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บทค ัดย ่อ ภาษาไทย 
 ฉัตรชนก ไพศาลศักดิ์ : การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากกุ้งฝอย Macrobrachium lanchesteri โดยการทำ

แห้งแบบพ่นฝอยและเสถียรภาพระหว่างการเก็บรักษา. ( PRODUCTION OF SPRAY-DRIES PROTEIN 
HYDROLYSATE FROM FRESH WATER PRAWN Macrobrachium lanchesteri AND STABILITY 
DURING STORAGE) อ.ท่ีปรึกษาหลัก : รศ. ดร.อินทาวุธ สรรพวรสถิตย์ 

  
กุ ้งฝอย (Macrobranchium lanchesteri) เป็นสัตว์น้ำจืดที ่มีโปรตีนเป็นองค์ประกอบซึ ่งประกอบด้วย

กรดอะมิโนและเปปไทด์ที่เป็นสารตั้งต้นสำคัญในการสร้างกลิ่นรสและรสชาติในระหว่างกระบวนการแปรรูปอาหาร  
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับกระบวนการไฮโดรลิซิสของโปรตีนจากกุ้งฝอยด้วยฟลาโวไซม์ 
ศึกษาสภาวะการทำแห้งด้วยกระบวนการทำแห้งแบบพ่นฝอย และศึกษาเสถียรภาพของผงโปรตีนไฮโดรไลเสตในระหว่าง
การเก็บรักษา โดยใช้ response surface methodology (RSM) และออกแบบการทดลองแบบ central composite 
design (CCD) กำหนดตัวแปรต้น 3 ปัจจัย ได้แก่ อัตราส่วนความเข้มข้นของเอนไซม์ต่อสารตั้งต้น (E/S; 5-15 LAPU/g 
protein) อุณหภูมิ (45-55 °C) และ pH (6-8) กำหนดให้ค่าระดับการย่อยของโปรตีน (degree of hydrolysis; DH) เป็น
ตัวแปรอิสระ พบว่าการใช้ E/S ท่ี 10 LAPU/g protein อุณหภูมิ 50°C และ pH  7 เป็นสภาวะท่ีเหมาะสม มีค่าระดับการ
ย่อยของโปรตีนสูงท่ีสุด (20.97±0.86%) โปรตีนไฮโดรไลเสตมีน้ำหนักโมเลกุลเฉลี่ยเป็น 48.3 kDa มีปริมาณกรดอะมิโน
อิสระสูงกว่าตัวอย่างควบคุม และมีคะแนนความโดยรวม ความชอบด้านกลิ่นรสและด้านรสชาติเพิ่มขึ้น เมื่อนำโปรตีน
ไฮโดรไลเสตไปทำแห้งแบบพ่นฝอยโดยศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับการทำแห้งแบบพ่นฝอยของโปรตีนไฮโดรไลเสต  
กำหนดปัจจัยอุณหภูมิขาเข้าของกระบวนการทำแห้งแบบพ่นฝอย (120, 150 และ 180°C), อุณหภูมิขาออก 95 °C และ
อัตราการป้อน 10 mL/min พบว่าเมื ่อใช้อุณหภูมิขาเข้า  150°C ได้ปริมาณร้อยละผลผลิตสูงสุด (72.41±0.53%) 
นอกจากนี้ ค่ากิจกรรมของน้ำ ค่าความชื้น และค่าความขาว เท่ากับ 0.159±0.02, 4.29±0.36 %, และ 69.83±0.50 
ตามลำดับ และเมื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงในระหว่างการเก็บรักษาของผงโปรตีนไฮโดรไลเสตโดยบรรจุในถุงอลูมิเนียมลามิ
เนตชนิด aluminum/LLDPE ทึบแสงปิดสนิทแบบสุญญากาศเป็นเวลา 12 สัปดาห์ ที่อุณหภูมิ 25 ºC ติดตามผลการ
เปลี่ยนแปลงทุก 2 สัปดาห์ พบว่า เมื่ออายุการเก็บรักษาเพิ่มขึ้น ค่าความชื้นเพิ่มขึ้นเล็กน้อย แต่ค่ากิจกรรมของน้ำไม่
เปลี่ยนแปลง ส่วนค่าความขาวลดลง นอกจากนี้เมื่อทดสอบทางประสาทสัมผัส พบวา่ระดับความเข้มของกลิ่นกุ้งและกลิ่น
รสกุ้งลดลง แต่ระดับความหวานเพิ่มข้ีนเมื่อระยะเวลาการเก็บรักษาเพิ่มข้ึน ซึ่งสอดคล้องกับผลการวิเคราะห์สารให้กลิ่น
สำคัญ ท่ีพบว่าปริมาณความเข้มข้นของสารท่ีให้กลิ่นสำคัญเช่น N,N-dimethyl-methylamine ซึ่งให้กลิ่นคาวลดลง แต่
ความเข้มข้นของ 2-furanmethanol, maltol และ vanillin ซึ่งให้กลิ่นหอมหวานและคาราเมลเพิ่มข้ึน 
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บทค ัดย ่อ ภาษาอ ังกฤ ษ 
# # 6270019423 : MAJOR FOOD TECHNOLOGY 
KEYWORD: PROTEIN HYDROLYSATES, FLAVOURZYME®, FLAVORING, FRESHWATER PRAWNS 
 Chatchanok Paisansak : PRODUCTION OF SPRAY-DRIES PROTEIN HYDROLYSATE FROM FRESH WATER 

PRAWN Macrobrachium lanchesteri AND STABILITY DURING STORAGE. Advisor: Assoc. Prof. 
INTHAWOOT SUPPAVORASATIT, Ph.D. 

  
Freshwater prawn (Macrobranchium lanchesteri) is a source of proteins containing amino acids and 

peptides as precursors that flavors and tastes can be developed during food processing. The objective of this 
study was to investigate the production of protein hydrolysates from freshwater prawn with Flavourzyme®. An 
optimal hydrolysis condition was established using the response surface methodology (RSM) with a central 
composite design (CCD). An enzyme/substrate ratio (E/S; 5-15 LAPU/g protein), temperature (45-55 °C), and pH 
(6-8) were used as independent variables, while the dependent variable was a degree of hydrolysis (DH). The 
optimum conditions were found to be the E/S of 10 LAPU/g protein, temperature of 50 °C, and pH at 7. The 
highest DH obtained from optimal condition was 20.97±0.86 %. At this condition, the average molecular mass 
of the hydrolysate was about 48.3 kDa, which amount of free amino acids was increased compared to the 
control. It was also found that the hydrolysate contributed higher liking score of overall preference, flavor, and 
taste compared to the control. The spray drying was performed by varying inlet temperatures (120, 150, and 
180°C), while the outlet temperature of 95°C and flow rate at 10 mL/min were kept constant. The results showed 
that the highest yield of hydrolysate was found when using 150°C as inlet temperature (72.41±0.53%). In addition, 
water activity (aw), moisture content, and whiteness index were 0.159±0.02, 4.29±0.36 %, and 69.83±0.50, 
respectively. The hydrolysate powders were vacuum packed in an aluminum foil laminated bags (aluminum/ 
LLDPE) and stored for 12 weeks at 25°C and the changes during storage were determined every 2 weeks. It was 
found that the moisture content was increased, while there is no change found in aw of the samples during 
storage. Furthermore, the whiteness index was decreased during storage. Moreover, the sensory evaluation 
indicated that the intensity of the shrimp aroma and flavor were gradually decreased, but the intensity of the 
sweetness was increased. These results were corresponding to the decrease in some flavor compounds such as 
N,N-dimethyl-methylamine, making the decreasing in fishy flavor. In contrast, the increase in 2-furanmethanol, 
maltol and vanillin which these compounds contribute sweet and caramel flavor.     
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บทที่ 1 

บทนำ 

 

 

กุ ้งฝอย (Macrobrachium lanchesteri) เป็นกุ ้งน้ำจืดขนาดเล็กจัดอยู ่ในกลุ่มสัตว์น้ำมี
เปลือกแข็งกลุ่มครัสเตเชียน (Crustacean) พบได้ในประเทศแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ เช่น ไทย 
มาเลเซีย อินเดีย เป็นต้น กุ้งฝอยมีคุณค่าทางโภชนาการ ซึ่งประกอบด้วย โปรตีน คาร์โบไฮเดรต 
แคลเซียม ฟอสฟอรัส และเหล็ก กรดอะมิโนที่พบมากในกุ้งสกุล Macrobrachium spp. ได้แก่ อาร์จี
นิน (arginine) โพรลีน (proline) ไกลซีน (glycine) กรดกลูตามิก (glutamic acid) ไลซีน (lysine) 
อะลานีน (alanine) ทอรีน (taurine) และเซอรีน (Serine) เป็นต้น โดยไกลซีน อะลานีน โพรลีน และ
เซอรีน เป็นกรดอะมิโนที่ให้รสหวานและให้กลิ่นรสกุง้ (Holthuis, 2000) ซึ่งกลิ่นรสกุ้งส่วนใหญจ่ะเกดิ
จากกระบวนการให้ความร้อนระหว่างกระบวนการแปรรูป  

โปรตีนไฮโดรไลเสต คือผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการย่อยของโปรตีนโดยมีน้ำเป็นตัวสลายพันธะเปป
ไทด์ของโมเลกุลโปรตีน ผลิตภัณฑ์ที่ได้ประกอบด้วยกรดอะมิโนและเปปไทด์สายสั้น ๆ  (Fu et al., 
2018) ซึ่งสามารถให้กลิ่นรสได้มากกว่าโปรตีนในธรรมชาติที่ยีงไม่ผ่านการย่อย เนื่องจากโปรตีนใน
ธรรมชาติมีโมเลกุลใหญ่จึงไม่สามารถให้กลิ่นรสโดยตรง แต่อาจให้กลิ่นรสร่วมกับสารอื่นโดยโปรตีน
สามารถเกิดอันตรกริยากับสารให้กลิ่นรสทั้งที่พึงประสงค์ (desirable flavor) และไม่พึงประสงค์ 
(undesirable flavor หรือ off-flavor) ได้ (Silva et al., 2012; Suppavorasatit, 2014) Qi et al. 
(2017) รายงานว่า โปรตีนไฮโดรไลเสตจากพืชและสัตว์ที่ประกอบด้วย กรดแอสปาร์ติก (aspartic 
acid) กรดกลูตามิก อาร์จีนิน และไลซีนจะทำให้ผลิตภัณฑ์มีกลิ ่นรสที ่ดี จึงมีการประยุกต์ใช้
กระบวนการไฮโดรลิสิสเพื่อผลิตสารเสริมกลิ่นรส (flavoring agent) ในอาหาร  

การไฮโดรลิซิสด้วยเอนไซม์ (enzymatic hydrolysis) เป็นวิธีการทางชีวภาพ ผลิตภัณฑ์ที่ได้
คุณภาพดีไม่สูญเสียกลิ่นรสธรรมชาติของผลิตภัณฑ์ และสามารถควบคุมคุณลักษณะของกลิ่นรส
ผลิตภัณฑ์ได้ เนื่องจากเอนไซม์มีความจำเพาะต่อสารตั้งต้น เช่น ตำแหน่งเปปไทด์หรือกรดอะมิโนบน
สายโซ่เปปไทด์ อีกทั ้งยังเป็นกระบวนการที ่ปลอดภัย ไม่ใช้สารเคมี และไม่ก่อให้เกิดสารพิษใน
ผลิตภัณฑ์ (Silva et al., 2012b) โปรติเอสเป็นเอนไซม์กลุ่มไฮโดรเลส (hydrolase) ทำหน้าที่เร่ง
ปฏิกิริยาการย่อยพันธะเปปไทด์ของโปรตีน สามารถจำแนกเป็นประเภทตามเกณฑ์ต่าง ๆ เช่น แหล่ง



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 
 
ที่สกัด ตำแหน่งที ่ตัดพันธะ กลไกในการเร่งปฏิกิริยา เป็นต้น ฟลาโวไซม์ (Flavourzyme®) เป็น
เอนไซม์โปรติเอสทางการค้าที่สกัดจากจุลินทรีย์ Aspergillus sp. ทำงานได้ในสภาวะอุณหภูมิ 30-65 
องศาเซลเซียส pH 4-8 ทำหน้าที่เป็นได้ทั้งเอนโดเพปทิเดส (endopeptidase) เร่งปฏิกิริยาการย่อย
พันธะภายในโมเลกุลโปรตีนหรือสายโซ่เปปไทด์ตัดพันธะเปปไทด์แบบสุ่มเพื่อให้สายโซ่เปปไทด์สั้นลง
และเอกโซเพปทิเดส (exopeptidase) เร่งปฏิกิริยาการย่อยพันธะภายนอกที่ตำแหน่งปลายคาร์บอน 
(C-terminal) หรือปลายไนโตรเจน (N-terminal) ของกรดอะมิโนไม่ชอบน้ำ (hydrophobic amino 
acid) จากการศึกษาพบว่าความจำเพาะของเอนไซม์ชนิดน้ีช่วยลดรสขมที่เกิดข้ึนในผลิตภัณฑ์โปรตีน
ไฮโดรไลเสตได้ (Aspevik et al., 2016) มีการไฮโดรลิซิสโปรตีนจากพืชและสัตว์น้ำโดยใช้เอนไซม์ฟ
ลาโวไซม์ เช่น ปลา (Imm and Lee, 1999) หมึก (Sukkhown et al., 2018) สาหร่าย (Zhang et 
al., 2019) และกุ้ง (Dey and Dora, 2014) เป็นต้น สภาวะที่ใช้ในกระบวนการไฮโดรลิซิสเป็นปัจจัย
ที่มีอิทธิพลต่อคุณภาพของโปรตีนไฮโดรไลเสต ได้แก่ ความเข้มข้นของเอนไซม์ อุณหภูมิ ระยะเวลา
ย่อย และค่า pH เป็นต้น  

ตัวแปรที่ใช้เป็นดัชนีบ่งบอกคุณภาพดังกล่าว เช่น ระดับการย่อยโปรตีน (degree of 
hydrolysis) น้ำหนักมวลโมเลกุล (molecular weight) องค์ประกอบของกรดอะมิโน (amino acid 
composition) เป็นต้น ซึ ่งเอนไซม์ทำงานได้ดีในสภาวะที่แตกต่างกันประกอบกับแต่ละปัจจัยมี
ผลตอบสนองต่อตัวแปรต่าง ๆ ดังนั้น เพื่อลดจำนวนการทดลองและศึกษาผลตอบสนองของแต่ละ
ปัจจัยจึงมีการใช้วิธีพื้นที่ผิวผลตอบสนอง (response surface methodology, RSM) เป็นเทคนิค
ทางคณิตศาสตร์และสถิติเพื่อใช้ออกแบบการทดลองหาจุดที่เหมาะสมต่อผลนั้น โปรตีนไฮโดรไลเสต
เป็นของเหลวเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันได้ง่ายส่งผลต่ออายุการเก็บรักษา การทำแห้งแบบพ่นฝอย 
(spray drying) ร่วมกับการห่อหุ้ม (encapsulation) เพื่อช่วยเพิ่มความคงตัวระหว่างการเก็บรักษา
และป้องกันการเสือ่มสลายจากปจัจยัด้านสภาวะแวดล้อม (Wongsangasri et al., 2015; Sarabandi 
et al., 2020) อย่างไรก็ตามงานวิจัยเกี ่ยวกับการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตพ่นฝอยโดยการดัดแปร
โปรตีนจากกุ้งฝอยด้วยเอนไซม์นั้นมีอยู่อย่างจำกัด วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้ คือศึกษาหาสภาวะที่
เหมาะสมของกระบวนการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตพ่นฝอยจากกุ้งฝอยและศึกษาเสถียรภาพระหว่าง
การเก็บรักษา 
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บทที่ 2  

วารสารปริทัศน์ 

 

 

2.1 กุ้งฝอย  

กุ้งเป็นสัตว์น้ำมีเปลือกสามารถแบ่งโดยใช้แหล่งที่อยู่อาศัยเป็นเกณฑ์ได้ 2 ประเภท ได้แก่ กุ้ง

ทะเลหรือกุ้งน้ำเค็ม (shrimp) เจริญและอาศัยในน้ำเค็ม เช่น กุ้งกุลาดำ กุ้งขาวแวนาไมด์ กุ้งแชบ๊วย 

เป็นต้น และกุ้งน้ำจืด (prawn) เจริญและอาศัยอยู่ในแหล่งน้ำจืด ได้แก่ กุ้งก้ามกราม กุ้งกะต่อม และ

กุ้งฝอย เป็นต้น ลักษณะสำคัญที่ใช้จำแนกความแตกต่างของกุ ้งทุ้ง 2 ประเภท คือบริเวณขาเดิน 

(walking legs) มีลักษณะแตกต่างกัน โดยกุ้งน้ำเค็มบริเวณปลายขาเดิน 3 คู่แรกมีลักษณะเป็นก้าม

หนีบใช้สำหรับจับเหยื่อและเปลอืกหุ้มด้านข้างท้องซ้อนเรียงกันเป็นระเบยีบ แสดงดังรูปที่ 2.1 ส่วนกุ้ง

น้ำจืดที่บริเวณปลายขาเดิน 2 คู่แรกเป็นก้ามหนีบและเปลือกหุ้มด้านข้างท้องของคู่ที่ 2 ซ้อนทับคู่ที่ 1 

และคู่ที่ 3 แสดงดังรูปที่ 2.2 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Farfante and Kensley (1997) 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.1 ลักษณะทางกายภาพของกุ้งน้ำเค็ม 
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ที่มา: ดัดแปลงจาก สุวลี มะอนันต์ และจริาพร โรจน์ทินกร (2562); Farfante and Kensley (1997) 

 

กุ้งฝอย (Macrobrachium lanchesteri) หรือกุ้งนาถูกจัดกลุ่มตามอนุกรมวิธานได้ ดังนี้ 

Phylum: Arthropoda Class: Crustacea Sub class: Malacostraca Order: Decapoda Sub 

order: Natanita Family: Paleamonidae Genus: Macrobrachium และ Species: Lanchesteri 

พบทั่วไปในแหล่งน้ำจืดบริเวณเขตร้อน อาศัยอยู่ในน้ำนิ่งหรือน้ำไหลที่มีลักษณะขุ่นมีระดบัน้ำลึกไม่

เกิน 1 เมตร แหล่งน้ำที่พบ เช่น น้ำตก ลำธาร แม่น้ำ คลอง หรือบึง เป็นต้น กุ้งชนิดนี้แพร่กระจายใน

แถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้และเอเชียตะวันออก ขนาดความยาวลำตัวของกุ้งตัวเต็มวัยเฉลี่ย 2.8 – 

3 เซนติเมตร ลักษณะลำตัวใส เปลือกหุ้มลำตัวบางมีสีขาวแกมเขียว แสดงดังรูปที่  2.3  มีลักษณะ

สำคัญที่แตกต่างจากลูกกุ้งก้ามกรามคือ กรีตรงยาวกว่าแผ่นกำบังหนวดคู่ที่ 2 ด้านบนของกรีมีฟัน

เลื่อยจำนวน 9-14 ซี่ เรียงอยู่หลังเบ้าตาจำนวน 2-3 ซี่ ส่วนด้านล่างมีซี่ฟันจำนวน 4-5 ซี่ รยางค์

หนวด (antenna) คู่ที่ 2 บริเวณโคนหนวดเป็นแผ่นเรียบปลายโค้งมน ส่วนขาเดินคู่ที่ 2 เป็นรยางค์

แบบ 2 แขนงรูปทรงกระบอกยาวเรียว ทั้งสองข้างมีขนาดเท่ากัน ตรงปลายส่วนก้ามหนีบมีขนาดเล็ก

และมีขนเส้นเล็กและสั้นปกคลุม บริเวณหางประกอบด้วย 2 ส่วน คือ telson มีลักษณะเป็นแผ่น

ปลายสุดเรียวแหลมตรงและส่วนแพนหาง (uropod) เป็นแผ่นสี่เหลี่ยมเรียงซ้อนกันประกอบด้วย 2 

ส่วนย่อย คือ แพนหางด้านใน (endopodite) และแพนหางด้านนอก (exopodite) แสดงในรูปที่ 2.3 

(นภาพร ศรีพุฒินิพนธ์ และสุริยา จงโยธา , 2540; วุฒิวัฒน์  เรืองชัย, ประดิษฐ์ แสงทอง และเลิศ

ลักษณ์ เงินศิริ, 2552; กัญญาณัฐ สุนทรประสิทธ์ิ, ดุจฤด ีปานพรหมมินทร์ และลลิตา ข่วงบุญ, 2562) 

รูปท่ี 2.2 ลักษณะทางกายภาพของกุง้น้ำจืด 
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ที่มา: ดัดแปลงจาก วณิชยา น้อยวังคลัง และสมศักดิ์ ปญัหา (2544) 

  

