยีว เนื่องจากถั่วเขียวเปนพชืเศรษฐกิจที่สํ าคัญของทวีปเอเชีย มโีปรตีนเปนองคประกอบถึง
24% (Poehlman, 1991) ในปจจุบนัโรงงานอุตสาหกรรมที่ผลิตแปงถั่วเขียวและวุนเสนในประเทศ
ไทยสวนใหญยงัไมมีวิธีการแยกโปรตนีถั่วเขียวออกจากนํ้ าทิ้งของโรงงาน ซึง่นอกจะทํ าใหเกิดการ
สูญเสียโปรตีนพชืคุณภาพดีที่เหมาะกับการบริโภคแลว ยังอาจกอปญหาดานมลภาวะดวย มี
โรงงานในประเทศไทยบางแหงเทานั้น ทีม่กีระบวนการแยกโปรตีนถั่วเขียวออกจากนํ้ าทิ้งของ
โรงงานขายเปนสินคาเสริมจากการผลิต ทีเ่พิม่มลูคาดานเศรษฐกิจใหแกโรงงาน โปรตีนที่แยกไดนี้
มักมีคุณภาพตํ่ า และจ ําหนายในรูปอาหารสัตว หรือเปนสารตั้งตนของอุตสาหกรรมโปรตีนไฮโดร
ไลเซทของสารปรุงแตงกลิ่นรส เชน นํ ้าซอสปรุงรส เปนตน  ดังนั้นจะเห็นวาการแยกโปรตนีถั่วเขียว
ไปใชนัน้ยังจํ ากัดอยูในวงแคบ อาจเนื่องมาจากมีงานวจิยัเกีย่วกบัโปรตีนถั่วเขียวนอยเมือ่เทียบกับ
งานวิจัยของโปรตนีเวยซึ่งเปนของเสียหรือผลพลอยไดจากอุสาหกรรมนม ในปจจุบันมีการนํ า
โปรตีนเวยมาผลติเปนผลิตภัณฑเพิ่มมูลคาที่มีราคาสูงเชน สารทดแทนไขมันแลว (Simplesse,
Dairy-Lo)

แนวความคิดใหมทางดานโภชนาการ และการแพทยในปจจุบันบังคับใหอุตสาห
กรรมอาหารหนัมาสนใจในผลิตภัณฑอาหารที่มีไขมนัตํ่ า เนื่องจากขอมลูทางการแพทยชี้ใหเห็นวา
การบริโภคอาหารที่มีไขมันในปริมาณสูง เปนการเพิ่มความเสี่ยงของโรคอวน โรคหัวใจ และโรค
มะเร็งบางชนิดแกผูบริโภค (Akoh, 1999) แตเนื่องจากไขมันเปนองคประกอบสํ าคัญในอาหารที่ให
ลกัษณะเนื้อสัมผัสที่เปนที่ชื่นชอบของผูบริโภคเชน ทํ าใหอาหารนุมไมแข็งกระดาง ท ําใหไขมันเปน
องคประกอบที่ขาดไมไดในอุตสาหกรรมอาหาร ดงันั้นจึงมีการสรรหาสารทดแทนไขมันที่ใหพลัง
งานนอยกวาไขมันแตยงัคงชวยใหอาหารมีลกัษณะเนื้อสัมผัสทีถู่กใจผูบริโภค

โปรตีนเปนสารอาหารประเภทหนึง่ ที่สามารถนํ ามาใชผลิตสารทดแทนไขมันได
การผลติสารทดแทนไขมันจากโปรตีนเพื่อ นํ าไปใชทดแทนไขมันในอาหารที่มีนํ้ าเปนวัฏภาคตอ
เนื่องนัน้ สามารถทํ าไดโดยการผลิตคอลลอยดโปรตีนที่มีอนภุาคเปนทรงกลมขนาดเสนผาศูนย
กลาง 0.1 ถึง 3 ไมครอน คณุสมบตัสิองประการนี้เปนขอกํ าหนดสํ าคัญของสารทดแทนไขมันเพื่อที่
จะไดมีสมบัติทางกายภาพ และลกัษณะทางเนื้อสัมผัสของอาหารทีเ่หมือนหรือคลายคลึงกับไขมัน
ธรรมชาติ (Singer and Dunn, 1990)
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กระบวนการผลิตสารทดแทนไขมันจากโปรตีนเวยใชหลักการทํ าใหโปรตีนสูญเสีย
สภาพธรรมชาติดวยความรอน รวมกับการใหอัตราเฉือนสูง เพื่อใหไดอนุภาคโปรตีนทรงกลมที่มี
สมบัตกิระจายตัวไดในนํ้ า มีขนาดประมาณ 0.1-3.0 ไมครอน และเปนคอลลอยดที่มีลักษณะทาง
ประสาทสัมผัสคลายครีม (Singer et al., 1988)

ดงันัน้เพือ่ศึกษาสมบัติและผลิตสารทดแทนไขมันจากโปรตีนถั่วเขียว จึงกํ าหนด
ขอบเขตของงานวิจัยนี้ไวดังตอไปนี้

 เตรยีมโปรตนีถั่วเขียวจากนํ้ าทิ้งของโรงงานแปงถั่วเขียว
 วเิคราะหสมบัติทางเคมีและทางกายภาพของโปรตีนถั่วเขียว
 ศกึษากระบวนการดัดแปรทางเคมีของโปรตีนถั่วเขียว
 วเิคราะหสมบัติทางเคมีและกายภาพของโปรตีนดัดแปร
 ศกึษาวธิผีลิตสารทดแทนไขมันจากโปรตีนถั่วเขียวและโปรตีนดัดแปร
 ศกึษาขนาดและรูปรางของสารทดแทนไขมันที่ผลิตได



บทที่ 2

วารสารปริทัศน

หนาทีข่องไขมันและนํ้ ามันในอาหาร

เนือ่งจากชนิด ปริมาณ และ การกระจายตัว ของไขมนัในอาหาร เปนคุณลกัษณะเฉพาะ
ของอาหารชนิดตางๆ การที่จะลดปริมาณไขมันในอาหารเหลานี้ดวยสารทดแทนไขมัน จะตอง
กระท ําโดยไมเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติของอาหารที่เนื่องมาจากไขมัน เชน รสชาติ ความขนหนืด
ลกัษณะปรากฏ ลักษณะทางกายภาพอื่น ๆ เปนตน ดังนั้นในเบื้องตนจึงขอสรุปถึงบทบาทของ
ไขมันในอาหารซึง่ม ี3 ประการดังนี้ (Jones, 1996a)

1) หนาทีท่างดานโภชนาการ
• ไขมนัเปนแหลงของกรดไขมันที่จํ าเปนตอรางกายเชน กรดลิโนเลอิก

(18:2) และกรดลิโนเลนิก (18:3)
• ไขมันเปนตัวพา (carrier) ส ําหรบัวิตามินที่ละลายในไขมันเชน วิตามินเอ

ดี อี และ เค
• ไขมนัเปนแหลงพลังงานที่สํ าคัญ เนื่องจากไขมัน/นํ้ ามัน ใหพลังงานแก

รางกายไดถึง 9 กิโลแคลอรี่ตอกรัม ซึ่งมากกวาสารอาหารชนิดอื่นๆ
(โปรตีนและคารโบไฮเดรตใหพลังงานประมาณ 4 กิโลแคลอรี่ตอกรัม)

2) หนาทีท่างดานเคมีและฟสิกส
• ไขมนัสงผลตอพฤติกรรมของอาหารระหวางการแปรรูปเชน ความคงตัว

ตอความรอน และความหนืด
• ไขมนัสงผลตอลักษณะอาหารหลังการแปรรูปเชน การกระจายตัวของ

องคประกอบของอาหาร และความขนเหนียว
• ไขมันสงผลตอความคงตัวของอาหารในชวงการเก็บรักษาเชน การแยก

ตวัของนํ้ ามัน และการหืน
3) หนาทีท่างดานประสาทสัมผัส

• ไขมันสงผลถงึดานลักษณะปรากฏของอาหารเชน ผิวมัน สี และความขุน
ของอาหาร
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• ไขมันสงผลตอเนือ้สัมผัสของอาหารเชน ความขนหนืด และความ
กระดางหรือแข็งของอาหาร

• ไขมันสงผลตอกลิน่รสของอาหารเชน ความเขมของกลิ่นรส การปลด
ปลอยกลิ่นรส (flavor release) และการพัฒนากลิ่นรสในอาหาร

• ไขมันสงผลตอ mouthfeel ของอาหาร เชน การละลายในปากของไขมัน
ท ําใหรูสึกนุมนวล และลักษณะเปนครีม

สารที่ใชเพื่อทดแทนไขมัน

Jones (1996a) ไดใหนิยามของสวนผสมอาหารที่ทดแทนไขมันและกอใหเกิดหรอืคงไวซึ่ง
ลักษณะเดมิของอาหารที่เกิดจากไขมันไวดังนี้

• Fat replacer หมายถงึสวนผสมในอาหารทีส่ามารถใชแทนไขมันได
• Fat substitute หมายถึงสารประกอบสังเคราะหที่สามารถใชแทนไขมันไดหนึ่งตอหนึ่ง

โดยนํ้ าหนัก โดยทัว่ไปจะมโีครงสรางทางเคมีคลายไขมันแตจะไมยอยสลายในระบบ
ทางเดินอาหาร เนือ่งจากมีโครงสรางทางเคมีที่คงทนทนตอปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส
(hydrolysis) โดยเอนไซมในรางกาย

• Fat mimetic หมายถึงสารทดแทนไขมันซึ่งเมื่ออุมนํ้ าไวในเมตริกซ (matrix) ใน
ปริมาณมากพอเพียง จึงทํ าใหมีลักษณะปรากฏ และลักษณะเนื้อสัมผัสคลายไขมัน

• Low-calorie fat หมายถึงสารประกอบไตรกลีเซอไรดสังเคราะห (synthetic
triglyceride) โดยการแทนที่กรดไขมันธรรมชาติดวยกรดคาไพรลิก (8:0), กรดคาพริก
(10:0) และกรดบีฮีนิก (22:0) บนโครงของกลีเซอรอล (glycerol backbone) ยังผลใน
การลดปริมาณแคลอรี่ เนื่องจากกรดบีฮีนิกไมถูกยอยสลาย สวนกรดกรดคาไพรลิก
และกรดคาพริกถกูยอยสลายแตจะคายพลงังานนอยกวากรดไขมันธรรมชาติ สาร
ประกอบไตรกลีเซอไรดสังเคราะหเหลานีใ้หพลังงานเพียง 5 กิโลแคลอรี่ตอกรัม

• Fat extender หมายถึงสารทดแทนไขมันที่ประกอบดวยไขมันธรรมชาติผสมกบัสวน
ผสมอ่ืนๆ เชน นํ ้า   ตัวอยางของสารกลุนนี้เชน อิมัลชั่น
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Akoh ไดสรุปวาสารทดแทนไขมัน (fat replacer) โดยทั่วไปแลวแบงออกไดเปน 2 กลุมคือ
fat substitute และ fat mimetic (Akoh, 1999) โดยแตละกลุมมีสมบัติดังนี้

• Fat substitute หมายถึงสารทีม่ีความคลายคลึงกับไตรกลีเซอไรดทั้งทางกายภาพและ
ทางเคมีสามารถใชแทนไขมันไดตอนํ ้าหนัก อาจเปนสารที่ผลิตมาจากไขมัน จากการ
สังเคราะหทางเคมีของไขมันหรือนํ้ ามัน จากการดัดแปรไขมันหรือนํ้ ามันปกติดายวิธี
การทางเอนไซม  สารทดแทนไขมันประเภทนี้มักคงตวัตออุณหภูมิที่ใชในการแปรรูป
อาหารทั้งที่อุณหภูมิตํ่ าและสูง

• Fat mimetic เปนสารทีเ่ลียนแบบสมบัติทางดานประสาทสัมผัสและทางกายภาพ
ของไตรกลีเซอไรด แตไมสามารถใชทดแทนไขมันไดทั้งหมด 100% สารทดแทนไขมัน
ประเภทนี้มกัผลิตมาจากโปรตีน หรือคารโบไฮเดรต เชน แปง และเซลลูโลส จาก
กระบวนการดัดแปรทางเคมี หรือกายภาพเพื่อใหมสีมบัติใกลเคียงไขมันธรรมชาติ
มากที่สุด สารทดแทนไขมันประเภทนี้ใหพลงังานประมาณ 0-4 kcal/g  โดยทั่วไปสาร
ทดแทนไขมันประเภทนีด้ดูซับนํ้ าเอาไวในปริมาณสูง จงึไมเหมาะทีจ่ะใชทอดอาหาร
นอกจากนั้นสารทดแทนไขมันประเภทนีย้งัอาจนี้ยังอาจเสียสภาพธรรมชาติ หรือเกิด
การไหมของนํ้ าตาลไดที่อุณหภูมิสูง

ขอมลูทางการแพทยชี้ใหเห็นวา การบริโภคไขมันในปริมาณสงูเปนสาเหตุใหผูบริโภคเปน
โรคอวน (obesity) และโรคมะเร็งบางชนิดมากขึ้น นอกจากนัน้ยังพบวา การบริโภคอาหารที่
ประกอบดวยไขมันอิ่มตัวอาจเปนสาเหตุของคอเลสเตอรอลในโลหิตสูง ซึง่เปนสาเหตุสํ าคัญของ
โรคเสนเลือดเลี้ยงหัวใจอุดตัน (coronary heart disease) ได (Akoh, 1999) จากขอมูลทางการ
แพทยเหลานี้ทํ าใหสารทดแทนไขมันไดรับความสนใจจากผูบริโภค  นักโภชนาการ และแพทย

สารทดแทนไขมันจากโปรตีน

ในระบบอาหารที่มีนํ้ าเปนวัฏภาคตอเนื่อง การแทนที่ไขมันทั้งหมดหรือบางสวนอาจทํ าได
โดยการแทนทีไ่ขมนัดวยสารที่มีโครงสรางทางกายภาพคลายไขมัน ดงันั้นจึงเกดิแนวความคิดที่จะ
แทนที่เม็ดไขมันในอาหารดวยสารทดแทนไขมันทีส่ามารถเกิดอนภุาคทรงกลมในวัฏภาคนี้ และให
สมบัติทางกายภาพคลายเม็ดไขมันขึ้น (Jones, 1996b)

ในการผลิตสารทดแทนไขมันจากโปรตีน ทํ าไดโดยการแปรสภาพโปรตีนใหเสยีสภาพ
ธรรมชาติ ในภาวะนี้สายโปรตีนจะเกิดการคลายตัว (protein unfold) แลวรวมตัวกัน การรวมตัว
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ของสายโปรตีนนี้อาจใหอนุภาคทีม่ีขนาดใหญ ดงันัน้จะตองมีวิธีควบคุมขนาดของเม็ดโปรตีนให
อยูในชวงที่ตองการเชน การใชแรงเฉือนรวมกับการใหความรอน (Singer, 1996) เปนตน

สารทดแทนไขมันที่ไดจากกระบวนการทีก่ลาวมานี้เรียกวา Microparticulated protein
particle (MP3) ซึง่สามารถใหคํ านิยามไดวา “MP3” คือเจลของโปรตีนทีป่ระกอบดวยอนุภาคขนาด
เสนผาศูนยกลางประมาณ 1/1000 มลิลิเมตร แตละอนุภาคมีโมเลกุลของโปรตีนหลายลาน
โมเลกุล (Tang et al., 1989 cited in Singer, 1996)