ปัจจุบันกุ้งฝอยได้รับความนิยมในการบริโภคเพิ่มขึ้นทำให้การจับจากแหล่งน้ำธรรมชาติไม่

เพียงพอต่อความต้องการของผู้บริโภค จึงมีการนำมาเพาะเลี้ยงในหลายรูปแบบ เช่น เลี้ยงในกระชัง 

บ่อซีเมนต์ บ่อดิน เป็นต้น สำหรับการเพาะเลี้ยงกุ้งฝอยเริม่ต้นจากการนำแม่พันธ์ุกุ้งฝอยมาเลี้ยงให้โต

เต็มวัยใช้ระยะเวลา 60 วันจึงสามารถวางไข่และผสมพันธุ์ได้ แม่กุ้งฝอยจะมีไข่ประมาณ 200 -250 

ฟอง ไข่ของกุ้งฝอยที่ผ่านการปฏิสนธิแล้ว 3 วันจะเปลี่ยนเป็นสีเขียวอ่อนและสีเหลือง ต่อมาอีก 7-9 

วัน จะมองเห็นตาของตัวอ่อนอย่างชัดเจนหลังจากนั้นไข่ในท้องแม่กุ้งฝอยจะเปลี่ยนเป็นสีเหลืองและ

ฟักออกมาเป็นตัวเมื่ออายุ 21-25 วัน และตัวอ่อนกุ้งฝอยจะใช้เวลาในพัฒนาอวัยวะให้เหมือนกุ้งฝอย

ตัวเต็มวัยประมาณ 30-35 หลังฟักออกจากไข่ และมีการลอกคราบเป็นระยะตลอดระยะการเติบโต 

กุ ้งฝอยใช้ระยะเวลาในการเจริญเติบโต 3-4 เดือนจึงจะสามารถนำมาบริโภคได้ โดยขึ ้นอยู ่กับ

สภาพแวดล้อมบริเวณบ่อเลีย้ง (วณิชยา น้อยวังคลัง และสมศักดิ์ ปัญหา, 2544; บัญชา ทองมี, 2553) 

กุ้งฝอยสามารถนำมาทำอาหาร เช่น กุ้งเต้น กุ้งทอด พล่ากุ้ง ทอดมันกุ้ง เป็นต้น กุ้งฝอยเปน็ที่

นิยมรับประทานเนื่องจากมีรสชาติดีมีคุณค่าทางโภชนาการ ซึ ่ง บัญชา  ทองมี (2553) รายงาน

องค์ประกอบทางเคมีของกุ้งฝอย ได้แก่ ความช้ืน โปรตีน คาร์โบไฮเดรต ไขมัน แร่ธาตุ และพลังงาน 

รูปท่ี 2.3 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของกุ้งฝอย (Macrobrachium lanchesteri)                 
และอวัยวะของกุง้ฝอยส่วนที่มลีักษณะจำเพาะ ได้แก่ ก) กร ีข) รยางค์หนวดคู่ที่ 2                     

ค) ขาเดินคู่ที่ 2 ง) หางและแพนหาง 
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แสดงดังตารางที่ 2.1 กรดอะมิโนที่พบในกุ้งสกุล Macrobrachium spp. ได้แก่ อาร์จีนิน  โพรลีน  

ไกลซีน กรดกลูตามิก  ไลซีน  อะลานีน  ทอรีน  และเซอรีน  เป็นต้น โดยไกลซีน อะลานีน โพรลีน 

และเซอรีน เป็นกรดอะมิโนที่ให้รสหวานและให้กลิ่นรสกุ้ง ซึ่งกลิ่นกุ้งส่วนใหญ่จะเกิดจากกระบวนการ

ให้ความร้อนระหว่างกระบวนการแปรรูป นอกจากนี้ยังมีการนำกุ้งฝอยมาแปรรูปเป็นกะปิ จาก

งานวิจัยของ Pongsetkul et al. (2017) ศึกษาคุณสมบัติเชิงหน้าที่และฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของกะปิ

ที่ผลิตจากกุ้งสองชนิด คือ เคย (Acetes vulgaris) และกุ้งฝอย โดยนำกุ้งทั้งสองชนิดมาผ่านกระบวน

หมักด้วยวิธีการออโตไลซิส (autolysis) ซึ่งเป็นกระบวนการย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์ภายในตัวกุ้ง 2 

ชนิดคือไคโมทริปซินและทริปซินจัดเป็นเอนไซม์กลุ่มเซอรีน (serine proteases) พบว่ากะปิที่ผลิต

จากเคยมีค่า Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) และฤทธิ์ในการการต้านอนุมูล

อิสระที่วิเคราะห์ด้วยวิธี Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP), Chelation Activity และ

ค่า singlet oxygen scavenging activities ที ่ว ิเคราะห์ได้ม ีค่าส ูงกว่ากะปิท ี ่ผล ิตจากกุ ้งฝอย 

เนื่องจากปริมาณและความจำเพาะของเอนไซม์ภายในกุ้งรวมถึงลำดับของสายโซ่เปปไทด์ของกุ้งแตล่ะ

ชนิดแตกต่างกันจึงทำให้ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากกระบวนการหมักดังกล่าวทำหน้าที่ในการต้านอนุมูลอิสระ

ได้แตกต่างกัน 

 ตารางท่ี 2.1 องค์ประกอบของกุ้งฝอย 

องค์ประกอบ ปริมาณ (g/ 100 g sample) 
ความช้ืน 78.70 
โปรตีน 15.80 

คาร์โบไฮเดรต 1.00 
ไขมัน 1.20 
แร่ธาต ุ  

แคลเซยีม 9.20 
ฟอสฟอรสั 2.69 

เหล็ก 0.08 
พลังงาน (kcal/100 g) 78.0 

ที่มา: ดัดแปลงจาก บญัชา ทองมี (2553) 
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กุ้งฝอยมีสารก่อภูมิแพ้เป็นองค์ประกอบ คือ tropomyosin (34-38 kDa), arginie kinase 

(40 kDa) แ ล ะ  hemocyanin (67-77 kDa) (Lopata et al., 2010; Srinroch et al., 2015) 

กระบวนการแปรรูปอาหารโดยใช้ความร้อน ความดัน คลื่นอัลตราซาวน์หรือคลื่นไมโครเวฟ เป็นวิธีที่

ทำให้โปรตีนเสียสภาพธรรมชาติเกิดการเปลี่ยนแปลงสมบัติของโปรตีน สามารถลดการก่อภูมิแพ้ ลด

ความเป็นพิษ รวมทั้งกำจัดเชื้อจุลินทรีย์และยืดอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์อาหาร (Julmanlik 

et al., 2019) มีรายงานการใช้กระบวนการแปรรูปอาหารร่วมกับกระบวนการไฮโดรลิซิสด้วยเอนไซม์ 

Boukil et al. (2020) ศึกษาการลดการก่อภูมิแพ้จาก tropomyosin และ arginine-kinase ที่พบใน

หนอน (Tenebrio molitor) โดยใช้ high hydrostatic pressure (HHP) ร่วมกับการย่อยโปรตีนด้วย

เอนไซม์ 2 ชนิด คือ อัลคาเลส และเปปซิน พบว่าวิธีการดังกล่าวช่วยลดการก่อภูมิแพ้จากโปรตนีได้

เนื่องจาก สารก่อภูมิแพ้ทั้ง 2 ชนิดเป็นโรตีนเมื่อได้รับความร้อนภายใต้สสภาวะความดันทำให้โปรตีน

เกิดการสูญเสียสภาพธรรมชาติ อีกทั้งยังถูกย่อยด้วยเอนไซม์อัลคาเลสและเปปซินได้เป็นเปปไทด์สาย

สั้นที่ไม่สามารถก่อภูมิแพ้ได้  

 

2.2 กลิ่นรสอาหารทะเล (seafood flavor) 

 กลิ่นรส (flavor) เป็นคุณลักษณะสำคัญของอาหารมีอิทธิพลต่อการยอมรับของผู้บริโภคและ

สามารถใช้เป็นดัชนีในการประเมินคุณรูปทางประสาทสัมผัส (sensory attribute) ของอาหารได้ การ

รับรู้ของกลิ่นรสในอาหารเป็นความรู้สึกขณะที่อาหารอยู่ภายในปากโดยจะแบ่งออกเป็น 2 ประเภท 

คือ การรับรู้รสชาติ (taste) ของอาหารเกิดขึ้นที่ต่อมรับรส (taste bud) บริเวณลิ้นขณะที่อาหารอยู่

ในปาก และการรับรู้กลิ่น (aroma) ของอาหารเกิดข้ึนขณะที่รับประทานอาหารในปาก สารระเหยให้

กลิ่นจะส่งผ่านไปที่คอหอยด้านหลังโพรงจมูก (retronasal) จะเกิดขึ้นหลังการหายใจออกหรือกลืน

อาหารนอกจากนี้การรับรู้กลิ่นยังเกิดขึ้นระหว่างการหายใจเข้าหรือการดมโดยสารระเหยใหก้ลิ่นจะ

ผ่านเข้าทางโพรงจมูก (orthonasal) สู่เยื่อเมือกรับกลิ่น (olfactory mucosa) เพื่อรับรู้กลิ่นนั้น ๆ 

(กาญจนา มหัทธนทวี, 2552) 
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 กลิ ่นรสอาหารทะเลเป็นระบบที ่ม ีความซับซ้อนประกอบด้วยกลิ ่นและรสชาติ โดย

ส่วนประกอบที่ให้รสชาติจะเป็นสารประกอบที่ไม่ระเหย (non-volatile compound) เช่น กรดอะมิ

โนอิสระ น้ำตาล แร่ธาตุ เป็นต้นซึ่งมีส่วนสำคัญต่อรสชาติของอาหารทะเล สำหรับกลิ่นอาหารทะเล

แบ่งออกได้เป็น 2 ลักษณะ คือ กลิ่นอาหารทะเลสด (fresh seafood flavor) และกลิ่นอาหารทะเล

ปรุงสุก (cooked seafood flavor) ซึ ่งกลิ ่นของอาหารทะเลสดมีความสำคัญต่อการยอมรับของ

ผู้บริโภคด้านความสดของสัตว์น้ำ เช่น ปลา กุ้ง ปู หอย เป็นต้น การเปลี่ยนแปลงของกลิ่นสัตว์น้ำโดย

ส่วนใหญ่เกิดจากปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์ไลพอกซิจีเนส (lipoxygenase) กับสารระเหยกลุ่มไขมัน 

(lipid-based volatiles) รวมถึงปฏิกิริยาการสลายตัวของไตรเมทิลามีนออกไซด์ (trimethylamine 

N-oxide, TMAO) ทำให้เกิดไตรเมทิลามีน (trimethylamine, TMA) เป็นสารระเหยให้กลิ่นเหม็น 

(off-flavor) ที่เกิดข้ึนในระหว่างการเก็บรักษาของสัตว์น้ำสด โดยในการวิเคราะห์ความสดของสัตว์น้ำ

สามารถใช้การวิเคราะห์ปริมาณของสารไตรเมทิลามีนเพื่อใช้เป็นตัวบ่งชี้การเสื่อมเสียของสัตว์น้ำ 

(Carneiro et al., 2022)  

สำหรับกลิ่นอาหารทะเลปรุงสุกจะมีความแตกต่างจากกลิ่นของอาหารทะเลสดซึ่งกลิ่นที่เกิด

จากการปรุงสุกของสัตว์น้ำส่วนใหญ่จะเกิดจากกระบวนการให้ความร้อน โดยที่องค์ประกอบทางเคมี

ของสัตว์น้ำ เช่น โปรตีน ไขมัน เป็นต้น สามารถเกิดอันตรกิริยากับสารอื่นๆ ทำให้เกิดสารให้กลิ่นที่

เฉพาะตัวของสัตว์น้ำแต่ละชนิดซึ่งประกอบไปด้วยสารระเหยให้กลิ่น (odor-active volatile) และ

สารระเหยไม่ให้กลิ่น (odorless volatile)  ซึ่งปฏิกิริยาเมลลาร์ด (Maillard reaction) เป็นปฏิกิริยา

ที่เกิดข้ึนในอาหารที่ผ่านการให้ความร้อน เนื่องจากเป็นปฏิกิริยาระหว่างกรดอะมิโนกับน้ำตาลรีดิวซ์ 

(reducing sugar) ที่มีความร้อนเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา ผลิตภัณฑ์จากปฏิกิ ริยาดังกล่าวทำให้เกิดการ

เปลี่ยนแปลงกลิ่นรสและลักษณะปรากฏของอาหาร นอกจากนี้ยังมีปฏิกิริยาอื่นๆที่มีอิทธิพลตอ่การ

เปลี่ยนแปลงของกลิ่นอาหารทะเล เช่น ปฏิกิริยา retro-aldol condensation,  lipid oxidation 

เป็นต้น ซึ ่งการรวมตัวของผลิตภัณฑ์ที ่เกิดขึ ้นจากปฏิกิริยาที่ อธิบายข้างต้นทำให้เกิดกลิ ่นที่มี

ความจำเพาะของอาหารทะเลปรุงสกุ โดยงานวิจัยของ Simpson et al. (1998) ศึกษาการใช้เอนไซม์

ไคโมซินและทริปซินในกระบวนการไฮโดรลิซิสของโปรตีนจากส่วนเนื้อกุ้ง ส่งผลให้ปรมิาณกรดอะมิโน

อิสระ เช่น ไกลซีน อะลานิน อาร์จีนิน โพรลีน และวาลีน เป็นต้น เพิ่มสูงข้ึนและได้คะแนนความเข้ม 

(intensity) ของกลิ่นจากการทดสอบทางประสาทสมัผสัเพิ่มสูงข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับตัวอย่างควบคุม

ที่ไม่ผ่านกระบวนการไฮโดรลซิิส และนอกจากนี้ Imm and Lee (1999) ได้รายงานผลของการใช้ฟลา

โวไซม์ ในการไฮโดรลิซิสโปรตีนจากปลา red hake (Urophycis chuss) พบว่า โปรตีนฮโดรไลเสตมี
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ปริมาณกรดอะมิโนอิสระเพิ่มมากขึ้น กรดอะมิโนอิสระที่พบมาก ได้แก่ ลิวซีน ไลซีน และ อาร์จีนีน 

และผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสด้วยวิธี quantitative descriptive analysis (QDA) พบว่า

โปรตีนไฮโดรไลเสตมีคะแนนความเข้มด้านกลิ่นซุปปลาและรสอูมามิเพิ่มขึ ้นเมื่อเปรียบเทียบกับ

ตัวอย่างไม่ผ่านกระบวนการไฮโดรลิซิส จากงานวิจัยที่อธิบายข้างต้นจะเห็นได้ว่ากระบวนการไฮโดรลิ

ซิสโปรตีนเป็นกระบวนการหนึ่งที่สามารถปรับปรุงกลิ่นรสของอาหารได้ 

 

2.3 โปรตีนไฮโดรไลเสต 

โปรตีนไฮโดรไลเสตเป็นผลิตภัณฑ์ที่ได้จากกระบวนการไฮโดรลิซิสของโปรตีนซึ่งกระบวนการ

นี้ทำให้โครงสร้างของโปรตีนถูกย่อยโดยมีน้ำเป็นตัวสลายพันธะเปปไทด์ของโมเลกุลโปรตีนผลิตภัณฑ์

ที่ได้จากกระบวนการนี้ เรียกว่า โปรตีนไฮโดรไลเสตที่ประกอบด้วยกรดอะมิโนอิสระและเปปไทด์สาย

สั ้นๆ ปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสของโปรตีนแสดงในรูปที่ 2.4 ซึ ่งกระบวนการดังกล่าวส่งผลให้เกิดการ

เปลี่ยนแปลงคุณสมบัติเชิงหน้าที่ คุณสมบัติการต้านอนุมูลอิสระ และคุณสมบัติทางประสาทสัมผัส

ของผลิตภัณฑ์ที่ได้ (ปราณี  อ่านเปรื่อง, 2558; Zhang et al., 2015)  

 

 

 

 

 

 

 

 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Kiewiet et. al. (2018) 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.4 ปฏิกิริยาไฮโดรลิซสิ 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

10 
 

 

กรรมวิธีในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตน้ันสามารถทำได้หลากหลายวิธี เช่น วิธีทางกายภาพ 

วิธีการทางเคมี และวิธีการทางชีวภาพ เป็นต้น ยังมีผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตด้วยกระบวนการออโตลิ

ซิส (autolysis) เป็นวิธีการทางชีวภาพที่เอนไซม์ในธรรมชาติสามารถเร่งปฏิกิริยาการย่อยโปรตนีได้ 

จากงานวิจัยของ Sinthusamran et al. (2019) ศึกษาอิทธิพลของกระบวนการไฮโดรลซิิสต่อคุณภาพ

ของหัวกุ้งขาวแวนาไมด์ (Litopenaeus vannamei) ไฮโดรไลเสต พบว่าการไฮโดรลิซิสด้วยเอนไซม์

ภายในหัวกุ้ง (endogenous enzyme) ร่วมกับการใช้เอนไซม์อัลคาเลสร้อยละ 1 ส่งผลให้ผลผลิต 

protein recovery และระดับการย่อยสูง เนื่องจาก ระหว่างกระบวนการย่อยด้วยเอนไซม์ภายในหัว

กุ้ง ได้แก่ ไคโมทริปซินและทริปซิน จะทำหน้าที่เร่งปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสให้เกิดการย่อยพันธะเปปไทด์

ของโปรตีนให้มีขนาดเล็กลง เกิดกรดอะมิโนอิสระเพิ่มข้ึน ประกอบกับการเติมเอนไซม์อัลคาเลสทำให้

ปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสเกิดขึ้นอย่างต่อเนื่อง สำหรับวิธีการผลิตโดยใช้สารเคมีเป็นมีข้อดี คือ สะดวก 

รวดเร็ว ขั้นตอนการผลิตไม่ซับซ้อนและต้นทุนต่ำจึงได้รับความนิยมในระดับอุตสาหกรรม อย่างไรก็

ตามวิธีการนี้ควบคุมปฏิกิริยาการย่อยโปรตีนได้ยาก ไม่มีความจำเพาะต่อตำแหน่งเร่งปฏิกิริยาบนสาย

เปปไทด์ เกิดกลิ่นรสที่ไม่พึ่งประสงค์ ไม่สามารถควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑ์ได้ วิธีนี้จึงไม่เป็นที่นิยม

ในอุตสาหกรรมอาหาร  

การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตโดยใช้เอนไซม์โปรติเอส ประกอบด้วย 6 ข้ันตอนที่สำคัญ แสดง

ดังรูปที่ 2.5 เริ่มต้นจากการนำวัตถุดิบที่ผ่านการทำความสะอาดและหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์ภายใน

วัตถุดิบ จากนั้นนำมาบดละเอียดด้วยเครื่องบดหรือโฮโมจิไนซ์เพื่อลดขนาดของวัตถุดิบและช่วยเพิ่ม

พื้นที่ผิวสัมผัสระหว่างเอนไซม์กับตำแหน่งเร่ง (active site) ของโปรตีน จากนั้นปรับสภาวะอุณหภูมิ

และ pH ให้เหมาะสมสำหรับเอนไซม์ทำงานได้และทำการเติมเอนไซม์ลงไปตามระดับความเข้มข้นที่

เหมาะสม จนกระทั่งครบระยะเวลาในการไฮโดรลิซิสนำไฮโดรไลเสตท่ได้ปรับ pH หรือให้ความร้อน

เพื่อหยุดการทำงาของเอนไซม์ที่เติมลงไป จากนั้นนำไปกรองและปั่นเหว่ียงเพือ่แยกส่วนนำส่วนใสที่ได้

ไปทำให้เข้มข้นด้วยวิธีการระเหยน้ำออกจะได้เป็นผลิตภัณฑ์โปรตีนไฮโดรไลเสต (Kristinsson and 

Rasco, 2000; Lee, 2007) 
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ที่มา: ดัดแปลงจาก Kristinsson and Rasco (2000) 

 

เอนไซม์โปรติเอสจัดเป็นเอนไซม์กลุ่มไฮโดรเลส (hydrolase) ทำหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการย่อย

ของพันธะเปปไทด์ของโปรตีนจึงเกิดการเปลี่ยนโครงสร้างของกรดอะมิโนและมีการสร้างเปปไทด์ที่มี

ลักษณะและน้ำหนักโมเลกุลที่แตกต่างกัน ซึ่งกรดอะมิโนและเปปไทด์ที่เกิดข้ึนจะถูกใช้เป็นสารตั้งต้น

ในการเกิดเป็นสารให้กลิน่รส เอนไซม์กลุ่มนี้มคีวามจำเพาะต่อสารตั้งต้น ตัวอย่างเอนไซม์ที่ถูกนำมาใช้ 

เช่น ปาเปน (papain) เรนนิน (rennin) โบรมีเลน (bromelain) ทริปซิน (trypsin) ไคโมทริปซิน 

(chymotrypsin) ซับทิลิซิน (subtilisin) เอสพาเรส (esparase) อัลคาเลส (Alcalase®) ฟลาโวไซม์ 

(Flavourzyme®) และนิวเทรส (Nutrase®) เป็นต้น เอนไซม์โปรติเอสจัดแบ่งโดยใช้ลักษณะการเร่ง

ปฏิกิริยาการย่อยพันธะเปปไทด์เป็นเกณฑ์การแบ่งเป็น 2 ประเภท ได้แก่  

 

 

รูปท่ี 2.5 แผนผงัข้ันตอนการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตด้วยเอนไซม์ 
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เอนโดเปปติเดส (endopeptidase) เป็นเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาการสลายพันธะเปปไทด์

ภายในโมเลกุลของโปรตีนอย่างอิสระ โดยเอนไซม์จะต้องมีความจำเพาะต่อตำแหน่งอนุมูลของกรดอะ

มิโนที่อยู่ในโมเลกุลของโปรตีนซึ่งผลิตภัณฑ์ที่ได้เปน็เปปไทด์สายสัน้ แสดงในรูปที่ 2.6 สามารถจัดแบง่

กลุ่มย่อยตามกลไกการทำงานของเอนไซม์แบ่งออกเป็น 4 ประเภท ดังนี้  

Serine proteases เป็นกลุ่มของเอนไซม์ที่มีซีรีนอยู่ที่บริเวณเร่งของเอนไซม์โดยที่ซี

นรีนจะทำหน้าที่เป็นนิวคลิโอไฟล์ให้อิเล็กตรอนเพื่อใช้ในการสร้างพันธะกับหมู่คาร์บอนิลบน

สายโซ่เปปไทด์ที่บริเวณเร่ง ทำงานได้ในสภาวะ pH 7-11 เช่น ไคโมทริปซิน ทริปซิน เป็นต้น 

Sulfydryl proteases เป ็นกลุ ่มของเอนไซม์ท ี ่มีซ ัลไฮดริลอยู ่ที ่บริเวณเร่งของ

เอนไซม์ทำงานได้ในสภาวะ pH 6-7.5 เช่น ปาเปน โบรมิเลน เป็นต้น  

Metal containing proteases เป็นกลุ ่มของเอนไซม์ที ่มีอะตอมของโลหะอยู ่ที่

บริเวณเร่งของเอนไซม์ เร่งปฏิกิริยาการย่อยพนัธะเปปไทด์ตำแหน่งกรดอะมิโนไลซนี สามารถ

ทำงานได้ในสภาวะ pH 5-9  

Acidic proteases หรือ Aspartic proteases เป็นกลุ่มของเอนไซม์ที่มีหมู่คาร์บอก

ซิลของกรดอะมิโนแอสปาร์ติกหรือกลูตามิกอยู่ที่บริเวณเร่งของเอนไซม์ ทำงานได้ในสภาวะ

กรดช่วงค่า pH 3-4 มีความจำเพาะกับกรดอะมิโนที่มีโครงสร้างเป็น aromatic เอนไซม์ที่จัด

อยู่ในกลุ่มนี้ เช่น เรนนิน เปปซิน เป็นต้น  

 

 

 

 

 
 

ที่มา: ดัดแปลงจาก https://symbiotech.ru/en/enzymes-proteases/ 

 

 

รูปท่ี 2.6 กลไกในการยอ่ยโปรตีนของเอนไซมป์ระเภท endoprotease 
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สำหรับเอนไซม์ประเภทเอกโซเปปติเดส (exopeptidase) เป็นเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาการ

สลายพันธะเปปไทด์จากปลายสายเปปไทด์แสดงในรูปที่ 2.7 ซึ่งขึ้นอยู่กับความจำเพาะต่อตำแหน่ง

อนุมูลกรดอะมิโนอิสระ สามารถแบ่งออกได้เป็น 2 กลุ่มย่อย ดังนี้  

Aminopeptidase เป็นกลุ่มของเอนไซม์เร่งปฏิกิริยาการสลายพันธะเปปไทด์บริเวณปลาย

สายด้านที่มีหมู่อะมิโน (N-terminal)  

Carboxypeptidase เป็นกลุ่มของเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาการสลายเปปไทด์จากทางปลายสาย

เปปไทด์ด้านที่มีหมู่คาร์บอกซิล (C-terminal)  

 
 

 

 
 

 

 
ที่มา: ดัดแปลงจาก https://symbiotech.ru/en/enzymes-proteases/ 

ปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์โปรติเอสมีหลากหลายปัจจัย ได้แก่ ความ

เข้มข้นของเอนไซม์ซึ่งเป็นปัจจัยหนึ่งที่มีผลต่อการย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์ในสภาวะที่มีความเข้มข้น

ของสารตั้งต้น (substrate) และสภาวะที่ใช้ในการย่อยคงที่ เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของเอนไซม์ให้มาก

ขึ้นจะทำให้อัตราเร็วของปฏิกิริยาเพิ ่มขึ ้น ในขณะเดียวกันถ้าหากมีปริมาณเอนไซม์ที่มากเกินพอ

ปฏิกิริยาจะเริ่มคงที่และลดลงตามลำดับเนื่องจากปรมิาณโปรตีนตั้งต้นลดลงและเปลีย่นรูปเปน็กรดอะ

มิโนอิสระหรือเปปไทด์, ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) จะมีผลต่อการแตกตัวของไอออนของบริเวณเร่ง

ของเอนไซม์, อุณหภูมิมีผลต่อประสิทธิภาพการทำงานของเอนไซม์เพราะอัตราเร็วของปฏิกิริยาที่เร่ง

ด้วยเอนไซม์จะผันแปรตามอุณหภูมิ และอุณหภูมิยังมีอิทธิพลต่อความคงตัวของเอนไซม์ หากอุณหภูมิ

สูงเกินไปจะทำให้โปรตีนเสยีสภาพธรรมชาติและมีผลทำให้ความสามารถในการเรง่ปฏิกิรยิาสูญเสยีไป

ด้วย เนื่องจากโครงสร้างที่ตำแหน่ง Active site เปลี่ยนไป และระยะเวลาในการย่อย ในช่วงต้นของ

การย่อยเอนไซม์จะเข้าจับกับโปรตีนอย่างรวดเร็วเกิดการย่อยจนทำให้เกิดเปปไทด์ขึ้น จากนั้นเมื่อ

รูปท่ี 2.7 กลไกในการยอ่ยโปรตีนของเอนไซมป์ระเภท exopeptidase 
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เวลาการย่อยมากข้ึนจะเกิดการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์แบบแข่งขัน (competition inhibition) 

(ปราณี  อ่านเปรื่อง, 2558) 

ปัญหาที่พบมากในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากสัตว์น้ำคือการเกิดรสขมและกลิ่นรสที่ไม่

พึงประสงค์ ซึ่งมีสาเหตุเกิดจากหลายปัจจัย เช่น องค์ประกอบและการจัดเรียงตัวของกรดอะมิโนของ

โปรตีนตั้งต้น ระดับการย่อยของโปรตีน น้ำหนักมวลโมเลกุล และความจำเพาะของเอนไซม์ เป็นต้น 

Idawu and Benjakul (2019) ได ้อธ ิบายการเก ิดรสขมที ่ม ีสาเหต ุเก ิดจากการใช ้ เอนไซม์ใน

กระบวนการไฮโดรลิซิสของโปรตีนว่า เอนไซม์มีความจำเพาะต่อตำแหน่งเร่งปฏิกิริยาของโปรตีนต้ัง

ต้น ผลิตภัณฑ์ที่ได้เป็นกระดอะมิโนอิสระและเปปไทด์สายสั้น โดยที่ภายในสายเปปไทด์จะมีการ

จัดเรียงตัวกันของกรดอะมิโนกลุ่มที่ชอบน้ำ (hydrophilic amino acids) เช่น ซีรีน ทรีโอนีน ซิสเต

อีน เมธไทโอนีน กลูตามีน แอสพาราจีน เป็นต้น และกลุ่มที่ไม่ชอบน้ำ (hydrophobic amino acids) 

เช่น ทริปโตฟาน ฟีนิลอาลานีน ไอโซลิวซีน ไทโรซีน วาลีน และลิวซีน เป็นต้น จากรูปที่ 2.8 เปปไทด์

ที่มีรสขมนั้นเกิดจากการที่กรดอะมิโนอิสระกลุ่มไม่ชอบน้ำจัดเรียงตัวต่อกันบนสายเปปไทด์ ซึ่งเปป

ไทด์ที่มีรสขมจะประกอบด้วย binding unit (BU) และ stimulating unit (SU) จะเข้าจับกับต่อมรับ

รสขม (bitter taste receptor) ที่อยู่บริเวณลิ้นทำให้เกิดรสขม ในขณะเดียวกันหากเปปไทด์มีขนาด

เท่ากับ 4.1 และ 15 A (angstrom) จะส่งผลให้เกิดรสขมได้เช่นเดียวกัน เนื่องจากเป็นขนาดที่พอดี

กับตำแหน่งของต่อมรับรสขม ดังแสดงในรูปที่ 2.9 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ที่มา: Idowu and Benjakul (2019) 

 

รูปท่ี 2.8 กลไกการย่อยของโปรตีนและลักษณะการจัดเรียงตัวของกรดอะมิโนบนสายเปปไทด์ 
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ที่มา: Idowu and Benjakul (2019) 

ฟลาโวไซม์ (Flavourzyme®) เป็นเอนไซม์กลุ่มโปรติเอส สกัดได้จากกระบวนการหมักของ

เชื ้อจุลินทรีย์ Aspergillus oryzae กิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์อยู ่ในช่วง 500-1,000 LAPU/g 

(LAPU; Leucine Aminopeptidase Unit) เอนไซม ์ชน ิดน ี ้จ ัดอย ู ่ ในกล ุ ่มของ leucine amino 

peptidases ประกอบด้วยเอนไซม์ที่มีกลไกในการย่อยโปรตีน 2 กลไก คือ เอนโดเปปติเดสและเอก

โซเปปติเดส (Grossmann et al., 2019) เอนไซม์กลุ่มที่เร่งปฏิกิริยาการย่อยภายในสายเปปไทด์จะ

เข้าจับกับบริเวณตำแหน่งเร่งของกรดอะมิโนอยู่ที่บริเวณเร่งภายในสายเปปไทด์ได้ผลิตภัณฑ์เป็นเปป

ไทด์สายสั้น จากนั้นเอนไซม์ย่อยพันธะเปปไทด์จากภายนอกหรือด้านปลายของสายเปปไทด์แสดงดัง

รูปที่ 2.9 จากงานวิจัยของ Merz et al. (2015) ศึกษากิจกรรมจำเพาะของฟลาโวไซม์ และรายงาน

ระบุชนิดของเอนไซม์กลุ ่มย่อยที ่เป็นองค์ประกอบภายในฟลาโวไซม์  โดยใช้วิธีการทำให้บริสุทธ์ิ 

(purification) จากนั ้นว ิ เคราะห ์ชน ิดของเอนไซม ์โดยใช ้ เทคนิค liquid chromatography-

electrospray ionization-mass spectrometry (LC-ESI-MS) พบว ่าฟลาโวไซม ์ประกอบด ้วย

เอนไซม ์ท ี ่ม ีกลไกในการทำงานแตกต ่างก ัน สามารถแบ ่งออกเป ็น 8 กล ุ ่ม ได ้แก ่  กลุ่ม 

aminopeptidases 2 ชนิด, กลุ่ม dipeptidyl peptidases 2 ชนิด กลุ่ม endopeptidases 3 ชนิด 

และ กลุ่มอะไมเลส 1 ชนิด ซึ่งมีการระบุขนาดมวลโมเลกุลของเอนไซม์กลุ่มต่างๆ แสดงในตารางที่ 

2.2 

 

รูปท่ี 2.9 การเกิดอันตรกิริยาระหว่างตอ่มรบัรสบริเวณลิ้นกบัเปปไทด์ทีม่ีรสขม 
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ที่มา:https://controlledmold.com/flavourzyme-a-purified-enzyme-mixture-from-a-

oryzae/ 

 

ตารางท่ี 2.2 องค์ประกอบของฟลาโวไซม์ ที่ระบุได้จากการวิเคราะหม์วลสาร (mass spectrometric 
analysis) 

Enzymes Molecular weight (kDa) EC number 
Leucine aminopeptidase A 32.5 3.4.11 
Leucine aminopeptidase 2 51.9 3.4.11 
Dipeptidyl peptidase 4 85.1 3.4.14.5 
Dipeptidyl peptidase 5 78.6 3.4.14 
Neutral peptidase 1 42.4 3.4.24 
Neutral peptidase 2 19 3.4.24.39 
Alkaline peptidase 1 29 3.4.21.63 

α-amylase A 3 52.5 3.2.1.1 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Merz et al. (2015) 

 

รูปท่ี 2.10 กลไกการเรง่ปฏิกริิยาการยอ่ยโปรตีนของฟลาโวไซม์ 
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การใช้ฟลาโวไซม์ในกระบวนการไฮโดรลิซิสโปรตีนส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงสมบัติเชิงหน้าที่ 

ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ รวมถึงคุณภาพทางประสาทสัมผัสด้านลักษณะปรากฏ กลิ่น กลิ่นรสรส 

และรสชาติของผลิตภัณฑ์  สำหรับด้านการพัฒนากลิ่นรสซึ่งจะต้องใช้เอนไซม์ในปริมาณความเข้มข้น

ที่เหมาะสมและต้องมีการควบคุมสภาวะในการย่อยโปรตีนให้เหมาะสมเพื่อให้เอนไซม์สามารถทำงาน

ได้อย่างมีประสิทธิภาพ จากงานวิจัยของ Nilsang et al. (2005) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับ

กระบวนการไฮโดรลิซิสโปรตีนจากน้ำนึ ่งปลาทูน่าซึ ่งเป็นผลิตภัณฑ์ผลพลอยได้จากการผลิตทูน่า

กระป๋อง โดยใช้ฟลาโวไซม์กำหนด 3 ปัจจัย ได้แก่ อุณหภูมิ (45-60°C) ความเข้มข้นของเอนไซม์ (1-5 

%w/w) และระยะเวลาในการเกิดไฮโดรลิซิส (1-6 ชั่วโมง) พบว่า การย่อยโปรตีนจากน้ำนึ่งปลาโดย

ใช้ความเข้มข้นของฟลาโวไซม์ 50 LAPU/g Protein ที่อุณหภูมิ 45°C เป็นระยะเวลาในการย่อย 6 

ช่ัวโมงเป็นสภาวะที่เหมาะสมของกระบวนการไฮโดรลิซิส เนื่องจากมีค่าระดับการย่อยของโปรตีนสูง

ที่สุดเป็นร้อยละ 62  เมื่อนำโปรตีนไฮโดรไลเสตจากสภาวะการย่อยดังกล่าวผ่านกระบวนการทำแห้ง

และทดสอบทางประสาทสัมผัสโดยการเปรียบเทียบระดับความขมของโปรตีนไฮโดรไลเสตกับ

สารละลายคาเฟอีนมาตรฐาน (ความเข้มข้นของสารละลายคาเฟอีนมาตรฐาน 1 ppm) พบว่าผู้

ทดสอบให้คะแนนความขมของผงโปรตีนไฮโดรไลเสต 3.45±1.8 ซึ่งมีค่าต่ำกว่าสารละลายคาเฟอีน

มาตรฐาน ซึ่งงานวิจัยนี้สอดคล้องกับงานวิจัยของ Yang et al. (2019) ศึกษาอิทธิพลของระดับการ

ย่อยและรสชาติจากปลาปักเป้า (Takifugu obscurus) ไฮโดรลิซิสด้วยเอนไซม์ 5 ชนิดตามสภาวะที่

เหมาะสม ได้แก่ โปรตาเมกซ์ (pH 6), อัลคาเลส (pH 8), ทริปซิน (pH 8), ฟลาโวไซม์ (pH 6) และ นิว

เทรส (pH 7) อัตราส่วนเอนไซม์ต่อสารตั้งต้นร้อยละ 2 ระยะเวลา 5 ชั่วโมง จากนั้นทำการทดสอบ

ทางประสาทสัมผัสเพื่อวิเคราะห์รสอูมามิและรสขม โดยให้ผู้ทดสอบให้คะแนนความเข้มของรสชาติ

นั้น ๆ ผลการทดสอบ พบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตจากฟลาโวไซม์และโปรตาเมกซ์ได้คะแนนความเข้ม

ของรสอูมามิสูง (5.25±0.37 และ 5.58±0.43) และรสขมต่ำกว่า (3.17±0.39 และ 2.60±0.25) เมื่อ

เปรียบกับโปรตีนไฮโดรไลเสตจากอัลคาเลสและนิวเทรสซึ่งได้คะแนนความเข้มของรสขมที่สูงกว่า 

(4.08±0.47 และ 3.50±0.42) เกิดจากเอนไซม์อัลคาเลสและนิวเทรสเร่งปฏิกิริยาการย่อยโปรตีนจาก

ภายในสายเปปไทด์ส่งผลให้เกิดผลิตภัณฑ์เป็นเปปไทด์และกรดอะมิโนกลุ่มไม่ชอบน้ำทำให้เกิดรสขม  
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นอกจากนี้มีการศึกษาการใช้ฟลาโวไซม์ในการลดรสขมของโปรตีนไฮโดรไลเสต โดย 

Sinthusamran et al. (2020) ศึกษาการลดรสขมของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากผลพลอยได้จาก

อุตสาหกรรมตัดแต่งเนื้อปลาแซลมอน (Salmo salar) ประกอบด้วย ส่วนหัว เกล็ด และก้างด้วย

เอนไซม์ 2 ชนิด คือ ฟลาโวไซม์และอัลคาเลส ผลการทดสอบทางประสาทสัมผัส พบว่าโปรตีน

ไฮโดรไลเสตจากฟลาโวไซม์มีระดับคะแนนด้านรสขม (6.01±2.34) ซึ่งต่ำกว่าโปรตีนไฮโดรไลเสต

จากอัลคาเลส (9.13±1.77) และนอกจากนี้ยังได้รายงานผลลดรสขมของโปรตีนไฮโดรไลเสตทั้ง 2 

ทรีทเมนต์โดยใช้แอลกอฮอล์ 2 ชนิด คือ 2-butanol และ iso-propanol พบว่าผลการทดสอบทาง

ประสาทสัมผัสด้านรสขมลดลงอย่างมีนัยสำคัญ โดยที่ 2-butanol จะได้คะแนนด้านรสขมที่ต่ำกว่า

เมื่อเปรียบเทียบกับ iso-propanol  

ปัจจุบันมีการนำฟลาโวไซม์มาใช้ในกระบวนการไฮโดรลิซิสเพื่อผลิตสารเสริมกลิ่นรสจาก

โปรตีนทั้งในพืชและเนื้อสัตว์ เช่น ซอสปรุงรสจากโปรตีนไฮโดรไลเสตสาหร่าย (Selamassakul et 

al., 2010) สารปรุงแต่งกลิ่นรสไก่จากโปรตีนไฮโดรไลเสตกากถั่วเขียว (Laohakunjit et al., 2011) 

ผงปรุงรสบะหมี่กึ่งสำเร็จรูปจากหอยแมลงภู่ไฮโดรไลเสต (Breternitz et al., 2017) เป็นต้น จาก

งานวิจัยของ Vijaykrishnaraj et al. (2016) รายงานระบุลำดับของกรดอะมิโนบนสายโซเ่ปปไทด์ของ

หอยแมลงภู่ไฮโดรไลเสต โดยใช้ RP-HPLC ร่วมกับ ESI mass spectrometer (Q-TOF) พบว่าลำดับ

ของกรดอะมิโนบนสายโซ่เปปไทด์ของหอยแมลงภู่ไฮโดรไลเสต  คือ Lys-Gly-Ser-Ser-Tyr-Cys-Asp-

Lys ซึ่งมีกรดอะมิโนที่มีรสอูมามิ และรสหวาน คือไทโรซิน ไกลซีน และซีรีน การเติมหอยแมลงภู่

ไฮโดรไลเสตลงในขนมปังส่งผลต่อลักษณะทางกายรูปของขนมปัง ช่วยเพิ่มปริมาตรของขนมปัง ความ

แน่นเนื้อและเนื้อสัมผัสของขนมปังดีข้ึน และผลการทดสอบทางประสาทสัมผสัของขนมปงั พบว่าสูตร

ที่เติมผงโปรตีนไฮโดรไลเสตได้รับคะแนนความชอบด้านกลิ่น รสชาติและความชอบโดยรวมสูงกว่าเมือ่

เปรียบเทียบกับขนมปังทีไ่ม่เติมผงโปรตีนไฮโดรไลเสต และมีการนำเอนไซม์ดังกล่าวมาประยุกต์ใช้เพือ่

ปรับปรุงด้านกลิ ่นรสของผลิตภัณฑ์ในระหว่างการหมัก ( fermentation) เช่น Cheddar cheese 