ลกัษณะเนื้อสัมผัสคลายไขมันของผลิตภัณฑอาหารแบบอิมัลชั่น ทีม่นีํ ้าเปนวัฏภาคตอ
เนือ่งนั้นขึ้นอยูกับขนาดของอนภุาคเปนสํ าคัญ   Singer and Dunn (1990) รายงานวาอนุภาคของ
โปรตีนที่ใชเปนสารทดแทนไขมันควรเปนทรงกลมและมเีสนผาศูนยกลางประมาณ 0.1-3.0
ไมครอน ลกัษณะทางกายภาพเหลานี้จํ าเปนที่จะทํ าใหสารทดแทนไขมันมีลักษณะเนื้อสัมผัส
คลายครีม (creamy) สารแขวนลอยที่อนุภาคมีขนาดตํ่ ากวา 0.1 ไมครอน จะใหลักษณะเนือ้สัมผัส
คลายนํ้ า (watery) สวนในกรณีที่สารแขวนลอยมีขนาดอนุภาคใหญกวา 3.0 ไมครอน จะมี
ลักษณะเนือ้สัมผัสหยาบคลายแปงหรือทราย (powdery or gritty) ดงัแสดงในภาพที่ 1

ภาพที่ 1 ความสมัพันธระหวาง ขนาดอนุภาคของ microparticulated protein particle (MP3)
กบัลักษณะทางประสาทสัมผัส
ทีม่า: Singer and Dunn (1990)
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ผลจากการศกึษาโครงสรางและหนาที่ของ MP3 พบวานอกจากขนาดแลว รูปรางของ
อนุภาคก็เปนอีกคุณสมบัติหนึง่ที่ทํ าให MP3 มีลกัษณะทางประสาทสัมผัสคลายไขมัน (Civille,
1990) จากขอมูลการวิเคราะหโครงสรางระดับยอย (microstructure) ของ MP3 ในสารทดแทน
ไขมัน Simplesse พบวาอนุภาคเปนทรงกลมขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 1 ไมครอน และมี
คาการกระจายตัวของอนุภาค (particle size distribution) อยูในชวงแคบ ดังแสดงในภาพที่ 2  3
และ 4

แมวาสารทดแทนไขมันจากโปรตีนสามารถใชทดแทนลักษณะเนื้อสัมผัสของไขมัน  ธรรม
ชาติในอาหารได แตก็มีขอจํ ากัดในการนํ าไปใชงานทีอุ่ณหภมูิสูง เชน เปนนํ้ ามันในการปรุงอาหาร
(cooking oil) หรือนํ้ ามันทอดอาหาร เนือ่งจากโปรตีนจะเกดิการเสียสภาพธรรมชาติและจับตัวกัน
เปนกอนที่อุณหภูมิสูง นอกจากนีแ้ลวโปรตีนยังมีแนวโนมที่จะรวมตัวกบัสารประกอบที่ใหกลิ่นรส
เปนสาเหตุใหกลิ่นรสของผลิตภัณฑลดลง (Lucca and Tepper, 1994)

ภาพที่ 2 Scanning electron micrograph (SEM) ของ Simplesse  ซึง่แสดงใหเห็นถึงขนาด
และรูปรางของสารทดแทนไขมัน
ทีม่า: Singer (1990) cited in Singer (1996)
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ภาพที่ 3    Atomic force micrograph ของ MP3 (Simplesse) แสดงใหเห็นอนุภาครูปทรงกลม
ทีม่า: The Nutrasweet Co., Deerfield, IL, USA

ภาพที่ 4 Light micrograph ของ MP3 (Simplesse) ทีค่วามเขมขน 1.5% ในนํ้ า แสดงใหเห็น
ขนาด รูปราง และการกระจายของอนุภาค
ทีม่า: Singer and Dunn (1990)
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การผลติสารทดแทนไขมันจากโปรตีน

Singer et al. (1988) ไดผลิตสารทดแทนไขมันจากโปรตีนเวยของนม โดยท ําใหโปรตีนเวย
เสยีสภาพดวยความรอนรวมกับการใชแรงเฉือน วิธีการผลิตเริ่มจากการนํ าโปรตีนเวยมาทํ าใหเขม
ขนดวยวธิีอัลตราฟลเตรชัน (ultrafiltration) จากนัน้น ําโปรตีนเวยเขมขนที่ไดไปทํ าการไลอากาศ
ออกเพือ่เพิม่อัตราการถายเทความรอนใหดีข้ึน หลังจากนั้นนํ าโปรตีนเวยไปทํ าใหสูญเสียสภาพ
ธรรมชาติดวยความรอน (heat denaturation) ทีอุ่ณหภูมิประมาณ 80-130 oC โดยปรับ pH ของ
สารละลายโปรตีนใหอยูในชวง 3.5 ถึง 5.0  และใชอัตราเฉือนที่ 500,000 นาที-1 Singer et al. พบ
วาเวลาในการเสียสภาพของโปรตีนจะแปรผันตามอณุหภมูทิี่ใช หลังจากโปรตีนเสียสภาพธรรม
ชาติแลว จ ําเปนตองเตมิสารปองกันการจับตัวของโปรตีน (aggregate blocking agents) เชน
นํ ้าตาลแล็กโทส เลซิทิน (lecithin) หรอื แซนแทนกัม (xanthan gum) หรือของผสมของสารเหลานี้
หลังจากนั้นจะน ําโปรตีนไปบดปนเพื่อลดขนาดอนุภาค และท ําใหสารละลายเปนเนื้อเดียวกันโดย
กระบวนการโฮโมจีไนซ (homogenization) ในขัน้นี้สารละลายโปรตีนประกอบดวยอนุภาคขนาด
เล็กประมาณ 0.1-2.0 ไมครอน อนภุาคโปรตีนกระจายตัวไดดีในวัฏภาคนํ้ าโดยไมรวมตัวกันเปน
กอน  พบปรมิาณอนุภาคที่มีขนาดใหญกวา 3.0 ไมครอน นอยกวา 2% สารแขวนลอยที่ไดให
ลักษณะทางประสาทสัมผัสคลายครีม

McCarthy and Maegli (1994) ผลิตสารทดแทนไขมันจากโปรตีนเวย เคซีน และสารเคมี
อ่ืนๆ ที่อัตราเฉือนตํ่ า โดยน ําโปรตีนเวยเขมขนมาผสมกับเคซีน โดยคนสารละลายที่อัตราเฉือนตํ่ า
พบวาขนาดของอนุภาคที่ไดมีความสัมพันธกับอัตราสวนระหวางโปรตีนเวยเขมขนตอเคซีน สาร
แขวนลอยที่ไดมีความคงทนตอความรอนมากกวาผลิตภัณฑที่ผลิตจากโปรตีนเวยโดยตรงดังแสดง
ในภาพที่ 5
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ภาพที่ 5 ผลของความคงตัวตอความรอน ของอนุภาคโปรตีนตางๆ
ทีม่า: McCarthy and Maegli (1994)

ขั้นตอนการผลิตมดีงันี้  เตรียมสารละลายโปรตีนเวยกับเคซีน ใหมคีวามเขมขนในชวง 5-
27% (เปนความเขมขนที่เหมาะสม) ปรับ pH ของสารละลายใหอยูในชวง 3.0-6.6  จากนั้นกวน
สารละลายดวยแรงเฉือนตํ่ า อาจเตมิสารเคมีอ่ืนๆลงไปดวยเชน ไอออนที่มีประจุ 2+ (divalent
cation) สารประกอบฟอสเฟต และอิมัลซิไฟเออร เพื่อชวยใหไดโปรตีนเกดิการรวมตัวกันตาม
ตองการ จากนั้นนํ าโปรตีนไปแปรสภาพดวยความรอนที่อุณหภูมิประมาณ 75-100 oC โดยใชเวลา
ประมาณ 1-20 นาที พบวาวธิีอนุภาคโปรตีนจากข้ันตอนนี้มีขนาดประมาณ 1-20 ไมครอน  และ
สามารถทํ าใหแตกออกเปนอนุภาคขนาดเล็กไดงายโดยการบดปน (homogenized)

Yamamoto et al. (1998) ผลิตสารทดแทนไขมันโดยการทํ าใหโปรตีนเสียสภาพธรรมชาติ
ดวยสารละลายอินทรียที่ชอบนํ้ า โดยผสมโปรตีนเวยที่เปนกรด (acid whey protein) กับตัวทํ า
ละลายอินทรียที่ชอบนํ้ าเชน แอลกอฮอลโมเลกุลเล็กทีม่คีารบอนอะตอม 1-5 (โดยเฉพาะเอทานอล
เปนตัวทํ าละลายที่ปลอดภัยในการบริโภค) ในปริมาณ 1:1 พบวาอนภุาคโปรตีนจะตกตะกอนออก
มาจากสารละลายและสามารถท ําการแยกออกไดโดยการหมนุเหวี่ยงที่ 7,000xg เปนเวลา 15
นาท ีตะกอนที่แยกไดเปนอนุภาคโปรตีนขนาด 0.01-1 ไมครอน ดังแสดงในภาพที่ 6 มีลักษณะนุม
เนียน (smooth) และ grossy คลายไขมันธรรมชาติ สามารถนํ าไปใชแทนไขมันได
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ภาพที่ 6 การกระจายของอนุภาคขนาดตางๆ ที่ไดจากการทํ าใหโปรตีนเสียสภาพธรรมชาติโดย
การใชตัวทํ าละลายอินทรียที่ชอบนํ้ า
ทีม่า: Yamamoto et al. (1998)

โปรตนีเวยถือเปนผลพลอยไดจากกระบวนการผลิตเนยแข็ง จึงมกีารน ําโปรตีนเวยมาผลิต
สารทดแทนไขมันกันมากในประเทศทีบ่ริโภคนมและผลิตภัณฑจากนมเปนหลัก นมมีโปรตีนเวยใน
ประมาณถงึ 20% เนือ่งจากโปรตนีเวยมีองคประกอบสวนใหญเปน globular protein (Leman
and Kinsella, 1989) คลายคลึงกับโปรตีนถั่วเขียวทีน่ยิมบริโภคกันมากในเอเชีย ดงันัน้การวิจัยนี้
จึงคิดนํ าโปรตีนถั่วเขียวมาผลติสารทดแทนไขมัน โดยจะนํ าวธิีของ Singer et al. (1988) และ
McCarthy and Maegli (1994) มาใชทดลองดัดแปรโปรตีนถั่วเขียว

โปรตีนถั่วเขียว

ถัว่เขียว (mungbean, greengram) เปนพชืใบเลี้ยงคูประเภทพืชลมลุก มีชื่อทางวิทยา
ศาสตรวา Vigna radiata (L.) Wilczek เปนพืชเกษตรกรรมสํ าคัญของทวปีเอเชียเชน อินเดีย พมา
และไทย ถอืเปนแหลงโปรตนีจากพืชที่มีราคาไมแพง ถั่วเขียวมีโปรตีนเปนองคประกอบประมาณ
24% (ตารางที่ 1)  โปรตนีถั่วเขียวเปนโปรตีนประเภท กลอบูลารโปรตีน (globular protein)
ประกอบดวยกลอบูลิน (globulins) ประมาณ 70% และอัลบูมิน (albumins) ประมาณ 15-20%
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โดยสวนที่เหลือเปนกลูเตลิน (glutelins)  โปรตนีประเภทกลอบูลินหลักในถั่วเขียวคือ วิซิลิน
(vicilin) ซึ่งประกอบดวยกรดอะมิโนกลุมกรด (acidic amino acid) ในประมาณสูง แตมีกรดอะมิ
โนกลุมที่ประกอบดวยกํ ามะถัน (sulphur amino acid) ในปรมิาณนอย (Poehlman, 1991)

ตารางที่ 1  ปริมาณโปรตีนของถั่วเขียว

a Locally adapted accessions only included in the experiment.
b Moisture-free basis.
ทีม่า: Poehlman (1991)

โปรตีนจากเมลด็พืชลมลุกหลายชนิดมีกรดอะมิโนไมครบถวนทกุชนิด หรือมีอยูในอัตราที่
ไมเหมาะสม กลาวคือมี ไลซีน (lysine) ไอโซลูซีน (isoleusine) ลูซีน (leusine) ทรีโอนีน
(threonine) และวาลีน (valine) ในปริมาณสูง แตเมไทโอนีน (methionine) และซิสตีน (cystine)
ในปริมาณที่นอยท ําใหคุณคาทางโภชนาการของโปรตีนตํ่ า (Evan and Bandemer, 1967 cited
in Poehlman, 1991)

โดยทั่วไปถัว่เขียวจะถกูแปรรูปเปนแปงถั่วเขียว ซึง่จะถกูนํ ามาแปรรูปเปนอาหารชนิด
ตาง ๆ ตอไป ในการผลิตแปงถั่วเขียวจะมีการแยกองคประกอบที่เปนสตารช (starch) ออกมา แปง
ที่ไดไมควรมีโปรตีน (Nx6.25) เกินรอยละ 0.4 ของนํ ้าหนักแหง (มอก. 948, 2533) ขอเท็จจริงนี้
แสดงใหเห็นวามีการสูญเสียโปรตีนไปในกระบวนการผลิตแปงถั่วเขียว  โปรตนีสวนมากจะถูกแยก
ออกมาจากแปงในรูปของนํ าทิ้ง (Ko et al., 1994)

Number
Accessions

Range
(%)

Mean
(%)

Reference

131 19.10 to 28.30 24.00 Yohe et al., 1971
7a 24.31 to 27.91 26.27 Soni et al., 1975
3a 25.20 to 28.20 26.56 Shobhana et al., 1976
6a 20.37 to 21.77b 21.08b Rao et al., 1978
68 19.00 to 25.00 21.80 AVRDC, 1979
17a 22.88 to 25.00 23.91 Rosario et al., 1980
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สมบติัดานตางๆของโปรตีนถั่วเขียว

การวิเคราะหคุณสมบตัิตางๆของโปรตีนถั่วเขียว เชน ชนิดและปริมาณกรดอะมิโน การ
เรียงตวัของกรดอะมิโนบนสายพอลิเพปไทด ตางแสดงถึงศกัยภาพในการนํ าโปรตีนถั่วเขียวไปใช
เปนสวนผสมในอาหาร คณุสมบตัเิหลานี้ยังสงผลถึงคุณสมบัติอ่ืน ๆ ที่สํ าคัญในการผลิต เชน การ
ละลาย, surface hydrophobicity และ emulsifying property ของโปรตีนถั่วเขียวอีกดวย (Hall,
1996)

งานวจิยันี้ศึกษาสมบัติตางๆ ของโปรตีนถัว่เขียวเพือ่ทดสอบศักยภาพของโปรตีนในการนํ า
ไปใชงานในดานอื่นนอกเหนือจากการนํ าโปรตีนไปผลิตเปนสารทดแทนไขมันดวย โดยสมบัติตางๆ
ทีศ่กึษามีดังนี้คือ

• การละลาย (solubility) เปนสมบัติที่มีความสํ าคัญในอันดับแรกเนื่องจากมี
อิทธิพลตอสมบัติอ่ืน ๆ ของโปรตีน (Halling, 1981 cited in Vojdani, 1996) โดย
ทัว่ไปโปรตีนที่นํ าไปใชในการผลิตควรมีการละลายสูง การละลายของโปรตีนมี
ความสัมพันธกับ hydrophilicity ของโปรตีน เชน โปรตีนที่มีคา hydrophilicity
สูงจะละลายไดดีในนํ้ า การละลายของโปรตีนยังมีอิทธิพลตอคุณสมบัติอ่ืน ๆ เชน
emlsifying property (Vojdani, 1996) อีกดวย

• การดูดซับนํ้ า (water binding) เปนผลจากพันธะเคมีประเภทมีขั้ว (ionic
bonding)  เชน พนัธะไฮโดรเจน หรอืปริมาณไอออนในโมเลกุลของโปรตีน
โปรตนีทีม่พีันธะเหลานี้สูงจะสามารถดูดซับนํ้ าไดดี