(Kheadr et al., 2003), ไส ้กรอก (Feng et al., 2004), เบคอน (Zhang et al., 2017) เป ็นต้น 

นอกจากนี้ยังมีการนำมาใช้เพื่อปรับปรุงคุณสมบัติเชิงหน้าที่และคุณสมบัติด้านการต้านอนุมลูอสิระ 

(Klompong et al., 2007; Pedrouso et al., 2020) 
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โปรตีนไฮโดรไลเสตมีลักษณะเป็นของเหลวที่สามารถเกิดอันตรกิริยากับสารอื่นๆ ในอาหาร

ซึ่งส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงลักษณะที่ไม่พึงประสงค์ด้านสี ลักษณะปรากฏ กลิ่นรส เนื้อสัมผัสของ

อาหาร รวมถึงสารให้กลิ่นรสที่อยู่ในรูปของอะโรมาติก (aromatic compound) มีมวลโมเลกุลต่ำ   

ทำให้ระเหยได้ง่าย อาจเกิดจากการถูกกระตุ้นด้วยสภาวะแวดล้อม เช่น แสง ออกซิเจน ความร้อน pH 

เป็นต้น สามารถเกิดปฏิกิริยาการเสื่อมสลาย (degradation reaction) ได้ง่าย นำไปสู่การเสื่อมเสีย

ของผลิตภัณฑ์ในระหว่างการเก็บรักษา ดังนั้นกระบวนการทำแห้งหรือระเหยน้ำออกจากโปรตีน

ไฮโดรไลเสตจึงเป็นวิธีการที่ช่วยเพิ่มความคงตัวและยืดอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์  

 

2.4 การทำแห้งแบบพ่นฝอย (spray drying) 

กลิ ่นรสของอาหารจะเกิดการเสื ่อมสลายในระหว่างกระบวนการผลิตและเก็บรักษา           

การห่อหุ้ม (encapsulation) สารให้กลิ่นรสเป็นกระบวนการหนึ่งที่มีส่วนช่วยลดการเสื่อมสลายของ

สารให้กลิ่นรสที่อาจเกิดขึ้นได้ การห่อหุ้มเป็นกระบวนการที่อนุภาคทั้งที่อยู่ในสภาวะที่เป็นของแข็ง 

ของเหลว หรือก๊าซ ถูกล้อมรอบด้วยการเคลือบ (coating) หรือการห่อหุ้มไว้ภายในโครงสร้างที่เป็น

เนื้อเดียวกันหรือไม่เป็นเนื้อเดียวกันเพื่อให้ได้ลักษณะที่เป็นแคปซูล อย่างไรก็ตามเทคนิคที่นำมาใช้    

ในการห่อหุ้มมีอิทธิพลต่อการแพร่กระจายของสารให้กลิ่นรสรวมถึงความคงตัวของสารให้กลิ่นรส     

ในระหว่างการเก็บรักษา ดังนั้น จึงต้องพิจารณาถึงรูปแบบการนำไปประยุกต์ใช้ของสารให้กลิ่นรส

นั้นๆด้วย เช่น อุตสาหกรรมการผลิตเบเกอรี่ควรเลือกใช้เทคนิคการห่อหุ้มที่ทำให้สารให้กลิ่นรสอยู่ใน

รูปของผงแห้งเพือ่ให้งา่ยต่อการกำหนดสัดสว่นในสูตรอาหารและเกบ็รกัษาได้ง่าย เป็นต้น  (Saifullah 

et al., 2019)  

การทำแห้งแบบพ่นฝอย (spray drying) เป็นเทคนิคที่นิยมนำมาใช้ในกระบวนการห่อหุ้ม  

สารให้กลิ่นรส ซึ่งเป็นกระบวนการลดความช้ืนของของเหลวโดยการผ่านของเหลวเข้าสู่เครื่องทำแห้ง

แบบพ่นฝอย (spray drier) โดยที่ของเหลวจะถูกฉีดพ่นเป็นละอองฝอยเข้าสู่โถอบลมร้อน (drying 

chamber) ที่มีอุณหภูมิสูงเพื่อทำให้น้ำเกิดการระเหย เมื่อนำไปทำแห้งจะได้ผลิตภัณฑ์ที่ได้มีลักษณะ

เป็นผงขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 10 - 200 µm (Sarabandi et al., 2020)  
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สำหรับการทำแห้งแบบพ่นฝอยของสารใหก้ลิ่นรสที่ผา่นกระบวนการหอ่หุ้มแลว้ประกอบด้วย 

2 ข้ันตอน ได้แก่ การทำสารละลายให้เป็นอิมัลชัน โดยการนำสารห่อหุ้ม (wall material) ที่ใช้ในการ

เคลือบหรือส่วนผสมของสารเหลา่น้ีมาละลายน้ำ จากนั้นนำสารให้กลิ่นรสซึ่งเป็นสารแกนกลาง (core 

materials) ที ่ต้องการห่อหุ้มมาผสมกับสารละลายของสารห่อหุ้ม (carrier solution) จากนั้นนำ

ส่วนผสมที่ได้ไปโฮโมจิไนซ์เพื่อให้เกิดหยดของสารใหก้ลิ่นรส และข้ันตอนที่ 2 การทำแห้งแบบพ่นฝอย 

เป็นขั้นตอนที่นำของเหลวที่ผ่านการห่อหุ้มแล้วฉีดเข้าไปเป็นละอองฝอยผ่านทางหัวฉีด (nozzle) 

เพื่อให้เกิดเป็นหยด (droplet) ของสารจากนั้นจะเกิดการสัมผัสกับความร้อนภายในโถอบลมร้อนทำ

ให้น้ำที่อยู่บริเวณรอบๆหยดของสารเกิดการระเหยได้เป็นผลิตภัณฑ์ที่มีลักษณะเป็นผงแห้ง ขั้นตอน

การทำแห้งแบบพ่นฝอยแสดงในรูปที่ 2.11 ประกอบด้วย (1) ตัวทำละออง (atomizer) (2) ระบบทำ

ความร้อน (air heating system) (3) ไซโคลน (4) ส่วนระบายอากาศ (exhaust air) (Wongsangasri 

et al., 2015; Sarabandi et al., 2020) ซึ่งปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อคุณภาพของผง ได้แก่ 

อัตราการพ่นกระจาย (atomized speed) ซึ ่งมีผลต่อโครงสร้างและขนาดของ

อนุภาค โดยเมื่ออัตราการป้อนของเหลวคงที่การที่เพิ่มความเร็วในการพ่นกระจายจะทำให้

ขนาดของอนุภาคที่ได้เล็กลง ความหนาแน่นสูง 

คุณสมบัติในการป้อน (feed properties) พบว่าปริมาณของแข็งในสารละลายมีผล

ต่อลักษณะและขนาดของอนุภาคผงที่ได้ การป้อนด้วยอัตราเร็วที่เพิ่มข้ึนหรือการลดอุณหภูมิ

ลมร้อนขาเข้าจะท้าให้อนุภาคมีความหยาบ และทำให้ความช้ืนของอนุภาคสูงข้ึน เนื่องจากมี

ปริมาณของแข็งเพิ่มขึ้นรวมถึงอนุภาคมีขนาดใหญ่ขึ้นจึงท้าให้การระเหยของน้ำมีอัตราที่ช้า

กว่าอนุภาคที่มีขนาดเล็ก 

ความหนืด (viscosity) พบว่าของเหลวที่มีความหนืดสูงจะทำให้ของเหลวที่ฉีด

ออกมามีลักษณะคล้ายเส้นด้าย ทำให้อาหารไม่แห้งตามต้องการหรืออาจมีผลทำให้เกิดการ

อุดตันของหัวฉีดแบบพ่นฝอย  

ชนิดของหัวฉีด (type of atomizer) โดยชนิดของหัวฉีดมี 2 แบบ คือ rotary และ 

nozzle ซึ่งมีผลต่อลักษณะของขนาดของอนุภาคแตกต่างกัน โดยหัวฉีดแบบ nozzle จะให้

ลักษณะของอนุภาคผงที่ได้มีลักษณะที่หยาบกว่า 
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การไหลของอากาศ (air flow) อัตราการไหลของอากาศภายในห้องอบแห้งมีผลต่อ

เวลาของที่อยู่ในห้องอบแห้งของอนุภาคหรือเวลาที่ใช้ในการอบแห้งโดยตรง ถ้าอัตราการไหล

ของอากาศลดลงส่งผลให้เวลาที่อยู่ในห้องอบแห้งของอนุภาคหรือเวลาที่ใช้ในการอบแห้ง

เพิ่มขึ้น ปริมาณน้ำที่ถูกระเหยมีมากขึ้นมีผลให้ความชื้นลดลงและยังส่งผลต่อคุณรูปของ

ผลิตภัณฑ์ที่ได้ทั้งในด้านคุณสมบัติทางกายรูปและเคมี เช่น การเกิดปฏิกิริยาสีน้ำตาล อัน

เนื่องจากความร้อนส่งผลให้ผลิตภัณฑ์ที่ได้มีสีเข้มและเกิดกลิ่นไหม้ ถ้าอัตราการไหลของ

อากาศลดลง ส่งผลให้ละอองสัมผัสกับอากาศร้อนนานข้ึน ปริมาณน้ำในอาหารจะระเหยมาก

ข้ึน ส่งผลทำให้ปริมาณความช้ืนในผลิตภัณฑ์ลดลง 

อุณหภูมิในการอบแห้ง (drying temperature) อุณหภูมิของลมร้อนในการอบแห้ง

ทั้งขาเข้าและขาออกมีผลต่อลักษณะของผลิตภัณฑ์ เมื่ออุณหภูมิขาเข้าเพิ่มขึ้น โดยที่อตัรา

การไหลคงที่จะส่งผลให้เกิดการระเหยน้ำออกไปได้อย่างรวดเร็ว นอกจากนี้อุณหภูมิขาเข้าที่

สูง ยังมีผลให้ความหนาแน่นปรากฏรวมมีค่าลดลง ทำให้เกิดโครงสร้างที่มีรูพรุนในอนุภาคผง

มากกว่า ในขณะที่อุณหภูมิขาออกจะส่งผลต่อปริมาณความชื้นของผลิตภัณฑ์ โดยเมื่อเพิ่ม

อุณหภูมิขาออกให้สูงข้ึน มีผลให้ปริมาณความช้ืนที่เหลือลดลง ดังนั้นการกำหนดอุณหภูมิลม

ร้อนขาออก จึงขึ้นกับปริมาณความชื้นของผลิตภัณฑ์สุดท้ายเป็นสำคัญ ผลของความชื้นใน

ผลิตภัณฑ์สุดท้ายจะส่งผลต่อสมบัติการละลาย (solubility) ความหนาแน่น (bulk density) 

ขนาดของผง (particle size) ลักษณะการดูดความชื้น (hygroscopicity) และ อายุการเก็บ

รักษา (shelf life) (Madene et al., 2006; Sarabandi et al., 2020) 
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ที่มา: ดัดแปลงจาก Sarabandi et al. (2020) 

นอกจากปัจจัยด้านสภาวะในการทำแห้งแล้วนั้น ชนิดของสารห่อหุ้ม (wall materials) และ

สัดส่วนของสารห่อหุ ้มเป็นอีกปัจจัยหนึ ่งที ่มีอิทธิพลต่อคุณภาพของผง สารห่อหุ ้มแต่ละชนิดมี

คุณสมบัติที่แตกต่างกันในด้านน้ำหนักและรูปร่างของโมเลกุลและความมีขั้ว (polarity) ส่งผลต่อ

ลักษณะการห่อหุ้มและการปลดปล่อยสารให้กลิ่นรส สารห่อหุ้มกลุ่มคาร์โบไฮเดรตที่นิยมนำมาใช้ใน

การห่อหุ้มสารให้กลิ่นรส เช่น สตาร์ช (starch) สตาร์ชดัดแปร (modified starch) มอลโทเดกซ์ทริน 

(maltodextrin) บีตา-ไซโคลเดกซ์ทริน กัมอาราบิก (gum arabic) เป็นต้น โดยลักษณะการจับกับ

สารให้กลิ่นรสของสารห่อหุ้มกลุ่มสตาร์ชแบ่งเปน 2 ลักษณะ คือ inclusion complex เป็นการกัก

เก็บสารให้กล ิ ่นรสที ่เป ็นสารแกนกลางด้วยพันธะไฮโดรโฟบิกไว้ภายในโมเลกุล และ polar 

interaction เป็นการกักเก็บสารให้กลิ่นรสด้วยพันธะไฮโดรเจนบริเวณตำแหน่ง hydroxyl groups 

ของสตารชและสารใหกลิ่นรส 

มอลโทเดกซ์ทริน (maltodextrin) เป็นพอลิเมอร์ที่ได้จากกระบวนการไฮโดรลิซิสสตาร์ช 

เริ่มต้นจากการนำน้ำแป้ง (starch) มาให้ความร้อนเพื่อเหนี่ยวนำให้เกิดการเจลาติไนซ์ (gelatinizing) 

จากนั้นเติมกรดหรือเอนไซม์เพื่อไฮโดรลซิิสโครงสร้างของแป้งข้าวโพด ทำให้เกิดเป็นโครงสร้างของพอ

ลิเมอร์ประกอบด้วย α-D-glucopyranosyl เชื่อมกันด้วยพันธะ α-1,4-bonds มีลักษณะเป็นพอลิ

เมอร์เส้นตรงและกิ่งก้าน แสดงในรูปที่ 2.11  

 

รูปท่ี 2.11 กระบวนการทำแห้งและองค์ประกอบของเครื่องทำแห้งแบบพ่นฝอย (spray dryer) 
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ที่มา: https://www.plantasyhongos.es/glosario/maltodextrinas.htm 

 

มอลโทเดกซ์ทรินสามารถจัดกลุ่มได้โดยใช้ค่าสมมูลเดกซ์โทรส (Dextrose Equivalent, DE) 

ซึ่งเป็นค่าดรรชนีที่บ่งบอกถึงขนาดโมเลกุลของสตาร์ชที่ถูกย่อย โดยมอลโทเดกซ์ทรินที่มีค่าสมมูล

เดกซ์โทรสสูงแสดงว่าโมเลกุลของสตาร์ซถูกย่อยได้น้ำตาลกลูโคสมาก จะมีความหวานมากกว่ามอลโท

เดกซ์ทรินที่มีค่าสมมูลเดกซ์โทรสต่ำ (Sarabandi et al., 2020; Du et al., 2021) มอลโทเดกซ์ทริ

นทางการค้าจะประกอบด้วยกลูโคส 20 ยูนิตและมีค่าสมมูลเดกซ์โทรสอยู่ในช่วง 3-20 ข้อดีของการ

ใช้มอลโตเดกซ์ตรินเป็นสารห่อหุ้ม คือ ละลายน้ำได้ดี ความหนืดต่ำ ใช้ร่วมกับสารห่อหุ้มชนิดอื่นๆได้ 

ค่าอุณหภูมิการเปลี่ยนสถานะคล้ายแก้ว (glass transition; Tg) สูง ซึ่งจะช่วยให้ผลิตภัณฑ์คงตัวในรูป

ของแข็งที่อุณหภูมิห้องได้ดี และมอลโทเด็กซ์ตรินมีคุณสมบัติเป็น Amphiphilic สามารถสร้างพันธะ

ร่วมกับโมเลกุลมีขั้วและไม่มีข้ัวได้ สารให้กลิ่นรสถูกกักเก็บโดยสายโซ่ของโมเลกุลผ่านพันธะไฮโดรโฟ

บิก 
 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.12 โครงสร้างของมอลโทเด็กซ์ตริน 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

24 
 

บทที่ 3   

อุปกรณ์และวิธีดำเนินงานวิจัย 

 

 

3.1 วัตถุดิบ สารเคมี และอุปกรณ ์

3.1.1 วัตถุดิบ 

กุ้งฝอย มีขนาดเฉลี่ย 2.3-4 cm เก็บตัวอย่างในช่วงเดือนมิถนุายน 2564 จากบ่อเลี้ยงกุ้ง   

ในจังหวัดเพชรบรุี  

Flavourzyme® (1,000 LAPU/g; Novozyme, Denmark) จากบริษัท Brenntag 

Ingredient (PCL, Bangkok, Thailand) 

มอลโทเดกซ์ทริน DE 10-12 จากบริษัท Ingredion (Thailand) company limited 

3.1.2 สารเคม ี

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (Sigma-Aldrich, USA) 

2,4,6-trimethylpyridine (Sigma-Aldrich, Switzerland)  

bovine serum albumin (Sigma-Aldrich, USA)   

C11 – C23 saturated alkanes standard (Sigma-Aldrich, Switzerland)  

DC protein assay (Bio-rad, USA.) 

dichloromethane (RCI Labscan, Ireland)     

Di-sodium hydrogen phosphate dihydrate (Kemaus, Australia)  

ethanol (99.9%) (QRëC, New Zealand)     

gel electrophoresis Xcell SureLock (Novex, Thermo Fisher Scientific, Inc., USA) 

- antioxidant agent  

- bis-tris precast gel (Novex, Thermo Fisher Scientific, Inc., USA) 

- LDS buffer 

- protein marker 

- reducing agent 
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hydrochloric acid (QRëC, New Zealand) 

sodium chloride (NaCl) (QRëC, New Zealand) 

sodium dihydrogen phosphate dihydrate (Kemaus, Australia) 

sodium hydroxide (QRëC, New Zealand) 

trichloroacetic acid (Loba Chemie, India) 

tris (hydroxymethyl) aminomethane (Carlo, Italy) 

 

3.1.3 วัสดุและอุปกรณ ์

เครื่องช่ังทศนิยม 2 ตำแหน่ง (Mettler Toledo รุ่น MS1602S/01, Switzerland) 

เครื่องช่ังทศนิยม 4 ตำแหน่ง (Mettler Toledo รุ่น MS304S/01, Switzerland) 

centrifuge (Kubota รุ่น Model 6000, Japan)  

colorimeter (Konica Minolta รุ่น CR-400, Japan)  

hot air oven (Gen Lab รุ่น PRIME, UK) 

high-performance liquid chromatography (HPLC) 

laboratory blender (Waring Commercial รุ่น 8010BU, USA) 

magnetic stirrer with heating plate (IKA รุ่น C-MAG HS7, Germany) 

micropipette (Mettler Toledo, USA) 

microplate reader (Biochrom Asys รุ่น UVM340, England) 

pH meter (Mettler Toledo รุ่น Seven compact, Switzerland) 

refrigerator (Sanyo รุ่น SF-C95, Japan) 

rotary evaporator (Buchi Rotavapor R-114, Switzerland) 

shaking water bath (GFL รุ่น 1082, Germany) 

spray dryer (GEA Process Engineering รุ่น NIRO A/S small-scale model E Mobile 

minortm 2000, Denmark) 

gas chromatography-mass spectrometer (GC-MS) 

- GC column (DB-WAX, Agilent Technologies, USA) 

- GC system (Agilent Technologies รุ่น 7890B GC system, USA) 

- MS (Agilent Technologies รุ่น 5977B GC/MSD Single Quad, USA) 
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- multipurpose sampler (MPS; Gerstel, Germany) 

- temperature-programmable vaporization inlet (Gerstel CIS 4 PTV, 

Germany) 

UV-visible spectrophotometer (Thermo Spectronic รุ่น Genesys 10UV, USA) 

vortex mixer (Genie2 รุ่น G560E, Scientific industries, Inc., USA) 

water bath (Buchi Oilbath B-485, Switzerland) 

water activity meter (Aqualab รุ่น 4te, USA) 

 

3.2 ขั้นตอนและวิธีดำเนินงานวิจัย 

3.2.1 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับกระบวนการไฮโดรลิซิสโปรตีนจากกุ้งฝอย 

ศึกษาปัจจัยในกระบวนการไฮโดรลิซิสกุ้งฝอยด้วยฟลาโวไซม์ โดยศึกษาผลของความเข้มข้น

ของเอนไซม์ อุณหภูมิ และ pH ที่มีความเหมาะสมต่อการออกแบบการทดลองและวิเคราะห์ข้อมูล

ทางสถิติด้วยวิธีการพื ้นผิวผลตอบสนอง (RSM) ใช้การออกแบบการทดลองและสุ ่มตัวอย่างด้วย 

central composite design (CCD) ในการเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสตและวิเคราะห์ กำหนดให้ตัว

แปรตาม (dependent variables) คือ ค่าระดับการย่อยโปรตีน แสดงดังตารางที่ 3.1 โดยกำหนด

สภาวะอื่น ๆ ในกระบวนการให้คงที่ วิเคราะห์ผลและทำนายเป็นสมการโดยใช้โปรแกรม Statistica® 

software (Version 12.0, Stat Soft Inc., Oklahoma, USA) คัดเลือกสภาวะที่มีระดับการย่อยสูง

ที่สุดเป็นสภาวะที่เหมาะสม  

3.2.1.1 เตรียมตัวอย่าง ล้างทำความสะอาดกุ้งฝอย สะเด็ดน้ำ แล้วบรรจุลงในถุงชนิด LDPE 

ปิดผนึกแบบสุญญากาศ เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20ºC จนกว่าจะทำการทดลอง เมื่อทำการ

ทดลอง นำตัวอย่างมาละลายน้ำแข็ง จากนั้นนำไปต้มในน้ำเดือด ระยะเวลา 5 นาที เพื่อ

ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ชนิดอื่นๆในตัวกุ้ง เมื่อครบระยะเวลาการให้ความร้อนแลว้นำมา

ลดอุณหภูมิลงอย่างรวดเร็วด้วยน้ำเย็นที่มีอัตราส่วนน้ำ 1 ส่วนต่อน้ำแข็ง 2 ส่วน จากนั้นพัก

ไว้ให้สเด็ดน้ำแล้วนำไปบดด้วยเครื่องบดก่อนนำไปทดลองในข้ันตอนต่อไป 

3.2.1.2 วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี (proximate analysis) ของกุ้งฝอย ได้แก่ ปริมาณ

ความช้ืน โปรตีน ไขมัน เถ้า เป็นต้น โดยวิธีการวิเคราะห์แสดงในภาคผนวก ก.1.1-ก.1.4 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

27 
 

3.2.1.3 ผล ิตโปรต ีนไฮโดรไล เสต  ด ัดแปลงจาก Laohakunjit et al. (2014)  และ            

Yang et al. (2019) เริ่มต้นจากการนำกุ้งฝอยปริมาณ 50 g เติมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (pH 6-8) 

150 mL นำไปให้ความร้อนโดยใช้ incubator shaker อุณหภูมิ 45-55 องศาเซลเซียส

ระยะเวลา 15 นาที เมื่อุณหภูมิในระบบคงที่แล้วเติมฟลาโวไซม์ในอัตราส่วนเอนไซม์ต่อสาร

ต ั ้ งต ้น (enzyme: substrate) 5-15 LAPU/g protein แล ้วนำไปให ้ความร ้อนโดยใช้ 

incubator shaker และตั ้งค่าความเร็วในการเขย่า 120 รอบต่อนาที ระยะเวลาย่อย 3 

ช่ัวโมง เมื่อครบระยะเวลาที่กำหนดนำโปรตีนไฮโดรไลเสตมาหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์โดยให้

ความร้อน 90 ºC เวลา 10 นาที จากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 รอบตอ่นาที 

อุณหภูมิ 4°C ระยะเวลา 15 นาทีและนำส่วนใสที ่ได้ไปวิเคราะห์คุณภาพของโปรตีนใน

ข้ันตอนต่อไป 

3.2.1.4 วิเคราะห์ระดับการย่อยโปรตีน ตามวิธีการของ Suppavorasatit et. al. (2011) 

วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนที่เหลืออยู ่หลังจากตกตะกอนด้วย Trichloroacetic acid (TCA) 

โดยการนำตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสตปริมาตร 10 mL กับสารสะสาย TCA เข้มข้น 20% 

ปริมาตร 10 mL ผสมให้เข้ากันด้วย vortex จากนั้นนำไปปั่นเหวี ่ยงแยกส่วนใสเพื่อหา

ปริมาณโปรตีนโดยใช้ DC protein assay เริ่มต้นจากการนำส่วนใสที่แยกได้ปริมาตร 5 µL 

ลงใน 96 well microtiter plate จากนั้นเติม Reagent A ปริมาตร 25 µL และ reagent B 

ปริมาตร 200 µL ผสมให้เข้ากันแล้วบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาทีวัดค่าการดูดกลืน

แสงด้วย Microplate reader ที่ความยาวคลื่น 630 nm นำค่าที่ได้ไปเปรียบเทียบกับกราฟ

มาตรฐานของโปรตีนโดยใช้ bovine serum albumin (BSA) เป็นกราฟมาตรฐาน วิธีการ

สร้างกราฟมาตรฐานแสดงในภาคผนวก ก.2 เพื่อได้ค่าปริมาณโปรตีน (mg/mL) และคำนวณ

ระดับการย่อยด้วยสมการที ่3.1 คัดเลือกตัวอย่างที่มีระดับการย่อยสูงที่สดุเพื่อนำไปวิเคราะห์

ในข้ันตอนที่ 3.2.1.5-3.2.1.7 

%DH =  
20% TCA soluble protein in sample

Total protein in sample
× 100  (สมการที่ 3.1) 
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ตารางท่ี 3.1 แผนการทดลองศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับกระบวนการไฮโดรลิซิสโปรตีนจากกุ้งฝอย 

Treatments 

Independent variables 

Code Actual values 

X
1
 X

2
 X

3
 E/S (LAPU/g protein) Temperature (°C) pH 

1 -1 -1 -1 5 45 6 

2 1 -1 -1 15 45 6 

3 -1 1 -1 5 55 6 

4 1 1 -1 15 55 6 

5 -1 -1 1 5 45 8 

6 1 -1 1 15 45 8 

7 -1 1 1 5 55 8 

8 1 1 1 15 55 8 

9 -1.68 0 0 1 50 7 

10 1.68 0 0 20 50 7 

11 0 -1.68 0 10 40 7 

12 0 1.68 0 10 60 7 

13 0 0 -1.68 10 50 5 

14 0 0 1.68 10 50 8.5 

15 0 0 0 10 50 7 

16 0 0 0 10 50 7 

17 0 0 0 10 50 7 
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3.2.1.5 วิเคราะห์รูปแบบและขนาดมวลโมเลกุลของโปรตีนไฮโดรไลเสตโดยการใช้ sodium 

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ด ั ด แปล ง จ าก 

LaemmLi (1970) และ เตรียมตัวอย่างโดยการนำตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสต มาวิเคราะห์

ปริมาณโปรตีนโดยใช้ DC protein assay จากนั้นทำการที่เจือจางให้โปรตีนมีความเข้มข้น  

6 mg/mL นำสารละลายโปรต ีน 100 µL ผสมก ับ lithium dodecyl sulfate (LDS) 

sample buffer 25 µL และ reducing agent 10 µL นำไปให้ความร้อนที่ 70ºC  เป็นเวลา 

10 นาท ีและนำไปป ั ่นเหว ี ่ยงที ่  4,000×g อ ุณหภูม ิ  4°C 10 นาท ี จากนั ้นเต ิม 2-

morpholinoethanesulphonic acid (MES) buffer 500 ม ิ ล ิ ล ิ ตร  และ  antioxidant 

agent 5 0 0  mL ล ง ใ น  chamber ข อ ง เ ค ร ื ่ อ ง  XCell SureLockTM Mini-Cell 

Electrophoresis จากนั้นนำตัวอย่างปริมาตร 15 µL เติมลงในช่องเจล Bis-Tris precast 

gel โดยใช้โปรตีนมาตรฐานที่มีน้ำหนักโมเลกุลอยู่ในช่วง 10-235 kDa และเปิดเครื่องจ่าย

กระแสไฟฟ้า 120 V 40 mA เป็นระยะเวลา 2 ช่ัวโมง 35 นาที เมื่อครบเวลาล้างเจลด้วยน้ำ

กลั่น จากนั้นย้อมสีแถบโปรตีนด้วย coomassie blue R-250 แช่เจลไว้ในน้ำยาย้อมสีเจล

เป็นเวลา 4 ชั่วโมง จากนั้นล้างสีย้อมด้วยน้ำกลั่น 3 รอบ และล้างน้ำยาย้อมสีเจลออกดว้ย 

destaining solution แล้วนำไปคำนวณหาน้ำหนักโมเลกุลและสัดส่วนการกระจายของแถบ

โปรตีน 

3.2.1.6 การวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนอิสระ ( free amino acid) ด้วยเทคนิค high-

performance liquid chromatography (HPLC) ดัดแปลงจากวิธ ีการของ Foh et al. 

(2010) เตรียมตัวอย่างโดยการนำโปรตีนไฮโดรไลเสตปริมาตร 10 mL ตกตะกอนด้วย 10% 

TCA พักไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 ชั่วโมง (Nilsang et al., 2005) จากนั้น

นำไปปั่นเหว่ียงแยกส่วนใสและนำไปกรองผ่าน nylon syringe filter ขนาด 0.45 µm และ

นำตัวอย่างปริมาตร 10 µL ฉีดเข้าเครื่อง HPLC โดยใช้คอลัมน์ Agilent Poroshell HPH-

C18 ขนาดอนุภาค 4 µm คอลัมน์ขนาด 4.6×100 mm และใช้กรดอะมิโน 16 ชนิด ได้แก่ 

อะลานิน อาร์จีนิน แอสปาร์ติก ซิสเตอีน กลูตามิก ไกลซีน ฮีสติดีน ไอโซลิวซีน ลิวซีน ไลซีน 

เมธไทโอนีน ฟีนิลอะลานีน ซีรีน ทรีโอนีน ไทโรซีน และ วาลลีน ที่ระดับความเข้มข้น 25 , 

100, 250 และ 1000 pmol สร้างเป็นกราฟมาตรฐาน จากนั้นนำพื้นที่ใต้กราฟของตัวอย่าง

ที่วิเคราะห์ได้มาใช้ในการคำนวณปริมาณความเข้มข้นของกรดอะมิโนแต่ละชนิดที่พบใน

ตัวอย่างและรายงานผลในหน่วย mg/ 100 g protein 
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3.2.1.7 การทดสอบทางประสาทสัมผ ัส (sensory evaluation) ประเมินคุณภาพทาง

ประสาทสัมผัสด้านกลิ่น กลิ่นรส และรสชาติของโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผลิตได้จากสภาวะที่

เหมาะสม โดยแบ่งเป็นการทดสอบ 2 ประเภท คือการทดสอบความชอบของผลิตภัณฑ์และ

การทดสอบความเข้มของแต่ละลักษณะ (attribute) ของผลิตภัณฑ์ ซึ่งได้รับการอนุมัติให้ทำ

การทดสอบทางประสาทสัมผัสของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากสำนักงานคณะกรรมการพิจารณา

จริยธรรมการวิจัยในคน กลุ่มสหสถาบัน ชุดที่ 1 (COA 241/2564) 

การทดสอบความชอบของผลิตภัณฑ์ด้วยวิธี 9-point hedonic test ดัดแปลงจาก

วิธีการของ Juyun Lim (2011) และ Yang et al. (2019) ใช้ผู้ทดสอบที่ไม่ผ่านการฝึกฝน

จำนวน 30 คน จากภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ จ ุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย เริ่มต้นเตรียมตัวอย่างโดยนำน้ำต้มกุ้ง (วิธีการเตรียมตัวอย่างแสดงในภาคผนวก 

ก.3) และโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผลิตจากสภาวะที่เหมาะสมนำมาให้ความร้อนด้วยอ่างควบคุม

อุณหภูมิที่ 90 °C ให้ความร้อนเป็นเวลา 5 นาที เมื่อครบระยะเวลานำลดอุณหภูมิด้วยน้ำเย็น

ที่มีอัตราส่วนน้ำ 1 ส่วน น้ำแข็ง 2 ส่วน จากนั้นนำโปรตีนไฮโดรไลเสตเจือจางด้วยน้ำที่ความ

เข้มข้นร้อยละ 15 (ตัวอย่างปริมาตร 15 mL ในน้ำปริมาตร 100 mL) ก่อนแล้วจึงจัดแบ่ง

ปริมาตร 10 mL ลงในถ้วยพลาสติกแบบมีฝาปิดและติดรหัสของตัวอย่างแบบสุ่มไม่เรียง

ตามลำดับ เสิร์ฟให้ผู้ทดสอบชิมและทำแบบประเมินคะแนนความชอบด้านสี กลิ่น กลิ่นรส 

รสชาติ และความชอบโดยรวมของผลิตภัณฑ์  

การทดสอบแบบพรรณนาเชิงปริมาณความเข้ม (intensity) ของลักษณะต่าง ๆ ด้วย

วิธี quantitative descriptive analysis ดัดแปลงจากวิธีการของ Cheung et al. (2015) 

และ Qi et al. (2017) ใช้ผู้ทดสอบจำนวน 12 คน (ชาย 7 คนและหญิง 5 คน) ที่ผ่านการ

ฝึกฝน ประเมินโดยใช้สเกลแบบเส้น 15-cm structured line scale โดยแบ่งออกเปน็สอง

ข้ันตอน คือการฝึกฝนผู้ทดสอบและการประเมินให้คะแนนของแต่ละตัวอย่าง 

การฝึกฝนผู้ทดสอบทั้ง 12 คนโดยเริ่มจากให้ผู้ทดสอบทำการดมและชิมตัวอย่าง

โปรตีนไฮโดรไลเสตและอธิบายลักษณะ (attribute) ต่างๆ ของผลิตภัณฑ์ จากนั้นกำหนด

นิยาม คำจำกัดความของแต่ละลักษณะพร้อมทั้งให้ผู ้ทดสอบลงมติร่วมกันเพื่อคัดเลือก

ผลิตภัณฑ์ที่ใช้เป็นตัวอย่างอ้างอิงและกำหนดระดับคะแนนความเข้มของลักษณะนั้นๆ และ

ฝึกฝนผู้ทดสอบชิมและดมตัวอย่างให้คะแนนระดับความเข้ม เพื่อให้ผู้ทดสอบมีระดับคะแนน
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อยู่ในมาตรฐานเดียวกันทั้ง 12 คนโดยใช้เวลาในการฝึกฝนทั้งหมด 18-20 ช่ัวโมง และทำการ

ประเมินให้คะแนนตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสตและตัวอย่างน้ำต้มกุ้ง (เตรียมตามวิธีการ

เตรียมตัวอย่างเพื่อทดสอบความชอบด้วยวิธี 9-point hedonic test) โดยเสิร์ฟตัวอย่างให้ผู้

ทดสอบดมและชิมตัวอย่างและประเมินให้คะแนนความเข้มของแต่ละลักษณะ  

3.2.2 การศึกษาสภาวะการทำแห้งท่ีเหมาะสมของผงโปรตีนไฮโดรไลเสตด้วยการทำแห้งแบบพ่น
ฝอย 

หาสภาวะที่เหมาะสมของการผลิตผงโปรตีนไฮโดรไลเสตด้วยการทำแห้งแบบพ่นฝอย

ดัดแปลงจากวิธีการของ Wongsangasri et al. (2015) นำโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผ่านการคัดเลือกจาก

ขั้นตอนที่ 3.2.1 มาทำให้เข้มข้นด้วยวิธีการระเหยน้ำออกโดยใช้ evaporator ควบคุมอุณหภูมิ 55 

องศาเซลเซียส จนกระทั่งวัดปริมาณของแข็งที ่ละลายน้ำให้ได้ 6°Brix เตรียมมอลโทเดกซ์ทรินใน

อัตราส่วนมอลโทเดกซ์ตริน 30% (%w/w) ต่อน้ำหนักโปรตีนไฮโดรไลเสต (Silva et al., 2012a) 

จากนั้นผสมลงในโปรตีนไฮโดรไลเสต และทำให้เป็นอิมัลชันด้วย homogenizer ความเร็ว 10,000 

รอบต่อนาที ระยะเวลา 15 นาที แล้วนำไปทำแห้งแบบพ่นฝอย โดยกำหนดอุณหภูมิขาเข้าเป็นตัวแปร

ต้น (ปัจจัย) 3 ระดับ คือ 120ºC, 150ºC และ 180ºC  ควบคุมอุณหภูมิขาออกและอัตราการป้อนให้

อยู่ในช่วง 85 ºC ถึง 95 ºC และอัตราการป้อน 10 ถึง 12 mL/min เก็บผงโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ไดใ้น

ถุงอลูมิเนียมลามิเนตแบบ PET/Al-met/LLDPE ปิดผนึกสุญญากาศเพื่อนำไปวิเคราะห์คุณภาพของ

ผงโปรตีนไฮโดรไลเสต ดังนี้ 

3.2.2.1 คำนวณผลผลิตของผงโปรตีนไฮโดรไลเสต นำผงโปรตีนไฮโดรไลเสตทั้งหมดที่ได้จาก

การทำแห้งแบบพ่นฝอยมาชั่งน้ำหนัก คำนวณดังสมการที่ 3.2 และรายงานผลเป็นร้อยละ

ของผลผลิต (%yield) 

%yield =
weight of sample powder

weight of total solid
 × 100 (สมการที่ 3.2) 

3.2.2.2 วิเคราะห์ปริมาณความชื้น โดยใช้ air oven method ดัดแปลงจากวิธีของ AOAC 

(2005) โดยช่ังตัวอย่างผงโปรตีนไฮโดรไลเสต 2 g ลงในถ้วยอะลูมิเนียม นำไปอบที่อุณหภูมิ 

105 ºC ระยะเวลา 3 ชั่วโมง เมื่อครบระยะเวลานำออกมาพักไว้ในโถดูดความชื้น 30 นาที

และชั่งน้ำหนัก นำไปอบต่อเนื่องจนน้ำหนักคงที ่ นำน้ำหนักที่คงที ่หลังอบมาคำนวณหา

ปริมาณความช้ืนของตัวอย่างโดยใช้สมการที่ 3.3 โดยกำหนดให้ W1 คือน้ำหนักตัวอย่างก่อน
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อบ (g) W2 คือน้ำหนักตัวอย่างหลังอบ (g) และรายงานผลเป็นค่าร้อยละปริมาณความช้ืน            

(%moisture content) 

% moisture content =  
W1−W2

W1
× 100  (สมการที่ 3.3) 

3.2.2.3 ว ิ เ คร าะห์ ค ่ า  water activity (aW) ว ิ เ คร าะห ์ โดยใช ้  water activity meter 

(Aqualab, รุ ่น 4te) นำตัวอย่างผงโปรตีนไฮโดรไลเสต 3 g ใส่ลงใน water activity cup 

เกลี่ยให้ตัวอย่างกระจายทั่วถ้วยเท่า ๆ  กัน จากนั้นนำเข้าเครื่องวิเคราะห์ water activity 

meter  

3.2.2.4 ว ิ เคราะห์ค ่ าสี ว ัดด ้วยเคร ื ่ องว ัดส ี  chroma meter (Model CR-400 series, 

Minolta, Japan) โดยนำตัวอย่างผงโปรตีนไฮโดรไลเสต 5 g ใส่ลงในช่องใส่ตัวอย่าง จากนั้น

นำ chroma meter มาตั ้งค่าโดยใช้กระดาษสีขาวเป็นสีมาตรฐาน จากนั ้นวางหัววัด 

Chroma meter ไว้บนกระจกใสที่คลุมตัวอย่างอยู่แล้วจดบันทึกค่าที่ได้และรายงานผลเป็น

ค่าความสว่าง (L*) ค่าความเป็นสีแดงหรือสีเขียว (a*) และค่าความเป็นสีเหลืองหรือนำ้เงิน 

(b*) คำนวณค่าความขาว (whiteness) ได้จากสมการที่ 3.4 

whiteness = 100 − √(100 − L∗2) + 𝑎∗2 + b∗2 (สมการที่ 3.4) 

3.2.2.5 ศึกษาพฤติกรรมการดูดความชื้นของตัวอย่าง ดัดแปลงจากวิธีการของ Muzaffar 

and Kumar (2016) นำตัวอย่างผงโปรตีนไฮโดรไลเสต 2 g ใสในถ้วยอะลูมิเนียมที่ทราบ

น้ำหนักแน่นอน จากนั้นนำไปเก็บไว้ในโถดูดความชื ้น (desiccator) ที่มีสารละลายเกลือ

อิ่มตัว 6 ชนิด คือ LiCl, MgCl2, K2CO3, Mg(NO3)2, NaCl, และ KNO3 เพื่อใหได้สภาวะที่มี

ค่า water activity เป็น 0.11, 0.33, 0.44, 0.52, 0.75, และ 0.93% ที่อุณหภูมิ 25±2 °C 

ช่ังน้ำหนักทุกๆ 2 วัน จนน้ำหนักคงที่ จากนั้นนำไปหาความช้ืนตามวิธีของ (AOAC, 2005)  
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3.2.3 การศึกษาการเปลีย่นแปลงคณุภาพทางเคมีและกายภาพ องค์ประกอบและปริมาณของสาร
ให้กลิ่น และคุณภาพทางประสาทสัมผสัระหว่างการเก็บรกัษา  

นำตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผ่านการทำแห้งด้วยสภาวะที่เหมาะสมจากข้ันตอนที่ 3.2.2 

มาเก็บรักษาในถุงอลูมิเนียมลามิเนตแบบ PET/Al-met/LLDPE แสงปิดสนิทแบบสุญญากาศที่

อุณหภูมิ 25ºC จากนั้นติดตามผลการเปลี่ยนแปลงในช่วง 0 ถึง 3 เดือน โดยการสุ่มตัวอย่างทุกๆ 2 