• การดูดซับนํ้ ามัน (fat binding)  เปนผลจากกพันธะเคมีประเภทไมมีขั้ว (non-
ionic bonding) ในโครงสรางของโปรตีน โปรตีนที่มีพนัธะชนิดนี้ในปรมิาณมาก
จะสามารถดูดซับนํ้ ามนัไดดี นอกจากนีย้งัเปนผลจากการที่นํ้ ามันถูกกักเก็บไวใน
เมตริกซของโปรตีนดวย

• Emulsifying activity index (EAI) เปนสมบัติที่สํ าคัญของโปรตีน เนือ่งจาก
โมเลกุลของโปรตีนประกอบดวยสวนที่ชอบนํ้ าและสวนที่ไมชอบนํ้ า (Hill, 1996)
จงึสามารถทํ าหนาที่เปน emulsifier ไดดวย สมบัตินี้เปนผลมาจากการจัดเรียงตัว
ของโปรตีนระหวางผิวของนํ้ าและนํ้ ามัน  การจัดเรียงตัวที่ดีระหวางวัฏภาคจะทํ า
ใหคา EAI ของโปรตีนมีคาสูง

• Surface hydrophobicity สมบัตนิี้เปนผลมาจากการที่มกีารเรียงตัวของกรด
อะมิโนบนสายโปรตีนโดยหันหมูไมชอบนํ้ าออกมาดานผิว เปนสมบัติที่สํ าคัญใน
การเกิดอันตรกิริยาระหวางโมเลกุล ทัง้ทีเ่ปนอันตรกิริยาระหวางโปรตีนกับโปรตีน
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และโปรตีนกับไขมัน (Nakai et al., 1996)  โดยจะสงผลถึงสมบตัทิางกายภาพ
บางประการของโปรตีน

อรอนงค นัยวิกุล และคณะ (2531) ไดวิเคราะหองคประกอบทางโภชนาการของถัว่เขียว
20 สายพันธุ พบวาโดยทั่วไปถั่วเขียวมโีปรตีนประมาณ 19-24% จากการคดัเลอืก 4 สายพันธุ
มาสกัดและวิเคราะหคุณภาพโปรตีนโดยศึกษา สมบัติการดูดซับนํ้ า การดูดซับนํ้ ามัน และการเกิด
เจล พบวาโปรตีนจากถัว่เขยีวพันธุอูทอง 1 ของประเทศไทย มีคุณสมบัติใกลเคียงกับโปรตีนจาก
ถัว่เขยีวพันธุวีซี 2745 พันธุวีซี 2742 และพันธุวีซี ของประเทศไตหวัน

วธิกีารทั่วไปที่ใชแยกโปรตนีออกจากแปงถั่วเขียวคือการสกัดแปงดวยดาง โปรตีนจะ
ละลายออกมาจากเนื้อแปง เมื่อน ํานํ้ าสกัดมาปรับ pH จนมคีาประมาณ 4.5  โปรตีนจะตกตะกอน
ออกมา Coffmann and Garcia (1977) ไดทํ าการศกึษาสมบัติของ protein isolate จากถั่วเขียวที่
แยกโดยวิธีดังกลาวและทํ าใหแหงดวยวิธี freeze dry โดยวเิคราะหองคประกอบของกรดอะมิโน
ความสามารถในการละลายของไนโตรเจน (nitrogen solubility) ความสามารถในการเกิดฟอง
และการเกิดเจล  พบวาโปรตีนที่แยกไดมีปริมาณโปรตีน 92.83% (Nx6.25) พบกรดอะมิโนใน
โปรตีนถั่วเขียวเชนเดียวกับกรดอะมิโนในแปงถั่วเขียว ยกเวนไมพบซสิตีน ซึ่งคาดวาถกูท ําลายไป
ในขัน้ตอนการสกัดโปรตีนออกจากแปง  โปรตีนถัว่เขียวละลายนํ ้าไดเพียง 2-5% ในชวง pH 4-5
แตเมื่อ pH ตํ่ ากวา 3 หรอืสูงกวา 6  พบวาการละลายนํ้ าของโปรตีนจะดีกวา 50% (ภาพที่ 7) พบ
วาโปรตีนถั่วเขียวสามารถเกิดฟองไดดี  นอกจากนัน้ยงัพบวาเสถียรภาพของเจลโปรตีนถั่วเขียว
แปรผนัตามความเขมขนของโปรตีนในสารละลาย  

Thompson (1977) ไดทํ าการศึกษาสมบัติของ protein isolate จากถั่วเขียว ที่แยกโดย
การสกัดแปงถั่วเขียว ที่ pH 9 จากนัน้น ํานํ้ าสกัดมาตกตะกอนที่ pH 4 พบวาตะกอนมปีริมาณ
โปรตีนถงึ 92% (นํ ้าหนักแหง) จากการวิเคราะหองคประกอบกรดอะมิโน สี และความสามารถใน
การละลายของไนโตรเจน พบวาโปรตีนถั่วเขียวมีไลซีน ในปริมาณสูงแตมีเมไทโอนีน และซิสตีนใน
ปริมาณนอยมาก โปรตีนแหงมสีีครมี และมีการละลายสูงมากที่ pH นอกจุด Isoelectric point
(pI)
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ภาพที่ 7    ผลของ pH ตอการละลายของโปรตีนถั่วเขียวที่อุณหภูมิหอง (27.5 oC)
ทีม่า: Coffmann and Garcia (1977)

Narang et al. (1981) ไดศกึษาสมบัติของโปรตีนถั่วเขียวที่ละลายในสารละลายเกลือซ่ึง
เตรียมโดยการสกัดโปรตีนออกจากแปงถั่วเขียวดวยสารละลายเกลือ NaCl เขมขน 5% กรอง
ตะกอนผานกระดาษกรอง Whatman No. 1 พบวาโปรตีนที่ไดมีนํ้ าหนักโมเลกุล 62,500 มีคา
Stokes’ radius 33 Å และมีคา pI (isoelectric point) ที่ pH 5.85 จากการศกึษาโครงรางของ
โปรตีน (conformation) พบวาโปรตีนมลัีกษณะเปนทรงกลมมีรัศมี 25 oA และมชีั้นของนํ้ าหุมอยู
บนผิวหนาประมาณ 8 oA ในโครงรางนี้โปรตีนจะเสถียรที่อุณหภูมิ 35-85 oC โดยมหีมูของกรด
อะมิโนที่มีขั้ว (polar residues) อยูที่ผิวของโปรตีนประมาณ 36%

Rahma et al. (2000) ไดเปรียบเทียบคุณสมบัติของโปรตีนที่แยกจากแปงถั่วเขียวสองวิธี
คือ การสกัดดวยดางแลวตกตะกอนที่จุด pI กับการใชวิธี micellisation ผลการวิเคราะหองค
ประกอบทางเคมีของโปรตีนพบวา โปรตีนที่เตรียมขึ้นดวยวิธี micellisation มีปริมาณกรดไฟติก
(phytic acid) นอยกวาโปรตีนที่เตรียมขึ้นจากการตกตะกอนที่จุด pI ผลการวเิคราะหดวยเทคนิค
size exclusion chromatography (SEC) สอดคลองกับผลการวเิคราะหโดยการหมนุเหวี่ยงที่
ความเร็วสูง (analytical ultracentrifugation) โดยพบวาโปรตีนมีมวลโมเลกุลเฉลี่ยที่ 54 ± 2 kDa
(Rt =84.1 นาท)ี (ภาพที่ 8) โดยมีองคประกอบหลกัเปน 7S globulin ผลการวิเคราะห SDS-gel
electrophoresis ทั้งแบบหนึ่งและสองมิติ ไมพบพนัธะไดซัลไฟด (S-S) ระหวางสายพอลิเพปไทด
ซึ่งตรงกับคุณสมบัติของ 7S globulin ผลการวิเคราะหยังพบ 11S globulin ในโปรตีนในปริมาณ
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นอย 11S globulin มีพนัธะ S-S เชือ่มระหวางสายโพลิเพปไทด การละลายของโปรตีนทีไ่ดจาก
การตกตะกอนที่ pI มีการละลายตํ่ าสุดที่ pH 4.5-6 ในขณะที่โปรตีนที่เตรียมโดยวิธี micellization
มกีารละลายตํ่ าสุดที่ pH 5.0-6.1 แตละลายไดสมบูรณที่ pH ตํ่ ากวา 3 หรือ สูงกวา 7

ภาพที่ 8  รูปแบบของ SE-HPLC ของ micellized protein (1) และ isoelectric precipitated
protein (2)  เมื่อมีการเติม SDS
ทีม่า: Rahma et al. (2000)

การดัดแปรโปรตีนดวยวิธีทางเคมี

โดยทั่วไปการดัดแปรทางเคมีของโปรตีนใชปฏิกิริยาระหวาง หมูฟงชันนัลของกรดอะมิโน
กับรีเอเจนตที่เหมาะสม หมูฟงชันนลัทีน่ยิมใชเปนเปาในการดัดแปรคือ หมูอะมิโน (เชน ไลซีน) หมู
คารบอกซิล (เชน กรดกลูตามิก และ กรดแอสพารติก) หมู ซัลฟไฮดริล (-SH) หรือ หมูไดซัลไฟด
(เชน ซสิเตอีน)  ดงัแสดงในตารางที่ 2
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ตารางที่ 2  ปฏิกริิยาการดัดแปรทางเคมีของโปรตีน

Reaction Reactive group Reagent
Acylation amino acid anhydride
Alkylation amino iodoacetic acid, iodoacetamide
Phosphorylation amino Phosphorus oxy chloride
Esterifacation carboxyl Alcohol
Amidation carboxyl amine & condensing agent
Oxidation-Reduction sulfhydryl, disulfide hydrogen peroxide, sulfite ion

เนือ่งจากการดัดแปรโปรตีนดวยวิธี oxidation-reduction เหมาะสํ าหรับโปรตีนที่มีหมู
ซสิเตอีนในปริมาณสูง สวนการดัดแปรดวยวิธี esterifacation และ amidation จะตองทํ าในภาวะ
ทีเ่ปนกรด วธิกีารทั้งสองจงึไมเหมาะทีจ่ะใชดัดแปรโปรตีนถั่วเขียวซึ่งมีซิสเตอีนในปริมาณนอยมาก
และมี pI ทีป่ระมาณ pH 4-5 ดงันัน้จึงคาดวาโปรตีนจะละลายไดเพยีงเลก็นอยในสภาวะกรดทํ าให
ไดผลิตภัณฑนอย สภาวะของปฏิกิริยา phosphorylation จะท ําใหการละลายของโปรตีนตั้งตนลด
ลง แตในกรณีที่สามารถปรับสภาวะในเกิดการตกตะกอนของผลิตภัณฑโปรตีนดัดแปรได ปฏิกิริยา
จะสามารถดํ าเนินไปขางหนาไดตามหลักของสมดุลเคมี โปรตนีทีถู่กดัดแปรโดยวิธีนี้ สามารถทํ าให
เกดิตะกอนไดงายดวยแคลเซียมไอออน ซึ่งทํ าใหการดัดแปรโปรตีนดวยวิธีนี้ดีสํ าหรับการนํ าไป
ผลิตผลิตภัณฑเลียนแบบเนยแข็ง (Damodaran, 1996a) การดัดแปรดวยปฏิกิริยา acylation และ
alkylation ใชสภาวะคลายกัน โดยจะตองใหปฏิกิริยาดํ าเนินไปในสารละลายทีเ่ปนกลางถึงเปน
ดาง (pH 7-8) แตมีการใชปฏิกิริยา acylation กบัโปรตีนหลายชนิดอยางแพรหลาย ในขณะที่
ปฏิกิริยา alkylation ไมเปนที่นยิมนัก ดวยเหตุผลตามที่กลาวมานี้จงึเลือกปฏิกิริยา acylation มา
ใชในการดัดแปรคุณสมบัติของโปรตีนถั่วเขียวในงานวิจัยนี้

การดัดแปรโปรตีนทางเคมีสวนใหญเปนการปรับปรุงสมบัติของโปรตีน เพื่อนํ าไปใชงาน
โดยตรง แตงานวิจัยนี้มุงที่จะดัดแปรโปรตีนถั่วเขียวเพื่อใหมีความเหมาะสมในการผลติสารทด
แทนไขมันตอไปโดยปฏิกิริยา succinylation (คือปฏิกิริยา acylation ที่ใช succinic anhydride
เปนรีเอเจนต) ในการดัดแปรซึง่มีวัตถุประสงคทีจ่ะเพิ่มหมูลบของรีเอเจนตเขาไปบนสายพอลิเพป
ไทด  จากนั้นจะใชไอออนที่มีประจุ 2+ เชื่อมสายพอลิเพปไทดของโปรตีนดดัแปรรวมกับการทํ าให
โปรตีนเสียสภาพธรรมชาติโดยใชความรอนเพื่อน ําโปรตีนไปผลิตสารทดแทนไขมันตอไป
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ภาพที่ 9    Succinic anhydride
ทีม่า: Budavari et al. (1996)

รีเอเจนตของปฏิกิริยา succinylation คือ succinic anhydride (ภาพที่ 9) โดย succinic
จะท ําปฏิกิริยากับหมู ε-amino ของ lysine ซึง่มปีระจุเปนบวก ดงันั้นโปรตีนดัดแปรจะมีประจุลบ
บนสายโพลิเพปไทดมากกวาเดิม การเปลีย่นแปลงทางประจุไฟฟา (electrostatic) นี้ ท ําใหเกิด
การแยกตัวของ สายพอลิเพปไทดออกจากกนัเปนผลใหโครงรางของโปรตีนเปลี่ยนไปดวย
(Howell, 1996) สมการเคมีของการเกิดปฏิกิริยา succinylation แสดงในภาพที่ 10

ภาพที่ 10  ปฏิกิริยา succinylation
ทีม่า: Howell (1996)

Franzen and Kinsella (1976) ไดศกึษาสมบัติของโปรตีนถั่วเหลืองที่ดัดแปรทางเคมีโดย
ปฏิกิริยา succinylation โดยเตรียมสารละลายโปรตีนในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร pH 7 จาก
นัน้เติม succinic anhydride ลงไปโดยควบคุม pH ของสารละลายใหอยูระหวาง 7 - 8 ดวย 3.5 N
โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) เมื่อ pH ของสารละลายคงที ่นํ าสารละลายไป dialysis กับนํ้ ากลั่นที่
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4 oC เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อแยก succinic anhydride ที่มากเกินพอออกจากสารละลาย ผลการ
วเิคราะหระดับการดัดแปรดวยวิธี ninhydrin assay แสดงวามีหมูอะมิโนลดลง 50, 78 และ 93%
เมื่อใช succinic anhydride 0.2 0.5 และ 2 กรัม ตามลํ าดับ แมวาหมูอะมิโนของโปรตีนสามารถ
ท ําปฏิกิริยากับ succinic anhydride ไดทุกหมู แตหมู ε-amino ของ lysine มโีอกาสสูงสุดเนื่อง
จากมีคา pK ตํ่ า   พบวา pI ของโปรตีนดัดแปรตํ่ าลงเล็กนอย (โปรตีนถั่วเขียว pH 4.5  โปรตีน
ดัดแปร pH 4.0)  คา emulsifying activity และคา emulsifying stability ของโปรตีนดัดแปรเพิ่ม
ขึน้ 30 และ 21% ตามลํ าดับ โปรตีนดัดแปรมีสมบัติดานการละลายและสีดีขึ้น