สัปดาห์นำไปวิเคราะห์ 

3.2.3.1 วิเคราะห์ปริมาณความช้ืน ตามขั้นตอนที่ 3.2.2.2 

3.2.3.2 วิเคราะห์ค่า water activity aW ตามขั้นตอนที่ 3.2.2.3 

3.2.3.3 วิเคราะห์ค่าสี ตามขั ้นตอนที ่ 3.2.2.4 โดยนำค่าที ่ได้มาคำนวณค่าความขาว 

(whiteness) ตามสมการที่ 3.4 และการเปลี่ยนแปลงสี (∆E∗) ตามสมการที่ 3.6 

∆E∗ =  √∆L∗2 + ∆a∗2 + ∆b∗2   (สมการที่ 3.6) 

3.2.3.4 ว ิ เ คร าะห ์ อ งค ์ประกอบและปร ิ มาณของสารให ้กล ิ ่ น ด ้ วย เทคน ิ ค  gas 

chromatography–mass spectrometry (GC-MS) ด ั ด แปล ง ว ิ ธ ี ก า ร จ าก  Mall and 

Schieberle (2016) วิเคราะห์องค์ประกอบและปริมาณของสารระเหยให้กลิ่นที่สำคญัและ

ติดตามการเปลี่ยนแปลงของสารระเหยให้กลิ่นในระหว่างการเก็บรักษาด้วย GC-MS โดยสกัด

ตัวอย่างจากผงโปรตีนไฮโดรไลเสตวิธีการการสกัดแสดงในภาคผนวก ก.4 นำตัวอย่างที่สกัด

แล้วฉีดเข้าระบบของ GC-MS ด้วยระบบการฉีดแบบ splitless mode โดยตั ้งอุณหภูมิ 

injector เป็น 230 °C ระบบจะปล่อยสารระเหยให้เข้าสู่คอลัมน์ โดยใช้ capillary คอลัมน์

ชนิด DB-WAX (30 m x 0.25 µm i.d.  x 0.25 µm film thickness; J&W, Agilent, USA) 

ตั้งโปรแกรมอุณหภูมิ oven ที่อุณหภูมิเริ ่มต้น 40°C ระยะเวลา 5 นาทีแล้วเพิ ่มขึ ้นใน

อัตราเร็ว 3°C/min จนถึง 240°C  และคงไว้ 5 นาที ใช้ฮีเลียมเป็นแก๊สตัวพา โดยมีอัตราการ

ไหล 2 mL/min และ ionize voltage 70 eV ใช้ mass range ตั้งแต่ 40-350 m/z โดยมี

อุณหภูมิ detector 280 °C แปรผลโดยเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล (NIST version 17) 

ร่วมกับการคำนวณค่า linear retention index (LRI)  โดยเปรียบเทียบจากสารมาตรฐานอลั

เคน (C11-C23) คำนวณปริมาณของสารระเหยได้จากสมการที่ 3.7 จากนั้นเปรียบเทียบความ

เข้มข้นของสารนั้น ๆ  กับ 2,4,6-trimethylpyridine ความเข้มข้น 1,000.447 µg/ml  ที่ใช้
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เป็น internal standard ซึ่งจะรายงานเป็นความเข้มข้นสัมพัทธ์ของสารระเหยชนิดนั้นต่อ

น้ำหนักตัวอย่าง (ppm) และคำนวณหาค่า odor activity value (OAV) ด้วยสมการที่ 3.8 

จากนั้นคัดเลือกสารให้กลิ่นสำคัญที่มีค่า OAV≥ 1 เพื่อติดตามการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้น

ของสารในระหว่างการเก็บรักษาในช่วง 0-12 สัปดาห์ 

ปริมาณสารระเหยในตัวอย่าง (mg)

=  
(พ้ืนที่ใต้กราฟของสารระเหย × ปริมาณ internal standard ที่เติมลงไปในตัวอย่าง (mg)

พ้ืนที่ใต้พีคของ internal standard
 

     (สมการที่ 3.7) 

OAV =  
ปริมาณสารระเหยที่คำนวณได้ (ppm)

odor threshold value in water
  (สมการที่ 3.8) 

3.2.3.5 ทดสอบทางประสาทสัมผัส (sensory evaluation) ของผงโปรตีนไฮโดรไลเสตดว้ย

วิธีการทดสอบแบบพรรณนาเชิงปริมาณความเข้ม ( intensity) ของลักษณะต่างๆ ด้วยวิธี 

quantitative descriptive analysis ดัดแปลงจากวิธีการของ Cheung et al. (2015) ใช้ผู้

ทดสอบที่ผ่านการฝึกฝนจำนวน 12 คน (ชาย 7 คนและหญิง 5 คน) อายุ 24-35 ปี จาก

ภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ประเมินโดยใช้

สเกลแบบเส้น 15 cm structured line scale โดยเริ่มต้นจากการฝึกฝนผู้ทดสอบและการ

ประเมินให้คะแนนของแต่ละตัวอย่าง ฝึกฝนผู้ทดสอบทั้ง 12 คนโดยเริ่มจากให้ผู้ทดสอบทำ

การดมและชิมตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสตและอธิบายลักษณะ (attribute) ต่างๆ ของ

ผลิตภัณฑ์ จากนั้นกำหนดนิยาม คำจำกัดความของแต่ละลักษณะพร้อมทั้งให้ผู้ทดสอบลงมติ

ร่วมกันเพื่อคัดเลือกผลิตภัณฑ์ที่ใช้เป็นตัวอย่างอ้างอิง จากนั้นให้ผู้ทดสอบเลือกและกำหนด

คะแนนความเข้ม (intensity) ของตัวอย่างอ้างอิงที่ใช้แสดงคุณลักษณะนั้น ๆ  และฝึกฝนผู้

ทดสอบชิมและดมตัวอย่างให้คะแนนระดับความเข้ม เพื่อให้ผู้ทดสอบมีระดับคะแนนอยู่ใน

มาตรฐานเดียวกันทั้ง 12 คนโดยใช้เวลาในการฝึกฝนทั้งหมด 18-20 ชั่วโมง จากนั้นให้ผู้

ทดสอบทำการประเมินให้คะแนนความเข้มลักษณะต่าง ๆ ของตัวอย่าง 

3.2.4 การวิเคราะห์ผลทางสถิติ  

สำหรับการวิเคราะห์คุณภาพทางเคมีและกายภาพ วางแผนการทดลองแบบ completely 

randomized design (CRD) ทดลอง 3 ซ้ำ โดยรายงานผลเป็นค่าเฉลีย่และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของ

แต่ละชุดข ้อม ูลโดยใช ้การว ิ เคราะห์ความแปรปรวน ( analysis of variance, ANOVA) และ
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เปรียบเทียบค่าเฉลี ่ยโดยใช้วิธี duncan multiple range tests (DMRT) สำหรับการทดสอบทาง

ประสาทสัมผัสวางแผนการทดลองแบบ Randomized complete block design (RCBD) วิเคราะห์

ความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบคะแนนเฉลี่ยของการทดสอบทางประสาทสัมผัส ด้วยวิธี 

least significant difference (LSD) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p≤0.05) โดยใช้โปรแกรม SPSS 

version 16.0 (SPSS Inc., Chicago, USA) 
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บทที่ 4  

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 

4.1 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับกระบวนการไฮโดรลิซิสโปรตีนจากกุ้งฝอย 

4.1.1 การวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (proximate composition) ของกุ้งฝอย 

จากผลการวิเคราะห์องค์ประกอบหลักของกุ้งฝอย ซึ่งแสดงผลการวิเคราะห์ในตารางที่ 4.1 

โดยรายงานเป็นค่าร้อยละโดยน้ำหนักเปียกของตัวอย่าง พบว่ากุ ้งฝอยประกอบด้วย ความช้ืน 

75.24±0.52% โปรตีน 14.85±0.31% ไขมัน 5.59±0.30% และเถ้า 2.6±0.06% โดยปริมาณโปรตนี

ที่พบในกุ้งฝอยมีค่าใกล้เคียงกับปริมาณโปรตีนที่พบในกุ้งขาวแวนาไมด์ (Litopenaeus vannamei) 

ซึ ่งมีโปรตีน 13.8 ± 0.27 % (Cao et al., 2009) เมื ่อคำนวณปริมาณโปรตีนเป็นค่าร้อยละโดย

น้ำหนักแห้งของกุ้งฝอยพบว่ามีโปรตีนเป็นองค์ประกอบหลัก 64.45% ซึ่งปริมาณโปรตีนที่พบในกุ้ง

ฝอยสามารถใช้เป็นแหล่งในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตได้ จากงานวิจัยของ Dey and Dora (2014) 

ได้ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมของกระบวนการไฮโดรลิซิสโปรตีนจากกุ้งด้วยเอนไซม์อัลคาเลส และ

วิเคราะห์องค์ประกอบหลักที่พบในตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสต พบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตมีปริมาณ

โปรตีนเพิ ่มขึ ้น (72.3 ± 0.04%) เมื ่อเปรียบเทียบกับตัวอย่างที ่ไม่ผ ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ 

(13.7 ± 0.91%)  

ตารางท่ี 4.1 องค์ประกอบหลัก (proximate composition) ของกุ้งฝอย 

composition content (%wb)  

ความช้ืน 75.24±0.52  

โปรตีน 14.85±0.31  

ไขมัน 5.59±0.30  

เถ้า 2.60±0.06  
หมายเหตุ ค่าแต่ละค่าแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SD (n=3) 

%wet basis (%wb) หมายถึง รายงานเป็นค่าร้อยละโดยคำนวณจากน้ำหนักเปียกของตัวอย่าง 
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4.1.2 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับกระบวนการไฮโดรลิซิสโปรตีนจากกุ้งฝอย 

 กระบวนการไฮโดรลิซิสโปรตีนส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงสมบัติเชิงหน้าที่ สมบัติในการต้าน

อนุมูลอิสระ และคุณภาพทางประสาทสัมผัสของโปรตีน ระดับการย่อยของโปรตีน (degree of 

hydrolysis, DH) เป็นค่าที่บ่งบอกถึงการถูกย่อยของพันธะเปปไทด์ ในการนำโปรตีนไฮโดรไลเสต   

ไปประยุกต์ใช้ในรูปแบบต่าง ๆ จะต้องพิจารณาถึงค่าระดับการย่อยของโปรตีนประกอบด้วย 

(Aspevik et al., 2016) การใช้เอนไซม์ในการย่อยโปรตีนนั ้นจะต้องควบคุมสภาวะการย่อยให้

เหมาะสมเพื่อให้เอนไซม์สามารถทำงานได้อย่างมีประสิทธิภาพและได้ผลิตภัณฑ์ที่มีสามารถนำไป

ประยุกต์ใช้ได้ตรงตามวัตถุประสงค์ จากการศึกษาปัจจัยในการกระบวนการไฮโดรลิซิสโปรตีนจากกุ้ง

ฝอย โดยแปรอัตราส่วนของเอนไซม์ต่อสารตั ้งต้น (enzyme/substrate ratio) (5-15 LAPU/g 

protein) อุณหภูมิ (45-55 °C) และ pH (6-8) ที่มีความเหมาะสมต่อกระบวนการไฮโดรลิซิสด้วยวธีิ

วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติแบบ response surface methodology (RSM) ใช้การออกแบบการทดลอง

แบบ central composite design (CCD) กำหนดระดับปัจจัยเป็น 3 ระดับ และกำหนดสภาวะอื่นๆ 

ในการไฮโดรลิซิสให้คงที่ เช่น ระยะเวลาในการย่อย ปริมาณบัฟเฟอร์ เป็นต้น จากผลการวิเคราะห์

ระดับการย่อยของโปรตีนพบว่า มีค่าระดับการย่อยของโปรตีนมีค่าอยู่ในช่วงร้อยละ 14.0 ถึง 21.9 

แสดงในตารางที่ 4.2 เมื่อนำข้อมูลระดับการย่อยโปรตีนและค่าที่ใช้ในการทดลองของแต่ละปัจจัยมา

สร้างสมการถดถอยเชิงเส้นโค้ง (quadratic regression equation) โดยใช้ค่าจริง (actual value) 

ได้สมการทำนายค่าระดับการย่อยของโปรตีน ดังแสดงในสมการที่ 4.1  

 

DH = -193.785 + 0.004 x
1
 + 4.364 x

2
 + 29.011 x

3
 - 0.032 x

1

2
 – 0.044 x

2

2
 – 2.064 

x
3

2
 + 0.025 x

1
x

2
 - 0.026 x

1
x

3
- 0.009 x

2
x

3
           (สมการที่ 4.1) 

 

กำหนดให้  x1 คือ อัตราส่วนเอนไซม์ต่อสารตัง้ต้น  

x2 คือ อุณหภูมิ 

x3 คือ ค่า pH 
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ตารางท่ี 4.2 ระดบัการยอ่ยของโปรตีน (degree of hydrolysis, DH) จากสภาวะการย่อยต่างกัน 

Treatments 

Independent variable Dependent 

variable Code Actual values 

X
1
 X

2
 X

3
 

E/S (LAPU/g 

protein) 

Temperature 

(°C) 
pH DH (%) 

1 -1 -1 -1 5 45 6 15.3±0.33 

2 1 -1 -1 15 45 6 17.2±0.55 

3 -1 1 -1 5 55 6 14.7±0.19 

4 1 1 -1 15 55 6 21.2±0.52 

5 -1 -1 1 5 45 8 14.0±0.39 

6 1 -1 1 15 45 8 17.5±0.56 

7 -1 1 1 5 55 8 15.3±0.24 

8 1 1 1 15 55 8 19.1±0.98 

9 -1.68 0 0 1 50 7 14.3±0.32 

10 1.68 0 0 20 50 7 21.9±0.74 

11 0 -1.68 0 10 40 7 14.8±0.28 

12 0 1.68 0 10 60 7 18.1±0.14 

13 0 0 -1.68 10 50 5 14.2±0.60 

14 0 0 1.68 10 50 8.5 14.4±0.76 

15 0 0 0 10 50 7 21.6±0.87 

16 0 0 0 10 50 7 20.6±0.55 

17 0 0 0 10 50 7 20.7±0.17 

หมายเหตุ ค่าระดับการย่อยของโปรตีน (DH (%)) แต่ละค่าแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SD (n=3) 
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สำหรับการพิจารณาความเหมาะสมของสมการสามารถพิจารณาได้จากค่า coefficient of 

determination (R2) เป็นค่าที่ใช้ในการอธิบายวาสมการถดถอยที่ได้สามารถใช้อธิบายความสัมพันธ

ระหว่างตัวแปร จากผลการวิเคราะห์ทางสถิติ  พบว่าสมการที่ 4.1 มีค่า R2 เท่ากับ 0.967 หมายถึง

สมการนี้สามารถอธิบายความผันแปรของค่าตัวแปรตอบสนองได้ 96.7% ซึ่งสมการสามารถทำนายค่า

ระดับการย่อยของโปรตีนได้ใกล้เคียงกับผลที่ได้จากการทดลอง อย่างไรก็ตามในการหาสภาวะที่

เหมาะสมโดยการใช้สมการถดถอยเชิงเส้นโค้งมีความจำเป็นต้องพิจารณาความเหมาะสมของสมการ

จากค่า lack of fit ร่วมกับค่า p-value ควบคู่ไปด้วย ซึ่งค่า lack of fit ที่เหมาะสมจะต้องมากกว่า 

0.05 และค่า p-value ที่เหมาะสมจะต้องมีค่า ≤ 0.05 ซึ่งสมการที่ 4.1 มีค่า p-value เท่ากับ 0.001

ซึ่งน้อยกว่า 0.05 และมีค่า lack of fit เท่ากับ 0.294 แสดงว่าสมการมีความเหมาะสมในการอธิบาย

สภาวะที่เหมาะสมของกระบวนการไฮโดรลิซิส (p≤0.05)  

 

ตารางท่ี 4.3 p-value ของปัจจัยต่าง ๆ ทีส่่งผลต่อระดบัการย่อยโปรตีนไฮโดรไลเสต 

source p-value 

model 0.001* 
x

1
 – E/S 0.996 

x
2
 - temperature 0.001* 

x
3
 - pH 0.000* 

x
1

2
 0.065 

x
2

2
 0.001* 

x
3

2
 0.000* 

x
1
x

2
 0.069 

x
1
x

3
 0.664 

x
2
x

3
 0.880 

lack of fit 0.294 
หมายเหตุ * หมายถึง เป็นปัจจัยที่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ (p-value ≤ 0.05) 
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จากผลการวิเคราะห์ในตารางที่ 4.3 พบว่าปัจจัยด้านอัตราส่วนความเข้มข้นของเอนไซม์ต่อ

สารตั้งต้น (E/S) ไม่ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงต่อระดับการย่อยของโปรตีนอย่างมีนัยสำคัญ (p-

value>0.05) ส่วนปัจจัยด้านอุณหภูมิและค่า pH มีค่า p-value น้อยกว่า 0.05 ซึ ่งส่งผลต่อการ

เปลี่ยนแปลงต่อระดับการย่อยของโปรตีนอย่างมีนัยสำคัญ (p-value≤0.05) จึงแทนค่า E/S เป็น

ค่าคงที่ลงในสมการที่ 4.1 จะได้เป็นสมการที่ 4.2 นำสมการที่ 4.2 ประกอบด้วย 2 ปัจจัยคืออุณหภูมิ

และค่า pH หาสภาวะที่เหมาะสมโดยใช้วิธีพื้นผิวตอบสนองเพื่อวิเคราะห์ผลของแต่ละตัวแปรต่อ

ระดับการย่อยของโปรตีนต่อไป จากรูปที่ 4.1 เป็นกราฟที่แสดงพื้นผิวตอบสนอง surface plot (ก) 

และ contour plot (ข) ที่ได้จากความสัมพันธ์ระหว่างอุณหภูมิและค่า pH ตามลำดับ โดยกำหนดให้

อัตราส่วนของเอนไซม์ต่อสารตั้งต้น (E/S) คงที่ที่ 10 LAPU/g protein พบว่าอุณหภูมิประมาณ 50 

°C และ pH ประมาณ 7 จะให้ค่าระดับการย่อยของโปรตีนสูงที่สุด 

DH = -196.47 + 4.61 x2 + 28.75 x3 - 0.04 x2
2 – 2.06 x3

2 - 0.009x2x3  (สมการที่ 4.2) 

ในการตรวจสอบความถูกต้องของสมการ (validation) สามารถทำโดยการเปรียบเทียบ

ค่าเฉลี่ยของค่า DH ที่ได้จากการทดลองที่สภาวะเหมาะสมจากการทำนายโดยใช้สมการที่ 4.1 ทดลอง

โดยใช้สภาวะในกระบวนการไฮโดรลิซิสของโปรตีนที่ทดลองจริงคือ  ความเข้มข้นของเอนไซม์ 10 

LAPU/g protein อุณหภูมิ 50 °C และ pH 7 ได้ค่าเฉลี่ยของระดับการย่อยโปรตีนคือ 20.97±0.86% 

และเมื่อเทียบจากการแทนค่าในสมการซึ่งได้ค่าเท่ากับ 21.4% และเมื่อพิจารณาค่าความแตกต่างของ

ค่าที่ได้จากการทดลองและค่าที่ได้จากการแทนค่าในสมการพบว่าค่าทั้ง 2 นี้มีความแตกต่างเท่ากับ 

0.43% โดยความคลาดเคลื่อนโดยเปรียบเทียบค่าที่ได้จากการทำนายด้วยสมการแบบจำลองทาง

คณิตศาสตร์ กับค่าที่ได้จากการทดลองจริงคิดเป็นร้อยละ 2.06 ซึ่งไม่เกินร้อยละ 10 ดังนั้น สมการที่ 

4.1 เป็นสมการที่สามารถนำไปใช้ในการทำนายและอธิบายผลของตัวแปรทั้งสองตัวแปรคือ อุณหภูมิ 

และค่า pH ได ้ 
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 จากการคัดเลือกสภาวะที่เหมาะสมของกระบวนการไฮโดรลิซิสโปรตีนจากกุ้งฝอยและนำ

สภาวะดังกล่าวไปทดสอบพบว่า ระดับการย่อยของโปรตีนที่วิเคราะห์ได้มีค่าเป็น 20.97±0.86% ซึ่ง

ผลการทดลองมีความสอดคล้องกับการศึกษาของ Huang et al. (2010) ที่รายงานผลการย่อยโปรตนี

จากกุ้งโดยใช้ฟลาโวไซม์ควบคุมสภาวะการย่อยที่ pH 7 อุณหภูมิ 50 °C พบว่าที่ระยะเวลา 5 ช่ัวโมง

ระดับการย่อยของโปรตีนมีค่าเพิ่มสูงขึ้นอยู่ในช่วง 20-25% ในขณะที่งานวิจัยของ Nilsang et al. 