El-Adawy (2000) ไดศกึษาสมบัติและคุณคาทางโภชนาการของโปรตีนถั่วเขียวดัดแปร
ดวยปฏิกิริยา acetylation และ succinylation  โดยเติมรีเอเจนตปริมาณ  0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ
1.0 กรัมตอกรัมโปรตีนลงไปในสารละลายโปรตีนถั่วเขียวที่ pH 8 ปลอยใหปฏิกิริยาดํ าเนินไปที่
อุณหภมูหิองเปนเวลา 2 ชั่วโมง  จากนั้นนํ าสารละลายมา dialysis กบันํ้ ากลั่น ที่อุณหภูมิ 2-3 oC
เปนเวลา 48 ชัว่โมง จากนั้นนํ าสารละลายที่ไดจาก dialysis ไป freeze dry  ผลการวเิคราะหระดับ
การดัดแปรโดยการวเิคราะหปริมาณ lysine ทีถู่กดัดแปรไปดวย 2,4,6-trinitrobenzenesulfonic
acid (TNBS) พบวาระดับการดัดแปรเปนสัดสวนกับปริมาณรีเอเจนตที่ใช (ภาพที่ 11) โดยอัตรา
การดัดแปรเมื่อใช acetic anhydride สงูกวา succinic anhydride    ภาพที่ 11 ยงัแสดงวา acetic
anhydride เปนรีเอเจนตที่มปีระสิทธิภาพสูงกวา succinic anhydride เพราะใหผลิตภัณฑโปรตีน
ดัดแปรสูงถึง 91% เมื่อใชรีเอเจนตในปริมาณ 1.0 กรัมตอกรัมโปรตีน ในขณะที่ succinic
anhydride ใหผลิตภัณฑเพยีง 78% acetic anhydride เปนรีเอเจนตทีม่ีประสิทธิภาพสูงกวา
succinic anhydride benzentricarboxylic anhydride และ tetrahydrofurantetracarboxylic
dianhydride (Eisele and Brekke, 1981 cited in El-Adawy, 2000)   โปรตีนถั่วเขียวดัดแปรจาก
ปฏิกิริยา succinylation มีการละลายในนํ ้าสูงขึ้น แตโปรตีนถั่วเขียวดัดแปรจากปฏิกิริยา
acetylation จะมกีารละลายในนํ้ าลดลง พบวาการดัดแปรโดยปฏิกิริยาทั้งสองทํ าใหคาการดูดซับ
นํ ้าและนํ้ ามันของโปรตีนเพิ่มข้ึน ในขณะที่คา emulsifying activity จะลดลง (เมือ่ใชสารดัดแปร
เกนิ 0.6 กรัมตอกรัมโปรตีน)   การดัดแปรโดยปฏิกิริยา acetylation ชวยลดผลไมพึงประสงคทาง
โภชนาการ (antinutrition factors) เชน ลดปริมาณแทนนิน (tannins) กรดไฟติก และ สารยับยั้ง
เอนไซมทริปซิน (trypsin inhibitor) ไดดีกวาปฏิกิริยา succinylation  และพบวารางกายสามารถ
ยอยโปรตีนดดัแปรจากปฏิกิริยา acetylation ไดดีกวาดวย



20

ภาพที่ 11 ผลของความเขมขนของสารดัดแปรคือ acetic anhydride (AA) และ succinic
anhydride (SA) ตอระดับของ lysine ทีถู่กดัดแปร
ทีม่า: El-Adawy (2000)



บทที่ 3

วิธีการทดลอง

วธิกีารดํ าเนินการวิจัย
งานวจิยันีเ้ร่ิมจากการนํ าสารแขวนลอยโปรตีนถั่วเขียว (นํ ้าทิง้จากโรงงานแปงถั่วเขียว) มา

แยกเอาโปรตีนออกจากนํ้ า ผลิตภัณฑที่เตรียมไดคือโปรตีนถั่วเขียวแหง จากนัน้น ําโปรตีนถั่วเขียว
นี้ไปดัดแปรทางเคมี แลวทํ าการวเิคราะหสมบัติดานตางๆ ของโปรตีนถั่วเขียวดัดแปรเปรียบเทียบ
กับโปรตีนถั่วเขียวเดิม เพือ่ศึกษาสมบัติที่เปลี่ยนไปของโปรตนีหลังการดัดแปรวามีความเหมาะสม
ทีจ่ะน ําไปผลติสารทดแทนไขมันและมีศักยภาพในการนํ าไปใชงานดานอื่นๆอยางไรบาง จากนั้น
น ําโปรตีนถั่วเขียวและโปรตีนถั่วเขียวดัดแปรมาผลิตสารทดแทนไขมัน ทํ าการวเิคราะหขนาด
รูปราง และการกระจายตัวของอนุภาคของสารทดแทนไขมันที่ผลิตขึ้นจากโปรตีนถั่วเขียวและ
โปรตีนถั่วเขียวดัดแปร  วธิกีารด ําเนนิงานวิจัยแสดงดังผังภาพที่ 12  โดยมีรายละเอียดของการ
ทดลองดังนี้

1.   การแยกโปรตีนออกจากนํ้ าทิ้งของโรงงาน
น ําสารแขวนลอยโปรตีนถั่วเขียว (บริษัทไทยวาฟูดโปรดักส จํ ากัด กรุงเทพฯ) ซึ่งผาน

การตกตะกอนที่ pH 4.5 ดวยกรด hydrochloric มาแลวจากโรงงาน มาหมุนเหวี่ยงที่ 2000xg
นาน 20 นาที ที่ 20 oC (Heraeus-Christ Varifuge K, Heraeus-Christ GMBH, Germany) เท
สวนสารละลายทิ้งไป แลวลางตะกอนดวยนํ ้ากลั่น 2 ครั้ง (สัดสวนตะกอนและนํ้ ากลั่นเทากับ 1:1
โดยนํ้ าหนัก) แลวหมุนเหวี่ยงแยกตะกอนทีส่ภาวะเดมิ นํ าตะกอนโปรตีนมาละลายในนํ้ ากลั่น
สัดสวนตะกอนและนํ้ ากลั่นเทากับ 1:1 โดยนํ้ าหนัก แลวปรับ pH ของสารละลายเปน 7 ดวย 1N
NaOH (Merck, Darmstadt, Germany) จากนัน้นํ าสารละลายโปรตีนนี้ ไปหมนุเหวี่ยงที่ 1500xg
นาน 30 นาที ที่ 20 oC แยกตะกอนทิ้ง และนํ าสารละลายโปรตีนที่ไดไป freeze dry (Duradry µP,
FTS Systems Inc., New York, USA) ทีค่วามดันตํ่ ากวา 500 mT และอุณหภูมิตํ่ ากวา –40 oC
จนแหง
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สารแขวนลอยโปรตีนถั่วเขียว
(นํ ้าทิง้จากโรงงานแปงถ่ัวเขียว)

การแยกโปรตีนออกจากนํ้ าทิ้งของโรงงาน

โปรตีนถั่วเขียว

ดัดแปรทางเคมี

โปรตีนถั่วเขียวดัดแปร

วเิคราะหสมบัติตางๆของโปรตีนถั่วเขียวและโปรตีนถั่วเขียวดัดแปร

ประเมนิศกัยภาพในการนํ าไปผลิตสารทดแทนไขมัน
    และการนํ าไปใชเปน functional ingredients อ่ืนๆ

ผลติสารทดแทนไขมัน

วเิคราะหขนาด รปูราง และการกระจายตัวของอนุภาค

ภาพที่  12    วธิดี ําเนนิการวิจัยเพื่อศึกษาสมบัติและการผลิตสารทดแทนไขมันจากโปรตีนถั่วเขียว
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2.   การวเิคราะหสมบัติดานตางๆของโปรตีนถั่วเขียว
2.1   องคประกอบทางเคมี

2.1.1 ความชื้นโดยใช hot air oven ตามวิธี AOAC. 925.10 (1995)
2.1.2 โปรตีนโดยวิธี Kjeldahl ตามวิธี AOAC. 920.87 (1995)
2.1.3 ไขมันโดยวิธี soxhlet extraction ตามวิธี AOAC. 920.85 (1995)
2.1.4 เถาโดยใช furnace ตามวิธีของ AOAC 923.03 (1995)
2.1.5 ค ํานวณปริมาณคารโบไฮเดรตและเสนใย ตามสมการตอไปนี้

A   = 100 – B (1)
เมื่อ A   = ปริมาณคารโบไฮเดรตและเสนใย (รอยละ)

B   = ผลรวมของปริมาณรอยละขององคประกอบอื่นที่
วเิคราะหไดจากขอ 2.1.1-2.1.4

2.2   คณุภาพและปริมาณวเิคราะหของกรดอะมิโนในโปรตีนถั่วเขียว
การวิเคราะหทางคุณภาพ และปริมาณของกรดอะมิโนในโปรตีนถั่วเขียวจากขอ

1 ใชเทคนิค HPLC/AccQ. Tag Method (Liu et al., 1995)  อุปกรณ HPLC และสารมาตรฐาน
กรดอะมิโน 17 ชนิด (ASP SER GLU GLY HIS ARG THR ALA PRO CYS TYR VAL MET LYS,
ILE LEU PHE) ทีใ่ชในการวิเคราะหเปนของ Waters, Milford, MA, USA (ภาคผนวก ก)

2.3  การละลายของโปรตีน (nitrogen solubility)
ความสามารถในการละลายของโปรตีนในเชงิการละลายของไนโตรเจน มีขั้น

ตอนการวิเคราะหดังนี้  เตรียมสารละลายโปรตีนในนํ ้าเขมขน 1 %(w/v)  ทีร่ะดับ pH ตางๆ ตั้งแต
2-10 (ปรับ pH ใหไดคาที่ตองการดวย 1 N HCl (Merck, Darmstadt, Germany) และ 1 N
NaOH) คนสารละลายโปรตีนดวย magnetic stirrer นาน 2 ชั่วโมง แลวนํ าสารละลายโปรตีนไป
หมนุเหวี่ยงที่ 1500xg นาน 30 นาที (Kubota 5200, Kubota Coporation, Tokyo, Japan)
วเิคราะหหาปริมาณไนโตรเจนที่ละลายอยูในสวนใสดวยวิธี Kjeldahl แลวคํ านวณตามสมการ 2
และ 3 (Vojdani, 1996)
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%WSN   = WN  x  100 (2)
   WS

และ
NSI        = %WSN  x  100           (3)

    TN
เมื่อ %WSN = % Water Soluble Nitrogen

WN = Weight of Soluble nitrogen
WS = Weight of Sample
NSI = Nitogen Solubility Index
TN = % Total Nitrogen

2.4   การดูดซับนํ้ าและนํ้ ามัน (water and oil adsorption)
ผสมโปรตีนถั่วเขียว กับนํ้ า หรือนํ้ ามนั (นํ ้ามนัถั่วเหลืองตราองุน บริษัทนํ้ ามัน

พชืไทยจํ ากัด นครปฐม) ส ําหรบัวเิคราะหการดูดซับนํ้ า หรือนํ้ ามัน ตามลํ าดับ   โดยใชสัดสวน
โปรตีนตอนํ ้าหรือนํ้ ามนัเปน 0.5 ตอ10 โดยนํ ้าหนัก ผสมใหเขากันดวย vortex mixer แลวตั้งทิ้งไว
30 นาที นํ าของผสมไปหมนุเหวี่ยงที่ 4000xg นาน 30 นาที (Hettich Zentrifugen EBA21,
Hettich, Tuttlindgen, Germany) แยกสวนของเหลวไปชัง่นํ ้าหนักเพื่อหาปริมาณนํ้ าหรือนํ้ ามันที่
ถูกดูดซับไปโดยโปรตีน (Sathe and Salunkhe, 1981) โดยเปรียบเทียบกับการดดูซับนํ้ าหรือ
นํ ้ามันของ soy protein isolate, SPI (Supro EX33, Protein Technologies International, St.
Louis, MO, USA)

2.5   การวิเคราะหคา surface hydrophobicity
เนือ่งจากคา surface hydrophobicity เปนคุณสมบัติ intrinsic มคีวามสัมพันธ

กบัปริมาณและชนิดของกรดอะมิโนของโปรตีน โดยเฉพาะกรดอะมิโนที่มีหมู hydrophobic เชน
glycine valine alanine proline tyrosine และ phenylalanine  โครงสรางของกรดอะมิโนเหลานี้
สามารถท ําใหสารประกอบบางชนิดเชน 1-anilinonapthalene-8-sulfonate (ANS) และ         
cis-parinaric acid (CPA) เกิดปรากฏการณ fluorescence ได ทํ าใหสามารถแสดงความสัมพันธ
ระหวาง fluorescence intensity กับ surface hydrophobicity ของโปรตีนได เทคนิคที่ใชในงาน
วจิัยนี้เปนวิธีของ Alizadeh-Pasdar and Li-Chan (2000)  โดยไดทํ าการทดลองดังนี้ เตรียมสาร
ละลายโปรตีนเขมขน 0.005-0.025 %(w/v) ใน 0.01 M phosphate buffer pH 7.0 [Na2HPO4

(Merck, Darmstadt, Germany) และ NaH2PO4 (Merck, Darmstadt, Germany)] เติม
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fluorescent probe [8 mM ANS, Sigma, St. Louis, MO, USA] ปริมาณ 20 µL ตอสารละลาย
โปรตีน 4 mL น ําสารละลายไปวดัคา fluorescent intensity ที่ 390 nm (excitation wavelength)
และ 470 nm (emission wavelength) โดยตั้งคา excitation และ emission slit widths ที่ 5 และ
5 nm ตามลํ าดับ ดวยอุปกรณ Jasco FP-770 Spectrofluorometer (Japan Spectroscopic
Co., Ltd., Japan) โดยใช Bovine Serum Albumin (BSA) (จาก Sigma, St. Louis, MO,  USA)
และ SPI  เปนสารอางอิง  คา surface hydrophobicity สามารถคํ านวณไดจากสมการ 4

Surface hydrophobicity      =      (Sp /SBSA) x 1000 (4)

เมื่อ Sp   = คาความชันของกราฟระหวางความเขม
ขนของโปรตีนกับ fluorescent intensity
สํ าหรับโปรตีนที่ศึกษา

SBSA = คาความชันของกราฟระหวางความเขม
ขนของโปรตีนกับ fluorescent intensity
สํ าหรับ BSA

2.6   การวิเคราะหคา emulsifying activity index (EAI)
เตรยีมสารละลายโปรตีนเขมขน 0.5% (w/v) ใน 0.1 M phosphate buffer (pH

7.0) ผสมสารละลายนี้กบันํ ้ามนัถั่วเหลืองในอัตราสวน 30 ตอ 10 โดยปริมาตร ทํ าการปนใหเปน
เนือ้เดียวกันดวย homogenizer (Ystral X10/20, Ystral, Germany) ทีค่วามเร็ว 25,000 rpm นาน
2 นาที เจือจางสารละลาย 1/1000 เทาดวย 0.1% (w/v) sodium dodecyl sulfate (Ajax,
Auburn, N.S.W., Australia) แลวนํ าสารละลายเจือจางไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ 500 nm ดวย
อุปกรณ Jasco V-530 Spectrophotometer (Japan Spectroscopic Co., Ltd., Japan) คํ านวณ
คาความขุนของสารละลาย (turbidity) และ คา EAI ดงัสมการ 5 และ 6 ตามลํ าดับ (Pearce and
Kinsella, 1978) โดยเปรียบเทียบ BSA และ SPI

T    = 2.303A (5)

เมื่อ       T    =   คา turbidity
A    = คาการดูดกลืนแสงที่วัดได
l      = ความกวางของ cuvette

I
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EAI  = 2T (6)

เมื่อ      C     = ความเขมขนของโปรตีน
T      = turbidity
∅     = volume fraction ของนํ้ ามัน (ภาคผนวก ข)

2 . 7 การวิ เคราะห  สม บัติ เ ชิ งความร  อนในการทํ  าให  โปรตีน เสี ยสภาพ            
(thermal property for protein denaturation)
เตรียมสารละลายโปรตีนใน 0.1 M phosphate buffer (pH 7.0) ทีค่วามเขมขน

10-25% (w/w) ม ําการวิเคราหคา denatured temperature (Td) และคา denaturation enthalpy
change (∆H) ดวยอุปกรณ Differential Scanning Calorimeter  (DSC) (Perkin Elmer model
DSC7, Connecticut, USA) ในชวงอุณหภูมิ 40-110 oC โดยใหความรอนในอัตรา 5 oC ตอนาที
(Puppo and Anon, 1999)

3. การดดัแปรทางเคมีและการวิเคราะหสมบัติตางๆ ของโปรตีนดัดแปร
3.1 การดัดแปรทางเคมี

ท ําการดดัแปรโปรตีนทางเคมีโดยปฏิกิริยา succinylation ซึ่งดัดแปรกรด
อะมิโน lysine ในโปรตีนเปนหลัก (Franzen and Kinsella, 1976) โดยมข้ัีนตอนการทดลองดังนี้
เตรียมสารละลายโปรตีนเขมขน 1% (w/v) ใน 0.1 M phosphate buffer (pH 8) โดยแปรปริมาณ
succinic anhydride (Sigma, St. Louis, MO, USA) ในชวง 0.2-1.2 กรัมตอกรัมโปรตีน ควบคุม
pH ระหวางปฏิกิริยา succinylation ใหคงที่ที่ pH 7-8 ดวย 3.5 N NaOH ปฏิกริิยาสิ้นสุดเมื่อ pH
คงที ่ นํ าสารละลายโปรตีนที่ไดไป dialysis กบันํ้ าปลอดไอออนที่ 5 oC นาน 48 ชั่วโมง นํ าสาร
ละลายในขั้นนี้ไปไลนํ้ าออกดวย vacuum rotary evaporator จนสารละลายโปรตีนเขมขน 10
oBrix น ําสารละลายโปรตีนเขมขนไป freeze dry ทีค่วามดันตํ่ ากวา 500 mT และอุณหภูมิตํ่ ากวา
-40  oC จนแหง

ไดใชวิธี Completely Randomized Design (CRD) ในการวางแผนการทดลอง
โดยทํ าซํ้ า 3 คร้ังและน ําขอมูลทั้งหมดมาวเิคราะห Analysis of Variance (ANOVA) แลวเปรียบ
เทยีบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan New Multiple Range Test

น ําโปรตีนไปวิเคราะหระดับการดัดแปรทางเคมีโดยปฏิกิริยา Ninhydrin (Franzen and
Kinsella 1976) โดยเตรียมสารละลายโปรตีนเขมขน 1% (w/v) ผสมกับ ninhydrin solution (ภาค

∅C
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ผนวก ค) ตมสารละลายในนํ ้าเดือดนาน 5 นาที แลวปลอยใหเย็นอุณหภูมิหอง น ําสารละลายที่
เย็นแลวไปวดัคาการดูดกลืนแสง โดยเจอืจางสารละลายจนความเขมขนเหมาะสมตอการวัดคา
การดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 565 nm ดวยอุปกรณ Jasco V-530 Spectrophotometer สาร
ละลายทีไ่ดมสีีมวงซึ่งเกิดจากการทํ าปฏิกิริยากันระหวาง Ninhydrin กับ หมูอะมโินของ (free
amino group) lysine หรือหมูอะมิโนของ n-terminal ค ํานวณระดับการดัดแปร (degree of
modification) ดังนี้

ระดับการดัดแปร   = Absnative – Absmodefied (7)
       Absnative

เมื่อ Absnative = คาการดูดกลืนแสงของโปรตีนเดิมที ่565 nm
Absmodefied = คาการดูกกลืนแสงของโปรตีนดัดแปรที่ 565 nm

                                                                      
3.2 การวิเคราะห surface hydrophobicity

น ําโปรตีนดัดแปรจากขอ 3.1 มาวิเคราะหคา surface hydrophobicity ตามวิธี
ในขอ 2.5

3.3 การวเิคราะหการละลายของโปรตีน การดูดซับนํ้ า การดูดซับนํ้ ามัน
emulsifying activity index และสมบตัิเชิงความรอน ของโปรตีนดัดแปร ตามวิธีในขอ 2.3, 2.4,
2.6, 2.7 ตามลํ าดับ โดยท ําการทดลองซํ้ า 3 ครั้ง  แลววเิคราะหขอมูลดวยวิธีการทางสถิติ ทํ าการ
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของโปรตีนดัดแปรกบัโปรตีนถั่วเขียวโดย T-Test

3.4 การค ํานวณระดับการสูญสภาพของโปรตีนดัดแปร (Degree of Denaturation)
โดยใชผลการทดลองจากขอ 2.7 และ 3.3  ตามวิธีของ Puppo and Anon (1999) ดังนี้

Degree of denaturation   =   [1-(∆Hmodified protein/∆Hnative protein)] x 100 (8)

4. การผลิตสารทดแทนไขมัน
รายละเอียดของการศึกษากระบวนการผลิตสารทดแทนไขมันมีดังนี้ (ภาพที่ 13)
4.1  การศกึษาผลของชนิดโปรตีน ปริมาณ CaCl2 และเวลา ที่มีตอ ขนาด และการ

กระจายตัวของอนภุาคของโปรตีน
เตรียมสารละลายโปรตีน (ทั้งโปรตีนไมดัดแปรและโปรตีนดัดแปร) เขมขน 5%

(McCarthy and Maegli, 1994) ในนํ้ าปลอดไอออน  เติม CaCl2 (Merck, Darmstadt, Germany)
0-0.03 กรัมตอกรัมโปรตีน ใหความรอนแกสารละลายที่ 83 ± 1 oC นาน 5-15 นาที คนสาร
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ละลายตลอดเวลาดวย homogenizer (Ystral X10/20) ที่ความเร็ว 17,000 rpm เพือ่กระจาย
ความรอนใหทั่วถงึและเพื่อลดขนาดอนุภาคดวยแรงเฉือน น ําสารแขวนลอยที่ไดไปวเิคราะหขนาด
และการกระจายของขนาดอนุภาคโปรตีน ดวยอุปกรณ Laser Particle Size Analyzer
(Mastersizer, Malvern Instruments Ltd., Malvern, U.K.)

ไดใชวิธี asymmetrical factorial (2x4x3) ในการวางแผนการทดลอง โดยทํ าซํ้ า
2 คร้ังและน ําขอมูลทั้งหมดมาวเิคราะห Analysis of Variance (ANOVA) แลวเปรยีบเทียบความ
แตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan New Multiple Range Test

4.2 การศึกษาผลของแรงเฉือนจากการตีปน ตอปริมาณอนุภาคโปรตีนขนาด 0.1-3
ไมครอน
น ําอนภุาคโปรตีนที่ผานการทํ าใหเสียสภาพมาแลวตามสภาวะในขอ 4.1  มาตี

ปนตอโดย homogenizer ทีค่วามเร็ว 23,000-27,000 rpm นาน 5 นาที   ทํ าการวเิคราะหขนาด
และการกระจายของขนาดอนุภาคโปรตีนในสารละลาย ดวย Laser Particle Size Analyzer

ไดใชวิธี completely randomized design (CRD) ในการวางแผนการทดลอง โดย
ทํ าซํ้ า 2 คร้ังและน ําขอมูลทั้งหมดมาวเิคราะห Analysis of Variance (ANOVA) แลวเปรียบเทียบ
ความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan New Multiple Range Test

4.3 การศกึษาผลของเวลาในการตีปนตอปริมาณอนุภาคของโปรตีนขนาด 0.1-3
ไมครอน
น ําอนภุาคโปรตีนที่ผานการทํ าใหเสียสภาพมาแลวตามสภาวะในขอ 4.1  มาตี

ปนโดย homogenizer ทีค่วามเร็วตามที่ระบุไวขอ 4.2 นาน 5-20 นาที   วิเคราะหขนาดและการ
กระจายของขนาดอนุภาคโปรตีนในสารละลายดวย Laser Particle Size Analyzer

ไดใชวิธี completely randomized design (CRD) ในการวางแผนการทดลอง
โดยทํ าซํ้ า 2 คร้ังและน ําขอมูลทั้งหมดมาวเิคราะห Analysis of Variance (ANOVA) แลวเปรียบ
เทยีบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan New Multiple Range Test
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โปรตีนถั่วเขียว                                          โปรตีนถั่วเขียวดัดแปร

ศกึษาผลของชนิดโปรตีน ปริมาณ CaCl2 และเวลาทีใ่ชในการทํ าใหโปรตีนเสียสภาพ
เมื่อใหความรอน 83 oC ทีก่อใหเกิดอนภุาคโปรตีนขนาด 0.1-3 ไมครอน

ศกึษาผลของความแรงเฉือนจากการตีปนนาน 5 นาที
ที่กอใหเกิดอนภุาคของโปรตีนขนาด 0.1-3 ไมครอน

ศกึษาผลของเวลาที่ใชในการตีปนที่ความเร็วคงที่
ที่กอใหเกิดอนภุาคของโปรตีนขนาด 0.1-3 ไมครอน

ศกึษาผลของแรงที่ใชในการหมุนเหวี่ยงเพื่อแยกอนุภาค
ขนาดเกนิกวา 3 ไมครอน ออกจากสารแขวนลอยโปรตีน

วเิคราะหปริมาณอนุภาคโปรตีนที่มีขนาด 0.1-3 ไมครอน

วเิคราะหรูปรางของสารทดแทนไขมัน

ภาพที่ 13    วธิดี ําเนนิการวิจัยเพื่อศึกษาวิธีการผลิตสารทดแทนไขมันจากโปรตีนถั่วเขียว
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4.4 การศกึษาผลของแรงหมุนเหวี่ยงในการแยกอนุภาคที่ใหญกวา 3 ไมครอน ออก
จากสารแขวนลอยโปรตีน
น ําอนภุาคโปรตีนที่ผานการทํ าใหเสียสภาพมาแลวตามสภาวะในขอ 4.1  มา

ตีปนตอโดย homogenizer ทีค่วามเร็วและเวลาตามที่ระบุไวขอ 4.2 และ 4.3 น ําสารแขวนลอยไป
หมนุเหวี่ยงที่ 1000-4000 x g นาน 10 นาที (Hettich Zentrifugen EBA21) เพื่อแยกอนุภาคที่มี
ขนาดใหญกวา 3 ไมครอนออก ท ําการวเิคราะหขนาดและการกระจายตัวของขนาดอนภุาคโปรตีน
โดยเปรียบเทียบระหวางของเหลวชั้นบนกับตะกอนชั้นลางดวย Laser Particle Size Analyzer

ไดใชวิธี completely randomized design (CRD) ในการวางแผนการทดลอง
โดยทํ าซํ้ า 2 คร้ังและน ําขอมูลทั้งหมดมาวเิคราะห Analysis of Variance (ANOVA) แลวเปรียบ
เทยีบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan New Multiple Range Test

4.5   การวเิคราะหรูปรางของสารทดแทนไขมัน
แยกอนุภาคโปรตีนที่มีขนาดใหญกวา 3 ไมครอน ออกจากสารแขวนลอยโดย

การเหวี่ยง ศึกษารูปราง 2 มติขิองอนุภาคโปรตีนทีม่ขีนาดเล็กกวา 3 ไมครอน โดย Scanning
Electron Microscope (SEM) (JAOL 5410LV, JAOL. Ltd., Akishima, Tokyo, Japan) กรอง
สารแขวนลอยโปรตีนจากขอ 4.4 ผานกระดาษกรอง (0.45 ไมครอน) ทิง้กระดาษกรองใหแหงแลว
นํ าไปเคลือบทองเพื่อการวเิคราะหโดย SEM โดยเปรียบเทียบกับกระดาษกรองเปลา



บทที่  4

ผลและการวิจารณผลการทดลอง

สมบติัดานตางๆของโปรตีนถั่วเขียวที่เตรียมได

โปรตนีทีเ่ตรยีมไดมีลักษณะเปนผง มีสีนํ้ าตาลออน (ภาพที่ 14) และมีกลิ่นของถั่วเขียว
เล็กนอย

ภาพที่ 14  โปรตีนถั่วเขียวที่เตรียมได

ผลการวเิคราะหพบวาโปรตีนถั่วเขียวที่เตรียมไดมีความชื้นเทากับ 6.38 ± 0.45% โดยนํ้ า
หนกั และ เมือ่คํ านวณจากนํ้ าหนักแหงพบวาปริมาณโปรตีนที่วิเคราะหไดคือ 88.93% (ตารางที่ 3)
ซึง่สูงเกือบถึงระดับ isolate [The Food and Nutrition Service, USDA ใหค ําจํ ากัดความไววา
protein isolate ตองมโีปรตีนไมนอยกวา 90%โดยนํ้ าหนกัแหง (N x 6.25) สํ าหรับโปรตีนจากพืช
แตถานอยกวา 90% แตไมนอยกวา 65% ถือวาเปน protein concentrate (Kohnhorst, 1991)]
พบวามเีถาสูงถึง 4.59% เนื่องจากมีผลิตภัณฑ NaCl จากปฏกิริิยาสะเทินระหวาง HCl และ
NaOH ที่ใชในการปรับ pH ของสารแขวนลอยโปรตีนใหเกิดการตกตะกอน และใชในการปรับ pH
เพือ่ละลายตะกอนตามลํ าดับ และยังพบปรมิาณคารโบไฮเดรตและเสนใย 5.7% ทั้งนี้อาจเนื่อง
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จากกระบวนการที่ใชยังไมสามารถกํ าจัดแปงและกากถั่วเขียวที่ปนเปอนมากับวัตถุดิบจากโรงงาน
ไดสมบูรณ

ตารางที่ 3  องคประกอบทางเคมีของโปรตีนถั่วเขียวที่เตรียมได

ตารางที่ 4  แสดงผลปริมาณวิเคราะหกรดอะมิโนของโปรตีนถั่วเขียว พบวาโปรตีนถั่วเขียว
มีกรดอะมิโน phenylalanine มากที่สุดถึง 2.53 กรัม/100 กรัมโปรตีน และยังพบมีกรดอะมิโนที่มี
ฤทธิ์เปนกรดคือ glutamic acid ในปริมาณ 1.91 กรัม/100 กรัมโปรตีน และ aspartic acid ใน
ปริมาณ 1.02 กรัม/100 กรัมโปรตีน  ดงันัน้คาดวาจุด isoelectric ของโปรตีนควรอยูในชวง pH ตํ่ า
กวา 7  พบกรดอะมโินทีม่ีกํ ามะถันเปนองคประกอบคือ methionine 0.29 กรัม/100 กรัมโปรตีน
โปรตีน แตไมพบ cysteine ในโปรตีนถั่วเขียว ซึง่สอดคลองกับงานวิจัยของ Poehlman ในพชืเมล็ด
ชนิดอื่นๆ (Poehlman, 1991)