(2005) ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการดัดแปรกลิ่นรสของโปรตีนจากน้ำนึ่งปลาทูน่าที่เป็นผล

พลอยได้จากอุตสาหกรรมการผลิตปลาทูน่ากระป๋องด้วยฟลาโวไซม์  โดยใช้ response surface 

รูปท่ี 4.1 ก) surface plot และ ข) contour plot ของระดับการย่อยของโปรตีน (DH) ที่แปรปจัจัยระหว่าง
อุณหภูมิและค่า pH  

ก) 

ข) 
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methodology กำหนด 3 ปัจจัย ได้แก่ อุณหภูมิ (45-60°C) ความเข้มข้นของเอนไซม์ (1-5 %w/w) 

และระยะเวลาในการเกิดไฮโดรลิซิส (1-6 ชั่วโมง) พบว่าการย่อยโปรตีนจากน้ำนึ่งปลาโดยใช้ความ

เข้มข้นของฟลาโวไซม์ 50 LAPU/g Protein ที่อุณหภูมิ 45°C เป็นระยะเวลาในการย่อย 6 ช่ัวโมงเป็น

สภาวะที่เหมาะสมของกระบวนการไฮโดรลิซิส เนื่องจากมีค่าระดับการย่อยของโปรตีนสูงที่สุดเป็น

ร้อยละ 62 แสดงให้เห็นว่าปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อระดับการย่อยของโปรตีน ได้แก่ ปริมาณความเข้มข้น

ของเอนไซม์เป็นปัจจัยที่ส่งผลต่ออัตราเร็วในการย่อยโปรตีนเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของเอนไซม์ให้มาก

ข้ึนจะทำให้อัตราเร็วของปฏิกิริยาเพิ่มข้ึน ในขณะเดียวกันในสภาวะที่มีปริมาณเอนไซม์ที่มากเกินพอ

ปฏิกิริยาจะเริ่มคงที่และลดลงตามลำดับเนื่องจากปรมิาณโปรตีนตั้งต้นลดลงและเปลีย่นรูปเปน็กรดอะ

มิโนอิสระหรือเปปไทด์, สำหรับปัจจัยด้านอุณหภูมิมีผลต่อประสิทธิภาพการทำงานของเอนไซม์เพราะ

อัตราเร็วของปฏิกิริยาที่เร่งด้วยเอนไซม์จะผันแปรตามอุณหภูมิ และอุณหภูมิยังมีอิทธิพลต่อความคง

ตัวของเอนไซม์ หากอุณหภูมิสูงเกินไปจะทำใหโ้ปรตีนเสียสภาพธรรมชาติและมีผลทำให้ความสามารถ

ในการเร่งปฏิกิริยาสูญเสียไปด้วย เนื่องจากโครงสร้างที่ตำแหน่งเร่งปกฺกิริยาเปลี่ยนไป, ปัจจัยของค่า 

pH จะมีผลต่อการทำงานของเอนไซม์ส่งผลต่อการแตกตัวของไอออนบริเวณเร่งของเอนไซม์ 

องค์ประกอบของโปรตีนตั้งต้น  

นอกจากนี้ปัจจัยด้านความจำเพาะของเอนไซม์เป็นอีกหนึ่งปัจจัยที่สำคัญต่อระดับการย่อย

โปรต ีน จากการรายงานของ Merz et al. (2015) และ Grossman et al. (2019) อธิบายถึง

ความจำเพาะของฟลาโวไซม์ว่า เป็นเอนไซม์แบบผสมโดยที่เอนไซม์กลุ ่ม aminopeptidases, 

dipeptidyl peptidases และ endopeptidases เป็นกลุ่มที่มีการทำงานแบบ endoprotease และ 

exopeptidase ซึ่งเอนไซม์เร่งปฏิกิริยาการย่อยโปรตีนภายในโมเลกุลโปรตีนอย่างสุ่มเพื่อให้เกิดเปป

ไทด์สายสั้น จากนั้นจึงเกิดการเร่งปฏิกิริยาการย่อยพันธะเปปไทด์จากทางด้านปลายสายทำใหม้วล

โมเลกุลของโปรตีนมีขนาดเล็กลงอีกทั้งยังได้ผลิตภัณฑ์จากกระบวนการนี้เป็นเปปไทด์สายสั้นและ

กรดอะมิโนอิสระ (Imm et al., 1999; Fu et al., 2019)    ค่าระดับการย่อยของโปรตีนจึงเป็นตัว

แปรหนึ่งที ่ใช้บ่งบอกถึงการถูกย่อยของโปรตีนกลายเป็นเปปไทด์สายสั ้นและกรดอะมิโนอิสระ 

นอกจากนี้ยังมีวิธีการอื่นๆที่สามารถบ่งบอกถึงการถูกย่อยของโปรตีน เช่น การวิเคราะห์การกระจาย

ตัวและน้ำหนักโมเลกุลของโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE, การวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนอิสระด้วย

เทคนิค High-performance liquid chromatography (HPLC) และ การวิเคราะห์โดยใช้วิธีการ

ทดสอบทางประสาทสัมผัส เป็นต้น 
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เมื่อพิจารณาผลการวิเคราะห์ระดับการย่อยของโปรตีนที่สภาวะที่เหมาะสมร่วมกับการการ

กระจายตัวของโมเลกุลโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE ซึ่งเป็นวิธีการวิเคราะห์น้ำหนักโมเลกุลของโปรตีน

และเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐานเพื ่อให้สามารถระบุชนิดของโปรตีนที่ เป็นองค์ประกอบใน

ตัวอย่าง โดยใช้หลักการเคลื่อนที่ของโมเลกุลโปรตีนซึ่งเป็นโปรตีนที่ละลายในบัฟเฟอร์ที่มีประจุเป็น

ลบ เมื่อให้กระแสไฟฟ้าทำให้โมเลกุลโปรตีนเกิดการเคลื่อนที่บนแผ่นเจลตามประจุไฟฟ้าไปสู่ข้ัวบวก

ทำให้เกิดการกระจายตัวแยกกันตามขนาดของโมเลกุล โดยที่โปรตีนที่มีน้ำหนักโมเลกุลน้อยจะ

เคลื่อนที่บนเจลได้เร็วกว่าโปรตีนที่มีน้ำหนักโมเลกุลมาก สำหรับการวิเคราะห์การกระจายตัวของ

โมเลกุลโปรตีนในตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสตเริ่มต้นจากการนำโปรตีนมาเจือจางเพื่อให้มีปริมาณ

ความเข้มข้นของโปรตีนประมาณ 6 mg/mL จากนั้นผสมกับบัฟเฟอร์เพื่อให้โปรตีนมีสภาพขั้วเป็น

ประจุลบ จากนั้นให้กระแสไฟฟ้าเพื่อให้เกิดการกระจายตัวของโปรตีน  

จากผลการวิเคราะห์ซึ่งแสดงในรูปที่ 4.3 โดยแถวที่ 1 แสดงแถบโปรตีนมาตรฐานที่มีน้ำหนัก

โมเลกุลอยู่ในช่วง 10-235 kDa แถวที่ 2 แสดงแถบโปรตีนจากกุ้งฝอยที่ไม่ผ่านกระบวนการไฮโดรลิ

ซิส และแถวที่ 3 แสดงแถบโปรตีนจากกุ้งฝอยที่ผ่านกระบวนการไฮโดรลิซิสด้วยฟลาโวไซม์ที่สภาวะ

เหมาะสม พบว่าโปรตีนกลุ่มหลักที่พบในแถวที่ 2 และ 3 พบว่าประกอบด้วยโปรตีนหลัก 4 แถบที่มี

น้ำหนักโมเลกุลต่างๆ ดังนี ้ 109 kDa, 53 kDa, 44 kDa และ 38 kDa โดยสามารถระบุชนิดของ

โป ร ต ี นต ามน ้ ำห น ั ก โ ม เล ก ุ ล  ด ั ง น ี ้  paramyosin (90-110 kDa), actin (40-55 kDa) และ 

tropomyosin (34-38 kDa) ตามลำดับ ซึ่งเป็นโปรตีนที่พบในสัตว์น้ำเปลือกแข็งกลุ่มครัสเตเชียน 

(Srinroch et. al., 2015) สำหรับโปรตีนที่ผ่านกระบวนการไฮโดรลิซิสในแถวที่ 3 ปรากฏแถบโปรตีน

ที่มีน้ำหนักโมเลกุลแตกต่างกัน 6 แถบ ได้แก่ 109 kDa, 53 kDa, 44 kDa, 38 kDa,  31 kDa และ 

26 kDa โดยแถบโปรตีนที่มีน้ำหนักโมเลกุล 31 และ 26 kDa เป็นแถบโปรตีนที ่เกิดขึ ้นเพิ่มเติม

แตกต่างจากโปรตีนไม่ผ่านกระบวนการไฮโดรลิซิส ซึ่งแถบโปรตีนที่เกิดข้ึนมีความเป็นไปได้ว่าจะเป็น

โปรตีนประเภท sarcoplasmic calcium-binding protein และ myosin light chain (Wu et al., 

2015; Iwaniak et al., 2016) เนื่องจากเกิดการเสียสภาพธรรมชาติและกระบวนการไฮโดรลิซิสของ

โปรตีน โดยที่ระหว่างกระบวนการย่อยโปรตีนมีการใช้อุณหภูมิที่ สูงเป็นหตุให้โปรตีนเสียสภาพ

ธรรมชาติ นอกจากนั้น การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิส่งผลให้โปรตีนเกิดการคลายตัวทำให้อาจมี

โปรตีนขนาดเล็ก เปปไทด์สายสั้น หรือกรดอะมิโนอิสระหลุดออกมาและทำให้เห็นแถบโปรตีนที่มี

น้ำหนักโมเลกุลน้อยลง ในขณะเดียวกันโปรตีนบางส่วนอาจถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม์กลายเปน็โปรตนี

ที่มีน้ำหนักโมเลกุลเล็ก เปปไทด์สายสั้น และกรดอะมิโนอิสระ จึงทำให้พบแถบโปรตีนที่มีน้ำหนัก
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โมเลกุลเล็กเกิดขึ้นได ้ซึ่งผลการทดลองนี้มีความสอดคล้องกับงานวิจัยของ ศรีภาพรรณ ธาระนารถ 

และคณะ (2563) ที่ศึกษาขนาดและรูปแบบของโปรตีนที่สกัดได้จากกุ้งกุลาดำด้วยวิธี SDS-PAGE 

พบว่ากุ้งกุลาดำประกอบด้วยโปรตีนที่มีน้ำหนักโมเลกุล ดังนี้ 104 kDa, 74 kDa, 58 kDa, 28 และ 

23 kDa และงานวิจัยของ Shao et al. (2018) ที่ศึกษาอิทธิพลของการใช้ความร้อนและความดนัใน

กระบวนการแปรรูปอาหารต่อการเปลี่ยนแปลงด้านเนื้อสมัผัส รูปแบบการกระจายตัวของโปรตีน และ

สมบัติทางเคมีกายภาพของโปรตีนจากกุ้งแดงหรือกุ้งญี่ปุ่น (Procambarus clarkia) ซึ่งเป็นกุ้งน้ำจืด

จำพวกเครย์ฟิช จากการรายงานผลการวิเคราะหร์ูปแบบการกระจายตัวของแถบโปรตีนพบว่า โปรตีน

หลักที่พบในกุ้งแดงประกอบด้วย 2 ชนิด คือ myosin heavy chain (MHC) 220 kDa และ actin 

44.3 kDa และยังปรากฏแถบโปรตีนชนิดอื่นๆ ซึ่งเป็นแถบสีอ่อน ได้แก่ paramyosin ที่ 100 kDa, 

tropomyosin ที่ 36 kDa, troponin ที่ 33 kDa, และ myosin light chains (MLC) ที่ 15-24 kDa 

และแถบสีของโปรตีนจะมีสีจางลงในตัวอย่างที่ได้รับความร้อนและความดันเพิ่มมากขึ้น  (200-500 

MPa) ซึ่งเกิดจากการที่โครงสร้างของโปรตีนเปลี่ยนไปจากสภาพธรรมชาติในระหว่างกระบวนการ

แปรรูปด้วยความร้อนร่วมกับความดัน เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบกับโปรตีนจากกุ ้งแดงที ่ไม่ผ่าน

กระบวนการให้ความร้อน 

นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยที่ศึกษาและอธิบายเกี่ยวกับอิทธิพลของกระบวนการไฮโดรลิซิสที่

ส ่งผลต่อการเปลี ่ยนแปลงรูปแบบการกระจายตัวและน้ำหนักโมเลกุลของโปรตีนในระหว่าง

กระบวนการหมักจากงานวิจัยของ Pongsetkul et al. (2017) ได้รายงานรูปแบบการกระจายตัวของ

โปรตีนของกุ้งฝอยที่วิเคราะห์ด้วยวิธี SDS-PAGE และระบุชนิดของโปรตีนหลักที ่พบ 2 ชนิด คือ 

myosin heavy chain (205 kDa) และ actin (45 kDa) เม ื ่ อนำก ุ ้ งฝอยแปรร ูปเป ็นกะป ิด ้วย

กระบวนการหมักเกลือเป็นเวลา 30 วัน พบแถบโปรตีนที่มีน้ำหนักโมเลกุลต่ำกว่า 30 kDa เพิ่มขึ้น 

โดยในระหว่างกระบวนการหมักเกิดกระบวนการ autolysis ของโปรตีนโดยที่ myosin heavy chain 

จะถูกย่อยเป็นโปรตีนโมเลกุลเล็ก เช่น actin, troponin และ tropomyosin เป็นต้น กระบวนการ

ไฮโดรลิซิสทำให้โปรตีนจากสัตว์น้ำปรากฏแถบโปรตีนน้ำหนักโมเลกุลต่ำในช่วง 16-66 kDa เพิ่มขึ้น

เมื่อเปรียบเทียบกับโปรตีนตั้งต้น (Choi et al., 2009; Cai et al., 2016)  
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หมายเหตุ แถวที่ 1 โปรตีนมาตรฐานที่มีน้ำหนักโมเลกุลอยู่ในช่วง 10-235 kDa, แถวที่ 2 โปรตีนที่ไม่ผ่าน
กระบวนการไฮโดรลิซิส และแถวที่ 3 โปรตีนที่ผ่านกระบวนการไฮโดรลิซิสด้วยสภาวะเหมาะสม 

องค์ประกอบของกรดอะมิโนอิสระที่พบในตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสตเป็นสารตั้งต้นสำคัญที่
ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางประสาทสัมผัสของโปรตีนไฮโดรไลเสต ซึ่งผู้บริโภคสามารถรบัรู้
รสชาติของผลิตภัณฑ์ที่มีกรดอะมิโนอิสระได้มากกว่าการที่กรดอะมิโนอยู่ในรูปของส่วนประกอบบน
สายเปปไทด์หรือภายในโครงสร้างของโปรตีน สำหรับการวิเคราะห์องค์ประกอบของกรดอะมิโนอิสระ
ของโปรตีนไฮโดรไลเสตโดยใช้เทคนิค high-performance liquid chromatography (HPLC) และ
คำนวณปริมาณกรดอะมิโนที่พบในตัวอย่างโดยการเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดอะมิโน   
แต่ละชนิดแสดงผลการวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของกรดอะมิโนอิสระที่พบในตัวอย่งาควบคุมซึ่งใช้
เป็นน้ำต้มกุ้ง และตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ได้จากสภาวะที่เหมาะสม แสดงผลในตารางที่ 4.4 
พบว่าในตัวอย่างมีกรดอะมิโนเป็นองค์ประกอบทั้งหมด 17 ชนิด ได้แก่ alanine, arginine, aspartic 
acid, cysteine, glutamic acid, glycine, histidine, isoleucine, leucine, lysine, methionine, 
phenylalanine, proline, serine, threonine, tyrosine และ valine โดยหลังจากกระบวนการ
ไฮโดรลิซิสพบว่า ผลรวมของปริมาณกรดอะมิโนอิสระทั้งหมดของโปรตีนไฮโดรไลเสตเพิ่มขึ้นเป็น 
142.53±5.08 mg/ 100 g protein เมื่อเปรียบเทียบกับน้ำต้มกุ้งที่เป็นตัวอย่างควบคุม 48.84±2.68 
mg/ 100 g protein เมื่อพิจารณาร่วมกับผลการวิเคราะห์การกระจายตัวของน้ำหนักโมเลกุลที่มี
น้ำหนักโมเลกุลขนาดเล็กเกิดข้ึนหลังจากกระบวนการย่อยด้วยฟลาโวไซม์ แสดงว่าโปรตีนที่มีน้ำหนัก
โมเลกุลขนาดเล็กที่เกิดข้ึนอาจจะเป็นเปปไทด์และกรดอะมิโนอิสระ โดยที่กรดอะมิโนอิสระกลุ่มที่ไม่
ชอบน้ำ (hydrophobic amino acid) ที ่พบในตัวอย่างโปรตีนไฮโดรเลตมีปริมาณเพิ ่มขึ ้น เช่น 

รูปท่ี 4.2 การกระจายตัวของโมเลกลุโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE 
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glycine (11.52±1 . 04 ), leucine (17.47±1.75), isoleucine (6.91±0.63), proline (7.90±0.20), 
methionine (8.91±0.45), phenylalanine (10.28 ±0.89) และ valine (6.90±0.17) เป็นต้น จาก
ผลการทดลองที่ได้สอดคล้องกบังานวิจัยของ Imm and Lee (1999) ที่ศึกษาการใช้ฟลาโวไซม์ในการ
ย่อยโปรตีนจากเนื้อปลา red hake เพื่อผลิตสารให้กลิ่นรสทะเล โดยนำโปรตีนที่สกัดได้จากส่วนหัว
และไส้ปลา red hake มาย่อยด้วยเอนไซม์ที่สภาวะ pH 6.8 อุณหภูมิ 55°C และอัตราส่วนบัฟเฟอร์
ต่อสารตั้งต้นเป็น 2:5 ผลการวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนอิสระพบว่า การใช้ฟลาโวไซม์ในการย่อย
โปรตีนส่งผลต่อการเปลีย่นแปลงปรมิาณของกรดอะมิโนอิสระเพิ่มข้ึนอย่างมีนัยสำคัญ โดยกรดอะมิโน
กลุ่มที่เพิ่มขึ้นส่วนใหญ่เป็นกรดอะมิโนกลุ่มที่ไม่ชอบน้ำ เช่น alanine, leucine, isoleucine และ 
methionine เป็นต้น และผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสด้วยวิธี descriptive analysis พบว่า 
โปรตีนไฮโดรไลเสตมีระดับคะแนนความเข้มด้านรสอูมามิและรสหวานเพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับ
ตัวอย่างควบคุม เมื่อเปรียบเทียบกับตัวอย่างควบคุม โดยการเพิ่มขึ้นของกรดอะมิโนอิสระกลุ่มที่ไม่
ชอบน้ำอาจเกิดจากอิทธิพลของการใช้เอนไซม์ในกระบวนการไฮโดรลิซิส (Grossman et al., 2019)  
จากการรายงานของ Cheung et al. (2015) อธิบายว่าเอนไซม์กลุ่ม aminopeptidase ที่มีกิจกรรม
ของเอนไซม์แบบ exopeptidase มีความจำเพาะต่อตำแหน่งเร่ง โดยเอนไซม์จะเข้าจับกับบริเวณ
ปลายสายเปปไทด์ กรดอะมิโนที่อยู่บริเวณปลายสายเปปไทด์โดยส่วนใหญ่จะเป็นกรดอะมิโนกลุม่ที่ไม่
ชอบน้ำจะหลุดออกเป็นกรดอะมิโนอิสระ ดังนั้น โปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผ่านกระบวนการย่อยด้วยฟลา
โวไซม์ซึ่งเป็นเอนไซม์แบบผสมที่มกีิจกรรมเอนไซม์ทั้งแบบ endoproteases และ exopeptidase จึง
ส่งผลต่อการเพิ่มข้ึนของกรดอะมิโนอิสระกลุ่มที่ไม่ชอบน้ำของโปรตีนที่ผ่านกระบวนการย่อยด้วยฟลา
โวไซม์การจัดเรียงตัวของกรดอะมิโนกลุ ่มไม่ชอบน้ำที ่บริเวณปลายสายเปปไทด์ได้ ( Idowu and 
Benjakul, 2019; Yang et al., 2019; Zhang et al., 2019) ซึ่งผลของการเพิ่มขึ้นของกรดอะมิโน
อิสระกลุ่มที่ไม่ชอบน้ำในตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสต สอดคล้องกับงานวิจัยของ Qi et al. (2017) ได้
ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมของการใช้ฟลาโวไซม์ในการผลิตสารให้กลิ ่นรสทะเลด้วยวิธีการย่อย
โปรตีนจากสาหร่าย Undaria pinnatifida โดยใช้ response surface methodology กำหนด
ปัจจัยด้านระยะเวลา 1- 24 ช่ัวโมง ปริมาณความเข้มข้นของเอนไซม์ต่อตัวอย่าง 1-10% (%w/w) 
กำหนดตัวแปรอิสระเป็นระดับการย่อยของโปรตีนและปริมาณผลผลิต พบว่าการใช้เอนไซม์ 7% ที่
ระยะเวลา 18 ช่ัวโมงเป็นสภาวะที่เหมาะสม ซึ่งจากการวิเคราะห์องค์ประกอบของกรดอะมิโนอิสระ
พบว่า โปรตีนไฮโดรไลเสตมีปริมาณของกรดอะมิโนอิสระเพิ่มสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับตัวอยา่งที่ไม่
ผ่านการย่อย โดยที่กรดอะมิโนอิสระที่เพิ่มสูงที่สุด 5 ชนิด ได้แก่ alanine, glutamic acid, aspartic 
acid, proline และ glycine เป็นต้น จะเห็นว่า alanine, proline และ glycine เป็นกรดอะมิโนกลุม่
ที่ไม่ชอบน้ำมีปริมาณเพิ่มข้ึนซึ่งเกิดจากความจำเพาะต่อตำแหน่งเร่งปฏิกิริยาของฟลาโวไซม์ที่บริเวณ
ปลายของสายเปปไทด์ การใช้เอนไซม์ในการย่อยโปรตีนยังส่งผลให้ผลการทดสอบทางประสาทสัมผัส
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ด้วยวิธี descriptive analysis พบว่า โปรตีนที ่ผ ่านการย่อยด้วยฟลาโวไซม์มีระดับความเข้ม 
(intensity) ด้านกลิ่นสาหร่ายและรสอูมามิเพิ่มสูงขึ้นซึ่งเกิดจากการเพิ่มขึ ้นของกรดอะมิโนอิสระ  
glutamic acid และ aspartic acid ซึ่งป็นกรดอะมิโนที่มีรสอูมามิ และนอกจากนี้ การเพิ่มขึ้นของ
กรดอะมิโนอิสระส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงด้านกลิ่นและรสชาติของโปรตีนไฮโดรไลเสต โดยกรดอะมิ
โนอิสระที่ให้รสหวานของกุ้ง ได้แก่ glycine และ proline เพิ่มข้ึนเป็น 11.52±1.04 และ 7.90±0.20 
mg/100 g protein ตามลำดับ รวมถึงกรดอะมิโนอิสระที่เกิดขึ้นจะเป็นสารตั้งต้นสำคัญในการเกิด
กล ิ ่นก ุ ้ งปร ุงส ุกของสารให ้กล ิ ่นกลุ ่ม  ketone ซ ึ ่ ง เก ิดจากปฏิก ิร ิยา strecker degradation              
ของกรดอะมิโนในระหว่างกระบวนการให้ความร้อน  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