จากปริมาณกรดอะมิโนที่วิเคราะหได [ยกเวน asparagine และ glutamine ซึง่เปนกรด
อะมิโนกลุมที่ชอบนํ้ า (hydrophilic) และ tryptophan ซึ่งเปนกรดอะมิโนกลุมทีไ่มชอบนํ้ า
(hydrophobic)] พบวาโปรตีนถั่วเขียวมีกรดอะมิโนกลุมทีช่อบนํ้ าและกลุมทีไ่มชอบนํ้ าในปริมาณ
เทาๆ กัน (คร่ึงตอครึ่ง) ขอมูลของชนดิและปริมาณของกรดอะมิโนยงัไมเพียงพอในการระบุสมบัติ
ของโปรตีนได เนื่องจากลํ าดับของกรดอะมิโนของสายพอลิเพปไทด และโครงราง 3 มิติของโปรตีน
ตางเปนตัวกํ าหนดสมบัติโดยรวมของโปรตีน ดงันัน้การที่กรดอะมิโนบางชนดิเรียงตัวอยูดานใน
ของโครงราง 3 มิติ (สวนใหญเปนกรดอะมิโนกลุมทีไ่มชอบนํ้ า) และกรดอะมิโนที่อยูดานนอกของ
โครงราง 3 มิติ ตางมีอิทธิพลตอสมบัติของโปรตีนเชนกัน (Damodaran, 1996b)

องคประกอบทางเคมี ปริมาณโดยนํ้ าหนักแหง (%)
โปรตีน 88.93 ± 0.59
คารโบไฮเดรตและเสนใย   5.7
เถา   4.59 ± 0.04
ไขมัน   0.78 ± 0.09
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ตารางที่ 4  ปริมาณกรดอะมิโนในโปรตีนถั่วเขียวที่เตรียมได

* ไมไดวิเคราะหเนื่องจากไมมีสารมาตรฐาน

โปรตีนถั่วเขียวมีจุด isoelectric ที่ pH 4.5 ซึ่งที่ pH นีค้าการละลาย (NSI) ตํ ่าสุดเทากับ
3.74 % (ภาพที่ 15) ซึ่งตรงกับคาที่ไดจากการวิเคราะหพชืเมล็ดสวนใหญ ที่พบจุด isoelectric ที่
pH 4-5 (Kohnhorst et al., 1991; Were et al., 1997)  ผลการทดลองแสดงการละลายสูงสุดของ
โปรตีนถั่วเขียว (86.50 %) ที่ pH 10 ซึง่สูงกวาการละลายที่จุด isoelectric ถงึ 23 เทา ทั้งนี้เนื่อง
จากที่ pH 4.5 ซึง่เปนจุด isoelectric โปรตีนมีประจุรวมเปนศูนย สายพอลิเพปไทดสามารถรวมตัว
กนัไดดข้ึีน ขณะเดียวกันโปรตีนจะแยกตัวออกจากนํ้ าซึ่งเปนสารมีขั้ว กอใหเกิดการตกตะกอนและ
การแยกตัวของโปรตีนออกจากสารละลายที่สภาวะนี้ กรณีที่ pH ของสารละลายหางจากจุด
isoelectric ประจุรวมของโปรตีนจะมีคาเปนบวกหรือลบ ในสภาวะนี้สายโปรตีนจะไมรวมตัวกัน
เนือ่งจากการผลักกันของประจุของโปรตีนเอง และชอบที่จะรวมตัวกับนํ้ าซึ่งเปนสารมีขั้วทํ าให
การละลายเพิ่มข้ึน (Vojdani, 1996)

ชนิดกรดอะมิโน ปริมาณ (g/100 g) ชนิดกรดอะมิโน ปริมาณ (g/100 g)
PHE 2.53 ± 0.12 VAL 0.80 ± 0.01
GLU 1.91 ± 0.02 ILE 0.76 ± 0.03
ARG 1.76 ± 0.04 GLY 0.67 ± 0.00
LEU 1.59 ± 0.09 ALA 0.60 ± 0.07
TYR 1.19 ± 0.01 LYS 0.50 ± 0.06
SER 1.05 ± 0.02 MET 0.29 ± 0.04
ASP 1.02 ± 0.03 CYS N/A
THR 0.89 ± 0.04 ASN* -
PRO 0.84 ± 0.11 GLN* -
HIS 0.81 ± 0.01 TRP* -
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ภาพที่ 15  ความสามารถในการละลายของไนโตรเจนในโปรตีนถั่วเขียวที่ pH ตางๆ

ผลการวิเคราะหคาการดูดซับนํ้ า การดูดซับนํ้ ามัน surface hydrophobicity และ
emulsifying activity index ของโปรตีนถั่วเขียวที่ผลิตไดเปรียบเทียบกับ SPI ซึง่เปนโปรตีนจากพืช
เมลด็ทีม่คีวามส ําคัญเชิงพาณิชยสูง ไดรวบรวมไวในตารางที่ 5 พบวาโปรตีนถั่วเขียวดูดซับนํ้ าได
นอยกวา SPI ประมาณ 72% แตดูดซับนํ้ ามันไดมากกวา SPI 65% พบวา surface
hydrophobicity ของโปรตีนถั่วเขียวตํ่ ากวา SPI ประมาณ 80% แต EAI ของโปรตนีถั่วเขียวสูงกวา
SPI 24%  ผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวา surface hydrophobicity ไมสามารถใชตัดสินการดูด
ซบันํ ้าและนํ้ ามันได เนื่องจากคาเหลานี้เปนผลรวมของกรดอะมิโน การเรียงตัวของกรดอะมิโนบน
สายพอลิเพปไทด และโครงราง 3 มิติของโปรตีน รวมไปถึงพนัธะตาง ๆ ระหวางสายพอลิเพปไทด
เชน พันธะไฮโดรเจน หรือพนัธะ hydrophobic ดวย นอกจากนัน้ยงัตองคํ านึงถึงปริมาณนํ้ า หรือ
นํ้ ามันในโครงขายของโปรตีน (protein matrix) อีกดวย (Barbut, 1996)  สรุปไดวาโปรตีนถั่วเขียว
มศีกัยภาพในการเปน emulsifier ทีด่ีกวา SPI แตไมเหมาะสํ าหรับผลิตภณัฑอาหารทอด เนื่องจาก
ดูดซับนํ้ ามันไดดี อยางไรก็ตามไมควรใชโปรตนีถัว่เขียวเพื่อเพิ่มความสามารถในการอุมนํ้ า เพราะ
โปรตนีถั่วเขียวมีความสามารถในการอุมนํ้ าตํ่ า
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ตารางที่ 5   การดูดซับนํ้ าและนํ้ ามัน  คา surface hydrophobicity และคา emulsifying activity
index ที่ pH 7.0 ของโปรตีนถั่วเขียวและ soy protein isolate (SPI)

ชนิดของโปรตีนสมบัติ
โปรตีนถั่วเขียว SPI

Water adsorption (g/g) 2.41 ± 0.07 8.76 ± 0.05
Oil adsorption (g/g) 5.76 ± 0.05 2.00 ± 0.01
surface hydrophobicity 30 149
EAI 83 ± 2 63 ± 2

จากการวเิคราะหสมบัติทางความรอนเพื่อ หาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํ าใหโปรตีนเสีย
สภาพ และเกดิการรวมตัวกันในกระบวนการผลิตสารทดแทนไขมันดวยความรอน และแรงเฉือน
ผลการวิเคราะห ∆H แสดงวาอณุหภูมิที่เหมาะสม (Td) ในการทํ าใหโปรตีนถัว่เขียวเสียสภาพที่ pH
7 คือ 83.29-87.34 oC (ภาพที่ 16) โดย Td เพิม่ข้ึนตามความเขมขนของโปรตีน แต ∆H คงที่ไม
แปรตามความเขมขนของโปรตีน และมีคาเฉลี่ยประมาณ 13.88 J/g
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ภาพที่ 16  สมบัตทิางความรอนของสารละลายโปรตีนถั่วเขียวที่ pH 7.0
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การดดัแปรโปรตีนถั่วเขียวและสมบัติของโปรตีนถั่วเขียวดัดแปร

ระดับการดัดแปรของโปรตนีเพิ่มข้ึนอยางมีนัยสํ าคัญ เมื่อใชปริมาณสารดัดแปรระหวาง
0.2-1.2 กรัมสารดัดแปรตอกรัมโปรตีน ระดับการดัดแปรคงที่เมื่อใชปริมาณสารดัดแปร 0.8 และ
1.0 กรัม ระดับการดัดแปรเพิ่มข้ึนเมื่อปริมาณสารดัดแปรเพิม่ข้ึนจาก 1.0 เปน 1.2 กรัม พบวา
อัตราการดัดแปรโปรตีนจะลดลงเมื่อปริมาณสารดัดแปรมีคามากกวา 0.25 กรัม/กรัมโปรตีน (ภาพ
ที่ 17)

เนื่องจากวธิีการดัดแปรโปรตีนโดยปฏิกิริยา succinylation นีเ้ปนการดัดแปรกรดอะมิโน
lysine เปนหลัก แตก็สามารถดัดแปร histidine tyrosine และหมูฟงชันนัล aliphatic hydroxyl
และ sulfhydryl ของกรดอะมิโนบนสายพอลิเพปไทดไดดวย (Howell, 1996) สวนวิธีการวัด
ปริมาณการดัดแปรนี้สามารถตรวจวัดการไดเฉพาะการดัดแปรของหมูฟงชนันัลอะมิโนของ lysine
และ หมูฟงชันนลั n-terminal อะมิโน เทานั้น  (Franzen and Kinsella, 1976)
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ภาพที่ 17  ความสมัพันธระหวาง Degree of chemical modification กบัปริมาณสารดัดแปร
หมายเหตุ - การดัดแปรใชสารละลายโปรตีนเขมขน 1%(w/v) ใน 0.1M phosphate buffer

(pH 8) โดยแปรปริมาณ succinic anhydride ในชวง 0.2-1.2 กรัมตอกรัมโปรตีน
- จุดที่อยูใตตัวอักษรที่แตกตางกัน (a, b, c, d และ e) ในภาพ แสดงวามีความแตก
ตางกันอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95
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การดัดแปรโปรตีนโดยกระบวนการ succinylation เปนการดัดแปรทางเคมีเพื่อเปลี่ยน
โครงสรางสามมิติ และการกระจายตัวของประจุบนพื้นผิวโปรตีนเพื่อใหไดผลิตภัณฑโปรตีนใหมที่
มคีณุสมบตัทิางกายภาพและเคมีตามที่เราตองการ โดยทั่วไปผลิตภัณฑโปรตีนที่ไดแปรรูปโดย
ปฏิกิริยา succinylation นีจ้ะละลายในนํ้ าไดดีข้ึน และมี surface hydrophobicity สงูขึ้นดวย
สามารถใชเตรียมอิมัลชั่นไดดีกวาเดิม การทีโ่ปรตนีมีประจุลบเพิ่มข้ึนจากกระบวนการ
succinylation นี ้ ท ําใหโครงสรางสามมิติของโปรตีนเปลี่ยนไปเนื่องจากการคลายตัวของสาย
โปรตีน ดังนั้นกรดอะมิโนที่มีคุณสมบัติ hydrophobic ทีเ่ดมิจัดเรียงตัวอยูดานในโครงสรางสามมิติ
จะยายมาอยูดานนอกดวย ท ําใหสัดสวนของกรดอะมิโนชนิด hydrophobic และ hydrophilic ใน
โครงสรางสามมิติของโปรตีนเปลี่ยนไป เนื่องจากโปรตีนใหมมีกลุม hydrophobic เพิ่มข้ึนคา
surface hydrophobicity กน็าจะเพิม่ข้ึนดวย พบวาผลการวิเคราะหสอดคลองกับสมมุติฐานนี้โดย
พบวาโปรตีนดัดแปรมี surface hydrophobicity สงูกวาโปรตีนเดิมที่ทุกระดับการดัดแปร โดยที่
surface hydrophobicity แปรผันโดยตรงกับปริมาณสารดัดแปรที่ใช (กรัม/กรัมโปรตีน) จนถึงคา
สูงสุดที่ 0.4 กรัม/กรัมโปรตีน หลงัจากนี้พบวา surface hydrophobicity จะลดลงเมื่อปริมาสารดัด
แปรเพิ่มข้ึน (ภาพที ่18) อาจเนื่องมาจากเมื่อเพิ่มปริมาณสารดัดแปรมากกวา 0.4 กรัม/กรัมโปรตีน
แลว สายโปรตีนไมเกิดการคลายตัวอีกตอไป แตยงัคงมีการเพิม่ประจุลบเขาไปในโปรตีนเรื่อย ๆ
ท ําให suface hydrophobicity คอยๆ ลดลง ดงันัน้จึงเลือกใชปริมาณสารดัดแปรที่ 0.4 กรัม/กรัม
โปรตีน เพื่อใหสายพอลิเพปไทดมีหมู hydrophobic สงูสดุสามารถที่จะเกิดพันธะเคมีระหวางสาย
พอลิเพปไทดไดงายเมือ่ถกูเหนี่ยวนํ าดวยความรอน

ผลของการเติมสารเคมีเขาไปบนสายโปรตีนโดยปฏิกิริยา succinylation นี้ทํ าใหขนาด
อนุภาคโปรตีนดัดแปรใหญขึ้นกวาเดิม และเนือ่งจากประจุลบที่พื้นผิวมีจํ านวนมากขึ้นและสาย
โปรตีนสามารถเกิด calcium bridge ไดเมื่อมี CaCl2 ในสารละลาย ดังนั้นกอนโปรตีนดัดแปรจึง
อาจมขีนาดใหญกวาที่ตองการ จึงจํ าเปนจะตองลดขนาดอนุภาคโดยการตีปนใหมีขนาด 0.1-3
ไมครอน
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ภาพที่ 18     ความสมัพันธระหวางคา surface hydrophobicity ของโปรตีนถั่วเขียวดัดแปรโดยวิธี
succinylation กับปริมาณสารดัดแปร
หมายเหตุ การดัดแปรใชสารละลายโปรตีนเขมขน 1%(w/v) ใน 0.1M phosphate buffer

(pH 8) โดยแปรปริมาณ succinic anhydride ในชวง 0.2-1.2 กรัมตอกรัมโปรตีน

เพือ่ศึกษาคณุสมบัติของโปรตีนดัดแปร ไดทํ าการวิเคราะหเปรียบเทียบ การละลาย (NSI)
การดูดซับนํ้ า การดูดซับนํ้ ามนั EAI สมบัติทางความรอน และสมบตัทิางกายภาพ ระหวางโปรตีน
ถัว่เขยีวและโปรตีนถั่วเขียวดัดแปรตามกรรมวิธีที่กลาวมาขางตน พบวาโปรตีนถั่วเขียวดัดแปรที่
ผลิตไดมลีักษณะเปนผงสนีํ ้าตาลออนคลายโปรตีนถัว่เขียวกอนดัดแปร แตมีสีเขมกวาเดิมเล็กนอย
(ภาพที่ 19) พบวา surface hydrophobicity ของโปรตีนดัดแปรสูงกวาโปรตีนไมดัดแปร แตการ
ละลาย (NSI) ของโปรตีนดัดแปรกลับสูงกวาโปรตีนไมดัดแปรดวย (ตารางที่ 6) ที่ pH 7.0 การ
ละลายของโปรตีนดัดแปรดีขึ้น 1.1 เทา และที่ pH 4.5 การละลายดีขึ้นถึง 5.8 เทา ดงันัน้จงึเปน
การแสดงใหเห็นวาการดัดแปรโปรตีนทางเคมีโดยปฏิกิริยา acylation นี้สามารถนํ าไปปรบัปรุงการ
ละลายของโปรตีนในตวักลางทีเ่ปนกรดได (Meyer and Williams, 1977)  อยางไรก็ตามจุด
isoelectric ของโปรตีนดัดแปรอาจไมตรงกับจุด isoelectric ของโปรตีนถั่วเขียวอีกตอไป โดยอาจ
เลือ่นไปอยูในชวง pH ทีเ่ปนกรดมากขึ้นได (pH ตํ ่ากวา 4.5) ผลจากปฏิกิริยา succinylation ทํ าให
เกดิการเปลี่ยนหมูอะมิโนบนสายพอลิเพปไทดทีม่ปีระจุบวกเปนหมูทีม่ปีระจุลบ เปนการเพิ่มประจุ
รวมของสายพอลิเพปไทดใหเปนลบมากขึ้น เมื่อแรงผลักดันทางไฟฟาระหวางสายพอลิเพปไทดสูง
ขึ้นจะทํ าใหสายพอลิเพปไทดรวมตัวกันไดนอยลง  ทํ าใหโปรตีนตกตะกอนลดลงดวย  การที่สาย
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พอลิเพปไทดมีประจุมากขึ้นทํ าใหโปรตีนถัว่เขียวดัดแปรมีการละลายนํ้ าสูงขึ้น (Franzen and
Kinsella, 1976)  

ภาพที่ 19  โปรตีนถั่วเขียวดัดแปรซึ่งดัดแปรโดยใชปริมาณสารดัดแปร 0.4 กรัมสารตอกรัมโปรตีน

ตารางที่ 6  ความสามารถในการละลายของโปรตีนถั่วเขียวและโปรตีนถั่วเขียวดัดแปรที่ pH 7.0
และ 4.5

คา NSI ของโปรตีน (%)PH
โปรตีนถั่วเขียว โปรตีนถั่วเขียวดัดแปร

7.0 74.36 ± 0.42b 83.92 ± 0.29a
4.5 3.74 ± 0.16b 21.84 ± 0.29a

หมายเหตุ ตัวเลขที่อยูหนาตัวอักษรที่แตกตางกัน (a และ b)  ในแนวนอนในตาราง แสดงวามีความแตกตาง
กันอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95

พบวาโปรตีนถัว่เขียวดดัแปรมีดูดซับนํ้ า และนํ้ ามันดข้ึีนกวาเดิม ผลจากการวิเคราะหขอ
มูลทางสถิติพบวาการดัดแปรทางเคมีมีผลตอการดูดซับนํ้ าแนนอนขณะที่ขอมูลการดดูซับนํ้ ามันยัง
ไมสามารถสรุปได (ตารางที่ 7) การดูดซับนํ้ าของโปรตีนดัดแปรเพิ่มข้ึน  48% จากโปรตีนถั่วเขียว
เดิม นัน้อาจเนื่องมาจากปฏิกิริยา succinylation สามารถทํ าใหโปรตีนโมเลกุลใหญเกิดการแตก
ออกเปนหนวยยอยและเกิดการคลายตัวของโครงสรางสามมิติ (unfold) ท ําใหมีจํ านวนของสวนที่
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ชอบนํ้ า (hydrophilic binding sides) เพิม่ข้ึนท ําใหสามารถจับนํ้ าไวไดมากขึ้น (Narayana and
Rao, 1984, El-Adawy, 2000)

ตารางที่ 7  คาการดดูซับนํ้ าและนํ้ ามันของโปรตีนถั่วเขียวและโปรตีนถั่วเขียวดัดแปร

ชนิดของโปรตีนสมบัติ

โปรตีนถั่วเขียว โปรตีนถั่วเขียวดัดแปร

Water adsorption (g/g) 2.41 ± 0.07b 3.57 ± 0.03a

Oil adsorption (g/g) ns 5.76 ± 0.05 6.34 ± 0.18
หมายเหตุ - ตัวเลขที่อยูหนาตัวอักษรที่แตกตางกัน (a และ b) ในแนวนอนในตาราง แสดงวามีความแตกตาง

กันอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95
- ns ในตาราง แสดงวา ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ันรอยละ

95

การปรับปรุงผิวของโปรตีนใหมี surface activity สูงโดยการดัดแปรทางเคมีอาจทํ าใหโครง
รางสามมิติของโปรตีนเปลี่ยนไปเปนแบบ amphiphilic เปนผลใหโปรตีนสามารถเปน emulsifier ที่
ดีได (Hill, 1996)  คา EAI แสดงวาผวิของโปรตีนถั่วเขียวดัดแปรมีปริมาณหมูมีขั้ว และไมมีขั้วเพิ่ม
ขึน้ ซึ่งสามารถอธิบายไดวาเมื่อโครงสรางสามมิติของโปรตีนการคลายตัวนัน้ จะมีทั้งหมูที่เปน
hydrophilic และ hydrophobic เพิม่มากขึ้นทีโ่ครงสรางดานนอก ท ําใหโปรตีนดัดแปรเปน
surface active agent หรือ emulsifier ทีด่ีกวาโปรตีนไมดัดแปร  พบวาขอมูลจากการทดลองเปน
ไปตามสมมุติฐานนี้โดยคา EAI ของโปรตีนดัดแปรสูงกวาของโปรตีนไมดัดแปรถึง 1.3 เทา (ตาราง
ที ่ 8)  ความสามารถในการละลายของโปรตีนแปรผันโดยตรงกบัความสามารถในการเปน
emulsifier ของโปรตีน (Franzen and Kinsella, 1976) โดยโปรตีนที่มกีารละลายดีขึ้นจะมีคา EAI
สงูขึ้นดวย  โดย EAI ของโปรตีนถัว่เขียวดดัแปรสูงกวาของ BSA และ egg albumin ที่เปน
surface active agent ทีใ่ชกนัอยางแพรหลายถึง 4 เทา (Pearce and Kinsella, 1978)
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ตารางที่  8  คา EAI ของสารละลายโปรตีน 0.5%(w/v) ใน phosphate buffer pH 7

หมายเหตุ ตัวเลขที่อยูหนาตัวอักษรที่แตกตางกัน (a และ b) ในตาราง แสดงวามีความแตกตางกันอยางมีนัย
สํ าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95

ตารางที่ 9 แสดงอุณหภูมิ (Td) และปริมาณความรอน (∆H) ที่ใชในการทํ าใหโปรตีนดัด
แปรเสียสภาพ พบวาอณุหภมูิของการเสียสภาพของโปรตีนทั้งสองชนิดไมตางกัน แตพลังงานที่
ตองใชในการทํ าใหโปรตีนเสยีสภาพดวยความรอนของโปรตีนดัดแปรนอยกวาหลายเทา ซึ่งแสดง
ใหเห็นชัดเจนวาโปรตีนถัว่เขียวดัดแปรมีการเสียสภาพธรรมชาติไปบางสวนแลว จากกระบวนการ
ดัดแปรทางเคมี ซึง่อาจท ําใหพนัธะเคมีภายในสายและระหวางสายพอลิเพปไทดมีปริมาณลดลง
ท ําใหมีการเปลี่ยนแปลงโครงสรางสามมิติ จากทีม่คีวามเปนระเบียบสูงไปสูความเปนระเบียบนอย
ลง การเปลีย่นแปลงนี้สามารถติดตามไดดวย DSC (Kilara and Harwalkar, 1996)  ขอมูลใน
ตารางที่ 8  แสดงวาวิธีการดัดแปรทางเคมีที่ใชในงานวิจัยนี้สามารถท ําใหโปรตีนเสียสภาพ
ธรรมชาติประมาณ 73%

ตารางที่ 9 สมบัติทางความรอนของสารละลายโปรตนีถั่วเขียวและโปรตีนถั่วเขียวดัดแปร ความ
เขมขน 10% (w/w) ที่ pH 7.0

ชนิดของโปรตีน  EAI
โปรตีนถั่วเขียวดัดแปร   110 ± 5a
BSA 102 ± 4
โปรตีนถั่วเขียว     83 ± 2b

ชนิดของโปรตีน Tp (oC)  ∆H (J/g) Relative degree of
denaturation (%)

โปรตีนถั่วเขียว 83.29 ± 0.14 13.53 ± 0.49 0
โปรตีนถั่วเขียวดัดแปร 83.05 ± 1.00 3.62 ± 1.99 73.24
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การผลิตสารทดแทนไขมัน
งานวิจัยนี้ไดนํ าโปรตีนถั่วเขียวและโปรตีนถั่วเขียวดัดแปรมาทดลองผลิตสารทดแทนไขมัน

โดยใหความรอนจนโปรตีนเสียสภาพ จากนัน้มีการเติม CaCl2 เพือ่เปน salt bridge ชวยใหสาย
พอลิเพปไทดทีค่ลายตวัยึดเหนี่ยวกันไดดีขึ้น สุดทายมีการตีปนสารละลายตลอดเวลาเพื่อกระจาย
ความรอนและปริมาณ CaCl2 ใหทั่วถึง การตีปนยังท ําใหขนาดอนุภาคคอลลอยดลดลงจนไดขนาด
ตามตองการอีกดวย     ในการศึกษาผลของ ชนิดโปรตีน ปริมาณ CaCl2 และ เวลาในการใหความ
รอน ทีเ่หมาะสมแกการผลิตสารทดแทนไขมันนั้นใชสารละลายโปรตีนเขมขน 5% (McCarthy and
Maegli, 1994) โดยใหความรอนที ่ 83 ± 1 oC (ตารางที่ 9)  Singer รายงานวาคณุลักษณะของ
สารทดแทนไขมันที่ใหลักษณะเนื้อสัมผัสคลายกับไขมันมากที่สุด จะตองเปนอนุภาคทรงกลม และ
มีขนาด 0.1-3 ไมครอน เทานั้น  (Singer and Dunn 1990)

ผลจากงานวิจัยนี้ (ภาพที่ 20) พบวาตัวแปรสํ าคัญที่ควบคุมขนาดของอนุภาคของสารทด
แทนไขมันมีดังนี้

1. ชนิดของโปรตีน พบวาสารละลายโปรตีนไมดัดแปรและไมเติม CaCl2 ใหผลดีกวา
กรณีที่ใชโปรตีนดัดแปร

2. ปริมาณ CaCl2 พบวาเมื่อใชปริมาณ CaCl2 มากขึ้นปริมาณของอนุภาคขนาด 0.1-3
ไมครอน ลดลง

3. เวลาในการใหความรอน พบวาจ ํานวนอนุภาคขนาด 0.1-3 ไมครอน มากขึ้นเมื่อใช
เวลานานขึ้น

จากการวิเคราะหขอมูลทางสถติพิบวาปจจัยหลัก (main effect) ทัง้ 3  ลวนมีผลตอขนาด
อนภุาคทั้งสิ้น และพบวาปฏสัิมพันธระหวางตัวแปร (interaction effect) มเีพยีงอิทธิพลรวมของ
ชนิดของโปรตีนและปริมาณ CaCl2 เทานัน้ที่สงผลตอขนาดอนุภาค

การที่โปรตีนที่ไมดัดแปรและโปรตีนดัดแปรมจี ํานวนประจุลบบนพื้นผิวตางกัน เมือ่มีการ
เติม divalent cation เชน Ca2+ ลงไปในสารละลาย สายพอลิเพปไทดของโปรตีนดัดแปรสามารถ
จบักันผาน calcium bridges ไดดีขึ้น (Murphy and Howell, 1991, cited in Howell, 1996) ทํ า
ใหอนุภาคที่ไดมีขนาดใหญกวา ซึ่งขนาดที่ใหญกวานั้นสวนใหญมเีสนผาศูนยกลางเกิน 3 ไมครอน
ซึง่เปนขนาดที่เราไมตองการ และนอกจากนี้แลวอนุภาคของโปรตีนดัดแปรนาจะมีความแข็งแรง
กวาอนุภาคของโปรตีนไมดัดแปรเนื่องจากมี calcium bridge ดวย ซึง่อาจทํ าใหการลดขนาดใน
ข้ันตอนตอไปทํ าไดยากขึ้น  จากผลการทดลองพบวาสภาวะที่ดีที่สุด (สภาวะที่ใหปริมาณ
อนุภาคขนาด 0.1-3 ไมครอน สูงสุด) คือ ใชโปรตีนไมดัดแปร ไมเติม CaCl2 เวลาในการ
ใหความรอน 15 นาที พบปรมิาณอนุภาคโปรตีนขนาด 0.1-3 ไมครอน  เทากับ 47.02 ±
16.76 % จงึเลอืกสภาวะนี้ไปใชในการศึกษาขั้นตอไป
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ภาพที่ 20    ความสมัพนัธระหวางปริมาณอนุภาคในชวง 0.1-3 ไมครอน กับเวลาที่ใหความรอนแกสารละลายโปรตีนถั่วเขียว (native)และโปรตีนถั่วเขียวดัดแปร
(modified) ทีอุ่ณหภูมิ 83 oC โดยแปรปริมาณ CaCl2 ทีเ่ตมิในชวง 0-0.03 กรัม
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ผลการวิเคราะหการกระจายตัวของอนุภาคโปรตีนในสารทดแทนไขมัน ทีท่ ําจากโปรตีน
ถัว่เขยีวนั้น พบวามีอนุภาคขนาด 0.1-3 ไมครอน ประมาณ 45% สวนทีเ่หลือเกือบทั้งหมดเปน
อนภุาคที่มีขนาดเกินกวา 3 ไมครอน และมอีนุภาคขนาดตํ่ ากวา 0.1 ไมครอนนอยมาก ดงันั้นเพื่อ
เพิม่ปริมาณอนุภาคขนาด 0.1-3 ไมครอน จึงเพิ่มการตปีนตอภายหลังการใหความรอน

การศึกษาผลผลของแรงเฉือนจากการตีปนทํ าโดย เลือกสภาวะทีด่ทีี่สุดในการผลิตสาร
ทดแทนไขมันจากโปรตีนถั่วเขยีว (หนา 42) ไดทดลองแปรความเร็วในการตีปนตั้งแต 23,000-
27,000 rpm ในเวลา 5 นาที ผลการทดลองพบวา ความเร็วในชวงที่ศึกษาสามารถใชผลิตอนุภาค
ทีม่ีขนาด 0.1-3 ไมครอนไดด ีโดยมปีระสิทธิภาพใกลเคียงกัน อยางไรก็ดีพบวาการกระจายตัวของ
อนุภาคโปรตีนเมื่อตีปนที่ 23,000 rpm มคีวามเบี่ยงเบนนอย (ภาพที่ 21) ขอมูลทางสถิติและ
ปริมาณพลงังานทีใ่ชในการตีปนชีว้า การตีปนที่ 23,000 rpm มปีระสทิธิภาพสูงสุดและใช
พลงังานในการผลิตต่ํ าที่สุด

ภาพที่ 21 ผลของความเร็วของ hand-operating homogenizer ทีใ่ชในการตีปนนาน 5 นาที
ตอปริมาณอนุภาคของโปรตีนถั่วเขียวที่มีขนาด 0.1-3 ไมครอน
หมายเหตุ สารแขวนลอยโปรตีนถั่วเขียวที่นํ ามาตีปนคือ สารแขวนลอยโปรตีนถั่วเขียวความเขม

ขน 5%(w/w) ที่ผานการใหความรอนที่ 83 oC นาน 15 นาที
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ผลจากการศกึษาความสัมพันธระหวางเวลาในการตีปนที่ 23,000 rpm และการกระจาย
ตวัของอนุภาคโปรตีน พบวาเวลาที่ใชในการตีปนมีผลตอปริมาณและการกระจายตัวของอนุภาค
ขนาด 0.1-3 ไมครอน (ภาพที ่ 22) เนื่องจากการตีปนเปนเวลานานเปนการเพิ่มจํ านวนรอบที่
อนุภาคถูกแรงเฉือนจึงเปนผลใหมีอนุภาคโปรตีนมขีนาด 0.1-3 ไมครอน มากขึ้น แตเนื่องจากการ
ตีปนนานกวา 15 นาทไีมทํ าใหปริมาณอนุภาคขนาด 0.1-3 ไมครอน เพิ่มมากนัก (เมือ่ใชเวลา 15
และ 20 นาท ีปริมาณอนุภาคที่มีขนาด 0.1-3 ไมครอนไมแตกตางกัน) ดังนั้นจึงเลือกใชเวลาในการ
ตปีนนาน 15 นาที ที่ความเร็ว 23,000 rpm โดยเปนการชวยประหยัดพลังงาน (ลดตนทุนการผลิต
ในการผลิตสารทดแทนไขมันจากโปรตีนถั่วเขียวอีกดวย

ภาพที่ 22  ผลของเวลาที่ใชในการตีปนที่ความเร็ว 23,000 rpm ตอปริมาณอนุภาคโปรตีนถั่วเขียว
ขนาด 0.1-3 ไมครอน
หมายเหตุ - สารแขวนลอยโปรตีนถั่วเขียวที่นํ ามาตีปนคือ สารแขวนลอยโปรตีนถั่วเขียวความเขม

ขน 5%(w/w) ที่ผานการใหความรอนที่ 83 oC นาน 15 นาที
- จุดที่อยูใตตัวอักษรที่แตกตางกัน (a, b และ c) ในภาพ แสดงวามีความแตกตางกัน
อยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95
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ผลการวิเคราะหการกระจายตัวของอนุภาคโปรตีนเมื่อทํ าการตีปนที่ 23,000 rpm เปน
เวลา 15 นาที พบอนุภาคโปรตีนขนาด 0.1-3 ไมครอน 65 % พบอนภุาคที่มีขนาดใหญกวา 3
ไมครอน 34 % และพบอนภุาคที่มีขนาดเล็กกวา 0.1 ไมครอนเพียง 1 % เนือ่งจากผลิตภัณฑนี้
ประกอบดวยอนุภาคจิ๋วที่มีขนาดเล็กกวา 0.1 ไมครอนเพยีงเล็กนอย จงึเลือกใชวิธีการปนเหวี่ยงมา
ใชแยกอนุภาคที่มีขนาดใหญกวา 3 ไมครอน ออกไป

ดงันัน้จึงทํ าการศึกษาประสทิธิภาพของการปนเหวี่ยง ในการแยกอนุภาคที่มีขนาดใหญ
กวา 3 ไมครอน โดยใชแรงเหวี่ยงขนาด 1000-4000 x g เปนเวลา 10 นาท ี พบวาเมื่อเพิ่มแรง
เหวี่ยง ปริมาณอนุภาคขนาด 0.1-3 ไมครอนในของเหลวและในตะกอนจะเพิ่มข้ึน (ภาพที่ 23 และ
24) และแรงเหวี่ยงขนาด 4000 x g มปีระสิทธิภาพสูงสุด เนื่องจากพบอนภุาคขนาด 0.1-3
ไมครอน ถงึ 94.66% จากผลการวเิคราะหตะกอนในตัวอยางนี้ พบอนุภาคขนาด 0.1-3 ไมครอน
ในตะกอนคดิเปน 45.49% ของปรมิาณอนุภาคทั้งหมดในตะกอน (ตารางที่ 10) ผลการทดลองชี้วา
ม ีการปนเหวี่ยงที่ 4000 x g ใหอนภุาคขนาด 0.1-3 ไมครอน ในชัน้ของเหลวมากที่สุด ดงันั้นจึง
เลอืกสวนของเหลวที่ใชแรงปนเหวี่ยงที่ 4000 x g ไปศึกษารูปรางของอนุภาคตอไป

 ภาพที่23  ผลของแรงเหวี่ยงตอปริมาณอนุภาคที่แยกไดในสวนของเหลวตอนบน
หมายเหตุ สารแขวนลอยโปรตีนถั่วเขียวที่นํ ามาปนเหวี่ยงคือ สารแขวนลอยโปรตีนถั่วเขียวความ

เขมขน 5%(w/w) ที่ผานการใหความรอนที่ 83 oC นาน 15 นาที จากนั้นนํ ามาตีปนตอ
ที่ความเร็ว 23,000 rpm นาน 15 นาที
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ตารางที่ 10    ผลของแรงทีใ่ชในการปนเหวี่ยงตอสวนที่เปนของเหลวและตะกอนที่ไดจากการปนเหวี่ยง

ปริมาณของอนุภาคตามขนาด (%)

ในของเหลว ในตะกอนแรงเหวี่ยง (x g)

< 0.1 ไมครอน  ns 0.1-3 ไมครอน > 3 ไมครอน < 0.1 ไมครอน  ns 0.1-3 ไมครอน > 3 ไมครอน

1000 2.19 ± 0.01 89.20 ± 0.08b 8.60 ± 0.06a 0.14 ± 0.01 28.72 ± 0.13d 71.14 ± 0.13a

2000 2.00 ± 0.27 90.64 ± 0.62b 7.36 ± 0.89a 0.18 ± 0.01 36.28 ± 0.37c 63.54 ± 0.36b

3000 1.71 ± 0.42 91.12 ± 0.40b 7.18 ± 0.81a 0.30 ± 0.01 38.14 ± 0.25b 61.56 ± 0.26c

4000 2.38 ± 0.15 94.66 ± 1.93a 2.96 ± 1.78b 0.50 ± 0.40 45.48 ± 0.64a 54.01 ± 0.24d
หมายเหตุ -  ตัวเลขที่อยูหนาตัวอักษรที่แตกตางกัน (a, b, c และ d) ในแนวตั้งในตาราง แสดงวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95

-  ns ในตาราง แสดงวา ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95



ภาพที่  24    ผลของแรงเหวี่ยงตอปริมาณอนุภาคที่แยกไดในสวนตะกอน
หมายเหตุ สารแขวนลอยโปรตีนถั่วเขียวที่นํ ามาปนเหวี่ยงคือ สารแขวนลอยโปรตีนถั่วเขียว

ความเขมขน 5%(w/w) ที่ผานการใหความรอนที่ 83 oC นาน 15 นาที จากนั้นนํ า
มาตีปนตอที่ความเร็ว 23,000 rpm นาน 15 นาที

เมือ่น ําอนภุาคโปรตีนซึ่งอยูในของเหลวซึ่งผานการเหวี่ยงที่ 4000 x g มาวเิคราะหรูปราง
ดวยเครื่อง SEM (แสดงรปูราง 2 มิติของอนุภาค) พบวารูปรางของอนุภาคโปรตีนมีลักษณะเปนวง
คอนขางกลม แตเนื่องจากความเขมขนของสารแขวนลอยโปรตีนที่นํ าไปวิเคราะหสูงเกินไปทํ าให
resolution ของ SEM ไมดี (ภาพที่ 25) อยางไรก็ตาม SEM แสดงใหเห็นชัดเจนวารูปรางของสาร
ทดแทนไขมันที่ผลิตขึ้นในงานวิจัยนี้มโีอกาสเปนทรงกลมสูง แสดงถึงศกัยภาพในการนํ าโปรตีน
ถัว่เขียวมาผลิตสารทดแทนไขมันทีม่ีคุณภาพดีได (Civille, 1990; Singer, 1992 cited in
Singer,1996)
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ภาพที่ 25  รูปรางของอนุภาคโปรตีนที่ติดอยูบนกระดาษกรอง (B) เมือ่เทยีบกับรูปรางของกระดาษ
กรอง (A)

AAA
B



บทที่ 5

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ

สรปุผลการทดลอง

งานวิจัยนี้ประสบผลสํ าเร็จในการผลิตสารทดแทนไขมันจากโปรตีนถั่วเขียว  ตามวัตถุ  
ประสงคที่ตั้งไว โดยสามารถผลิตสารทดแทนไขมันทีม่ขีนาดอนุภาค 0.1-3 ไมครอน ในปริมาณ 
94.66% และยงัพบวารูปราง 2 มิติของอนุภาคมีลักษณะเปนวงกลม ซึ่งเปนขอมูลทีบ่งศักยภาพใน
การเปนสารทดแทนไขมันไดดี

ขัน้ตอนการผลิตสารทดแทนไขมันจากโปรตีนถัว่เขียวมีดังนี้คือ
1. ใชโปรตีนถั่วเขียวที่ไมผานการดัดแปรทางเคมีเขมขน 5%(w/w)
2. ใหความรอนที่ 83 oC นาน 15 นาที โดยตีปนที่ความเร็ว 17,000 rpm ตลอดเวลา
3. ตปีนตอเพื่อลดขนาดที่ความเร็ว 23,000 rpm  เปนเวลา 15 นาที
4. ปนเหวี่ยงที่ 4000 x g นาน 10 นาที เพื่อแยกอนุภาคขนาดใหญกวา 3 ไมครอน

ออก

องคความรูใหมอ่ืน ๆ ที่เกิดจากงานวิจัยนี้คือ
1. วธิีการเตรียมโปรตีนถั่วเขียวที่มีคณุภาพเทียบเทาโปรตีน isolate จากนํ ้าทิ้งโรง

งานแปงถัว่เขียว โดยสามารถผลิตโปรตีนที่มีปริมาณโปรตีนทั้งหมดมากถึง
88.93% โดยนํ้ าหนักแหง

2. วธิีการผลติโปรตีนถั่วเขียวดัดแปรที่มีศักยภาพเปน surface active agent เชน
emulsifier ได โดยดัดแปรดวย succinic anhydride 0.4 กรัมตอกรัมโปรตีน ซึ่ง
โปรตีนถั่วเขียวดัดแปรนี้มีคา emulsifying activity index เพิม่ข้ึนจากโปรตีน
ถัว่เขยีวไมดัดแปร 1.3 เทา และยังมีคา emulsifying activity index สงูกวา BSA
ประมาณ 8% ดวย
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ขอเสนอแนะ

นอกจากองคความรูใหมที่เกิดขึ้นระหวางการทํ างานวิจัยนี้แลว ยังมีปญหาตาง ๆ ที่เกิดขึ้น
ในระหวางการวิจัยซึ่งจํ าเปนที่จะตองทํ าการศึกษาคนควาตอไปเพื่อใหงานวิจัยนี้มีประโยชนสูงสุด  
ซึง่ผูวิจัยขอสรุปไวดังนี้

1. การวจิยัเพือ่พฒันากระบวนการผลิตสารทดแทนไขมันโดย
♦ ศกึษาผลของการใชความรอนที่อุณหภูมิ และเวลาตาง ๆ ในชวงการเพิ่ม

ขนาดอนุภาคโดยทํ าใหโปรตีนเสียสภาพ  ตอขนาดและรูปทรงของอนุภาค
♦ ศกึษาวิธีการลดขนาดอนุภาคแบบอื่น ๆ เพือ่ใหไดอนุภาคขนาด 0.1-3

ไมครอนมากที่สุด ในกรณีที่มีขนาดเกินกวา 3 ไมครอนอยู
♦ ศกึษาวธิกีารแยกอนุภาคโปรตีนขนาดใหญกวา 3 ไมครอน ทีม่ปีระสิทธิภาพ

สูง พรอมคํ านวณหา yield ของกระบวนการทุกกระบวนการในการผลิตสาร
ทดแทนไขมัน

♦ ศกึษารปูรางของอนุภาคโปรตีนในแบบ 3 มิติ เพื่อที่จะไดทราบรูปรางที่แน
นอนของอนุภาคโปรตีนที่ผลิตได

♦ ศกึษาเพือ่น ําโปรตีนที่แยกไดจากนํ้ าทิ้งของโรงงาน ไปผลิตสารทดแทนไขมัน
เลยโดยไมตองมีการทํ าแหงกอนเพื่อประหยัดตนทุน (เนื่องจากในงานนี้ การ
ท ําแหงโปรตีนดวยวิธี freeze dry มวีตัถุประสงคเพื่อรักษาสมบัติของโปรตีน
ทีน่ ํามาศกึษาใหใกลเคียงธรรมชาติและเพิ่มอายุการเก็บรักษาโปรตีนเทานั้น)

2. การวจิยัเพือ่พฒันากระบวนการแยกโปรตีนออกจากนํ้ าทิ้งของโรงงาน ดวยวิธีการอื่น
เชน freeze concentration และ ultafiltration เพือ่รักษาสภาพและสมบัติของโปรตีน
ในการนํ าโปรตีนไปใชในผลิตภัณฑอาหารเสริม

3. การวจิยัเพือ่พฒันากระบวนการดัดแปรโปรตีนทั้งทางเคมี และ/หรือ ทางกายภาพ
เพื่อผลิต functional ingredient อ่ืนๆ
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ภาคผนวก ก

การวเิคราะหชนิดและปริมาณกรดอะมิโนดวยวิธี AccQ. Tag Method (Liu et al., 1995)
เครื่อง HPLC (Waters, Milford, MA, USA) ประกอบดวย

Pump: 600E
Detector: Fluorescence (λex = 250 nm  และ           

λem  =  395nm)
Column: AccQ. Tag  Column, 3.9 mm x 150 mm
Mobile phase (gradient system):  AccQ. Tag  Eluent A, Acetonitrile  และ

HPLC grade water.
Inject Volume: 5 µL
Run Time: 45 นาที

วธิกีารเตรียมตัวอยาง

 น ําตวัอยางและนํ้ าเกลือ 5 mL ใสหลอดทดลอง
 เติม 6 N HCl ปริมาตร 20 mL
 ยอยที่อุณหภูมิ 110 oC นาน 5 ชั่วโมง
 ปรับ pH ใหได 7 ดวย NaOH เขมขน
 ปรับปริมาตรเปน 100 mL
 กรองดวยกระดาษกรองเบอร 1
 น ําตวัอยางที่ผานกระดาษกรองมา 1 mL ปรับปริมาตรดวยนํ้ า Milli-Q ใหได

10 mL
 กรองผาน membrane ขนาด 0.45 ไมครอน
 น ําสารละลายที่กรองผาน membrane มา 20 µL มาท ําอนุพันธกับ AccQ.

Flour  และปรับปริมาตรใหได 100 µL
 Inject 5 µL โดย HPLC



ภาคผนวก ข

การหา oil volume fraction  สามารถหาไดจากวิธีของ Pearce and Kinsella (1978) โดย
การน ําอมิลัชัน่มา 5 กรัม หานํ้ าหนักแหงโดยการอบใหคงที่ที่อุณหภูมิ 105 oC จากนัน้นํ ามา
ค ํานวณตามสมการ ข1

∅ = Wd  -  (E x W1) (ข1)
Wd  +  W1 [{((1 + E) x Do) / Dm}  - E]

เมื่อ ∅ = Oil volume fraction
Do = Density of oil
Dm = Density of protein solution
E = Concentration of solute; mass per unit mass solvent
W1 = (loss of weight of emulsion on heating / weight of

emulsion)
 Wd = (dried weight / weight of emulsion)



ภาคผนวก ค

การเตรียม ninhydrin solution (Paik and Kim, 1972)  เพือ่ใชวิเคราะหหาปริมาณหมู
ε-NH2 ของ lysine ในโปรตีน

 I. เตรียม 0.2 M citrate buffer (pH 5.0) โดยใช citric acid monohydrate
(Merck, Damstadt, Germany) และ tri-sodium citrate dihydrate (Merck,
Damstadt, Germany)

 II. เตรียม ninhydrin (Prolabo, Paris, France) ใน ethylene glycol monoethyl
ether (ethyl Cellosolve) (Merck, Hohenbrunn, Germany) ทีค่วามเขมขน
4% (w/v)

 III. น ําสารละลายในขอ  I.  และขอ II.  มาผสมกันโดยใชปริมาตรสารละลายทั้ง
สองเทากับ 30 มิลลิลิตร ทั้งคู

 IV. น ําสารละลายที่ไดจากขอ  III.  มาเติมสารแขวนลอย SnCl2 (M&B, May &
Baker Ltd., Dagenham, England) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยที่ในสาร
แขวนลอยนี้มี SnCl2 ปริมาณ 50 มิลลิกรัม

สารที่ไดในขอ  IV. เปนสารละลาย ninhydrin ทีน่ ําไปใชในการวิเคราะห
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