48 
 

ตารางท่ี 4.4 องค์ประกอบของกรดอะมิโนอิสระ (mg/ 100 g protein) ของโปรตีนไฮโดรไลเสต 

หมายเหต ุค่าแต่ละค่าแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SD (n=3) 

 

 

 

 

 

 

 

compound control hydrolysate 
alanine 8.78±1.20 7.23±0.62 
arginine 9.51±0.65 12.58±1.12 
aspartic acid 0.75±0.11 2.48 ±0.18 
cysteine 0.08±0.09 0.25±0.02 
glutamic acid 3.38±0.52 6.32±0.39 
glycine 6.90±0.30 11.52±1.04 
histidine 0.34±0.06 7.01±9.65 
isoleucine 1.98±0.44 6.91±0.63 
leucine 3.87 ±0.24 17.47±1.75 
lysine 3.56±0.06 10.20 ±1.31 
methionine 3.05±0.90 8.91±0.45 
phenylalanine 2.91±0.60 10.28 ±0.89 
proline 2.06±0.33 7.90±0.20 
serine 1.95±0.24 4.25±0.39 
threonine 1.13±0.95 5.10 ±0.26 
tyrosine 2.64±0.39 4.19±0.23 
valine 2.70±0.38 6.90±0.17 
total 48.84±2.68 142.53±5.08 
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4.1.3 การทดสอบคณุภาพทางประสาทสมัผัสของโปรตีนไฮโดรไลเสต  

กระบวนการย่อยของโปรตีนส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงด้านกลิ่นรสและรสชาติของโปรตีน

ไฮโดรไลเสต การทดสอบทางประสาทสัมผัสเป็นวิธีการที่ใช้บ่งบอกถึงการเปลี่ยนแปลงด้านกลิ่นและ

กลิ่นรสและรสชาติของผลิตภัณฑ์ได้จากการประเมินของผู้ทดสอบ ในการทดสอบทางประสาทสัมผัส

ของตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสตจะทำการทดสอบ 2 วิธี ได้แก่ วิธี 9-point hedonic test ซึ่งเป็นการ

ทดสอบทั้งด้านความชอบของผู้บริโภค และวิธี quantitative descriptive analysis (QDA) เพื่อใช้

ในการอธิบายถึงลักษณะของตัวอย่างอีกทั้งยังเป็นวิธีการที่สามารถประเมินเชิงปริมาณโดยใชร้ะดับ

ความเข้มของลักษณะนั้นๆ  

สำหรับผลการทดสอบการยอมรับของผู้บริโภคต่อผลิตภัณฑ์โปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผลิตได้จาก

สภาวะที่เหมาะสมด้วยวิธี 9-point hedonic test โดยใช้ผู้ทดสอบที่ไม่ผ่านการฝึกฝนจำนวน 30 คน 

(ชาย 17 คนและหญิง 13 คน) อายุ 20-35 ปี จากภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เตรียมตัวอย่างโดยนำตัวอย่างน้ำต้มกุ้งซึ่งใช้เป็นตัวอย่างควบคุม และ

ตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผลิตจากสภาวะที่เหมาะสมไปให้ความร้อนด้วยวิธีการฆ่าเชื้อแบบพาส

เจอร์ไรส์ จากนั้นบรรจุลงในถ้วยชิมพลาสติกแบบมีฝาปิด ติดรหัสของตัวอย่าง และเสิร์ฟให้ผู้ทดสอบ

ชิมและประเมินให้คะแนนตามความชอบโดยกำหนดช่วงระดับคะแนน 1 ถึง 9 คะแนน ผลการ

ทดสอบการยอมรับของผู้บริโภคด้านลักษณะปรากฏ กลิ่น กลิ่นรส รสชาติ และความชอบโดยรวมของ

ตัวอย่างควบคุมและโปรตีนไฮโดรไลเสตแสดงในตารางที่ 4.5  พบว่าตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสตได้รับ

คะแนนความชอบในด้านกลิ่นรส รสชาติ และความชอบโดยรวมมีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ 

(p≤0.05) โดยที่โปรตีนไฮโดรไลเสตมีคะแนนความชอบในระดับชอบปานกลางด้านกลิ ่นรสและ

ความชอบโดยรวมมีคะแนนเป็น7.10±1.12 และ 7.82±1.07 ตามลำดับ สำหรับความชอบด้านรสชาติ

มีคะแนนความชอบในระดับชอบมาก 8.03±0.57 ซึ่งมีระดับคะแนนที่สูงกว่าเมื ่อเปรียบเทียบกับ

ระดับคะแนนของตัวอย่างควบคุมซึ ่งมีคะแนนความชอบด้านกลิ ่นรสในระดับไม่ชอบเล็กน้อย 

4.37±0.96 ส่วนความชอบด้านรสชาติ และความชอบโดยรวมอยู่ในระดับเฉยๆ 5.24±0.79 และ 

5.76±0.33 ตามลำดับ ซึ ่งแสดงให้เห็นว่ากระบวนการย่อยโปรตีนด้วยฟลาโวไซม์ด้วยสภาวะที่

เหมาะสมส่งผลต่อผลคะแนนความชอบด้านต่าง ๆ ของผลิตภัณฑ์เมื่อเปรียบเทียบกับตัวอย่างควบคุม 

ซึ่งเกิดจากการที่โปรตีนไฮโดรไลเสตผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ทำให้มีเปปไทด์และกรดอะมิโนอิสระ

เพิ่มข้ึนโดยพิจารณาร่วมกับผลของการวิเคราะห์การกระจายตัวของน้ำหนักโมเลกุล และการวิเคราะห์
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ชนิดและปริมาณของกรดอะมิโนอิสระที่พบในตัวอย่าง โดยที่เปปไทด์สายสั้นและกรดอะมิโนอิสระทำ

หน้าที่เป็นสารที ่ให้กลิ่นและรสชาติของโปรตีนไฮโดรไลเสต จึงทำให้โปรตีนไฮโดรไลเสตมีระดับ

คะแนนด้านกลิ่นรสและรสชาติที่สูงกว่าตัวอย่างควบคุม ซึ่งตัวอย่างควบคุมที่ใช้เป็น้นำต้มกุ้งที่ผ่าน

กระบวนการให้ความร้อนแต่ไม่ผ่านกระบวนการย่อยโปรตีนซึ่งมีปริมาณของกรดอะมโินอิสระที่ต่ำกว่า

โปรตีนไฮโดรไลเสตจงึทำระดับความชอบในด้านรสชาติอยู่ในระดับไม่ชอบเล็กน้อย จากผลการทดลอง

แสดงให้เห็นถึงการยอมรับของผู ้บริโภคต่อผลิตภัณฑ์โปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผลิตได้จากสภาวะที่

เหมาะสม  

ตารางท่ี 4.5 ผลการทดสอบคุณภาพทางประสาทสัมผัสด้วยวิธี 9-point hedonic ของโปรตีน
ไฮโดรไลเสต 

attribute control hydrolysates 
     appearancens 6.14±0.52 6.31±0.19 
     aromans 6.11±0.48 6.59±0.80 
     flavor* 4.37±0.96 7.10±1.12 
     taste* 5.24±0.79 8.03±0.57 
     overall acceptability* 5.76±0.33 7.82±1.07 

หมายเหตุ ค่าแต่ละค่าแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SD (n=3), ns หมายถึง ค่าเฉลี่ยไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ (p>0.05) 

และ * หมายถึง ค่าเฉลี่ยมีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญเม่ือเทียบระหว่างตัวอย่างนำต้มกุ้งและโปรตีนไฮโดรไลเสต

ด้วยวิธีการทดสอบแบบ t-test (p≤0.05) 

สำหรับผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสโดยการทดสอบเชิงพรรณนาซึ่งประเมินความเข้ม 

(intensity) ของลักษณะต่าง ๆ ด้วยวิธี quantitative descriptive analysis ใช้ผู้ทดสอบจำนวน 12 

คน (ชาย 7 คนและหญิง 5 คน) อายุ 24-35 ปี จากภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ที ่ผ ่านการฝึกฝนโดยการชิมและดมตัวอย่างที่เกี ่ยวข้องและมีลักษณะ

ใกล้เคียงกับโปรตีนไฮโดรไลเสต กำหนดคำนิยามของลักษณะนั้น ๆ และคัดเลือกผลิตภัณฑ์อ้างอิง

พร้อมกำหนดระดับคะแนนความเข้มของผลิภัณฑ์อ้างอิง  เพื่อความแม่นยำในการประเมินจะต้อง

ฝึกฝนผู้ทดสอบทำการประเมินเพือ่ปรับระดับคะแนนให้อยู่ในมาตรฐานเดียวกันก่อนจากนั้นจึงจะใหผู้้

ทดสอบได้ทำการประเมินให้คะแนนตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสต  จากการรวบรวมแนวคิด กำหนดคำ

นิยามในการอธิบายลักษณะต่างๆ และผู้ทดสอบทั้ง 12 คนลงมติร่วมกันสามารถระบุลักษณะที่สำคัญ

ของผงโปรตีนไฮโดรไลเสตได้ทั้งหมด 5 ลักษณะ ได้แก่ กลิ่นกะปิ กลิ่นคาวอาหารทะเล กลิ่นกุ้งต้ม    
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รสเค็ม และรสอูมามิ ซึ่งผลิตภัณฑ์อ้างอิงและระดับคะแนนความเข้มของลักษณะนั้นๆแสดงในตาราง

ที่ 4.6 และให้ผู้ทดสอบได้ฝึกฝนให้คะแนนความเข้มแต่ละลักษณะของผลิตภัณฑ์อ้างอิงให้อยู ่ใน

มาตรฐานเดียวกันก่อน จากนั้นให้ผู้ทดสอบได้ทำการประเมินให้คะแนนตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสต  

จากการประเมินระดับความเข้มของแต่ละลักษณะของตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสตซึ่งแสดง

ในตารางที่ 4.7 พบว่า ระดับคะแนนความเข้มทั้ง 5 ลักษณะของโปรตีนไฮโดรไลเสตมีความแตกตา่ง

กับน้ำต้มกุ้งซึ่งใช้เป็นตัวอย่างควบคุมในการทดลองนี้ โดยที่โปรตีนไฮโดรไลเสตมีคะแนนความเข้มของ

ลักษณะกลิ่นกะปิ 7.22 ± 0.65, กลิ่นคาวอาหารทะเล 4.32 ± 0.77, กลิ่นกุ้งต้ม 8.41 ± 0.92, รสเค็ม 

3.60 ± 1.02 และรสอูมามิ 5.30 ± 0.72 เพิ่มสูงกว่าตัวอย่างควบคุมอย่างมีนัยสำคัญ (p≤0.05)      

โดยผลจากการทดสอบทางประสาทสัมผัสมีความสอดคล้องกับการผลการวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิ

โนอิสระ (ตารางที่ 4.4) ซึ่งพบว่าในตัวอย่างที่เพิ่มสูงข้ึนเมื่อผ่านกระบวนการไฮโดรลิซิส ซึ่งกรดอะมิโน

อิสระเพิ่มขึ้นนั้นเป็นสารตั้งต้นสำคัญที่ทำให้ลักษณะกลิ่นกะปิ กลิ่นคาวอาหารทะเล กลิ่นกุ้งต้ม      

รสเค็ม และรสอูมามิของโปรตีนไฮโดรไลเสตมีระดับความเข้มเพิ่มสงูข้ึน นอกจากนี้การให้ความร้อนใน

ระหว่างการผลิตยังส่งผลให้กรดอะมิโนอิสระ เปปไทด์สายสั้น และองค์ประกอบอื่นๆ ถูกใช้เป็นสารตั้ง

ต้นของปฏิกิริยาอื ่น ๆ เช่น Maillard reaction, thermal decarboxylation และ deamination 

เป ็นต้น ทำให้เก ิดสารประกอบของสารระเหยให้กลิ ่นทำให้เกิดกลิ ่นที ่มีความเฉพาะตัวของ          

อาหารนั ้น ๆ เพิ ่มขึ ้น (Fu et al., 2019) การเพิ ่มขึ ้นของกลิ ่น กลิ ่นรส และรสชาติของโปรตีน   

ไฮโดรไลเสตนั้นเกิดจากอิทธิพลของกระบวนการไฮโดรลิซิสที ่ส่งผลต่อการเพิ ่มขึ ้นของปริมาณ    

กรดอะมิโนอิสระซึ่งใช้เป็นสารตั้งต้นในการเกิดกลิ่น กลิ่นรส และรสชาติ  
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ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับงานวิจัยของ Simpson et. al. (1998) ที่ศึกษาหาสภาวะที่

เหมาสมของการย่อยโปรตีนจากเนื้อกุ้งด้วยเอนไซม์ไคโมซินและทริปซิน ผลการวิเคราะห์ปริมาณ

กรดอะมิโนอิสระพบว่า aspartic acid ซึ ่งเป็นกรดอะมิโนที่มีรสอูมามิเพิ ่มสูงขึ้นในขณะเดียวกัน

ปริมาณกรดอะมิโนอิสระที่มีรสขม เช่น arginine leucine และ lysine เป็นต้น ก็มีปริมาณเพิ่มสูงข้ึน

มากกว่าโปรตีนจากเนื้อกุ้งที่ไม่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ และผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสด้าน

ความเข้มของกลิ ่นพบว่า กลิ ่นของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเนื ้อกุ ้งมีแนวโน้มความเข้มสูงขึ้นเมื่อ

เปรียบเทียบกับตัวอย่างที่ไม่ผ่านกระบวนการไฮโดรลิซิส จากงานวิจัยของ Nilsang et al. (2005) ซึ่ง

รายงานผลการใช้ฟลาโวไซม์เพื่อดัดแปรกลิ่นรสของโปรตีนจากน้ำนึ่งปลาทูน่าที่เป็นผลพลอยได้จาก

อุตสาหกรรมการผลิตปลาทูน่ากระป๋องและประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัสโดยการให้คะแนน

ระดับความเข้มของแต่ละลักษณะเปรียบเทียบกับตัวอย่างอ้างอิง พบว่าการใช้ฟลาโวไซม์ส่งผล ให้

ระดับคะแนนความเข้มของรสขมเป็น 3.45 ± 1.8 ซึ่งต่ำกว่าระดับความเข้มของรสขมของสารละลาย

คาเฟอีนมาตรฐานที่มีคะแนน 5.60 ± 1.2 ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสตจากกุ้ง

ฝอยที่ได้จากการทดลองนี้เมื่อทำการทดสอบทางประสาทสัมผัสแล้วพบว่าไม่มีรสขมในตัวอย่างอาจ

เกิดจากการที่มีปริมาณกรดอะมิโนที่ทำให้รสขมมีปริมาณต่ำกว่า   ในระดับที่ผู้ทดสอบตรวจวัดได้หรือ

อาจเกิดจากการจัดเรียงตัวของกรดอะมโินกลุม่ที่ไมช่อบน้ำซึ่งเป็นกรดอะมโินที่มีรสขมบนสายเปปไทด์

ที่มีการจัดเรียงตัวอยู่ในโครงสร้างของโมเลกลุโปรตีน รวมถึงขนาดของเปปไทด์สายสั้นที่ได้มีขนาดที่ไม่

พอดีกับตำแหน่งของต่อมรับรสขมที่อยู ่บริเวณลิ้นอาจทำให้ผู ้ทดสอบไม่ได้รับรสขมระหว่างการ

ทดสอบตัวอย ่ างโปรต ีนไฮโดรไลเสต ( Idawu and Benjakul, 2019) จากการรายงานของ 

Laohakunjit et al. (2014) ได้อธิบายว่า โปรตีนตั ้งต้นที ่นำมาใช้ในการย่อยด้วยเอนไซม์นั ้นมี

ส่วนประกอบและการจัดเรียงตัวของโครงสร้างที่แตกต่างกันจึงทำให้ผลิตภัณฑ์ที่ได้มีกลิ่นรสและ

รสชาติที่แตกต่างกัน การใช้เอนไซม์ในการย่อยโปรตีนจึงเป็นวิธีการหนึ่งที่ช่วยปรับปรุงกลิ่นรสของ

ผลิตภัณฑ์ สามารถนำไปประยุกต์ใช้เป็นสารเสริมกลิ่นรสได้ โดยงานวิจัยของ Sinthusamran et al. 

(2019) ได้มีการนำผลิตภัณฑ์โปรตีนไฮโดรไลเสตจากกุ้งขาวแวนนาไมด์ไปประยุกต์ใช้เป็นสารเสริม

กลิ่นรสในขนมอบกรอบเมื่อทำการทดสอบคุณภาพทางประสาทสัมผัสของผลิตภัณฑ์พบว่า การเติม

โปรตีนไฮโดรไลเสตเป็นส่วนผสมในสูตรการผลิตขนมอบกรอบช่วยเพิ่มระดับคะแนนความชอบด้าน

กลิ่นรสและความชอบโดยรวมของขนมอบกรอบได้ นอกจากนี้ยังมีการนำโปรตีนไฮโดรไลเสตจากปลา 

(Aspevik et al., 2016) หอยแมลงภู ่  (Breternitz et al., 2017) สาหร ่าย (Laohakunjit et al., 

2011; Qi et al., 2017) ไปประยุกต์ใช้เป็นสารเสริมกลิ่นรสอาหารทะเลในผลิตภัณฑ์อาหารได้ 
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ตารางท่ี 4.7 ผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสของโปรตีนไฮโดรไลเสตด้วยวิธี quantitative 
descriptive analysis 

หมายเหตุ ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SD (n=3),  * หมายถึง ค่าเฉลี่ยมีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญเมื่อเทียบ

ระหว่างตัวอย่างนำต้มกุ้งและโปรตีนไฮโดรไลเสตด้วยวิธีการทดสอบแบบ t-test (p≤0.05) 

 

4.2 การศึกษาสภาวะการทำแห้งท่ีเหมาะสมของผงโปรตนีไฮโดรไลเสตด้วยการทำแห้งแบบพ่น

ฝอย 

โปรตีนไฮโดรไลเสตที่อยู่ในรูปแบบของของเหลวมีน้ำเป็นองค์ประกอบหลักสามารถเกิดการ

เสื่อมเสียได้ง่ายเมื่อถูกกระตุ้นด้วยสภาวะแวดล้อม เช่น ความร้อน ออกซิเจน แสง และจุลินทรีย์ เป็น

ต้น การห่อหุ้มด้วยเทคนิคการทำแห้งแบบพ่นฝอยจึงเป็นวิธีการหนึ่งที่จะช่วยรักษาเสถียรภาพของ

โปรตีนไฮโดรไลเสตและช่วยยืดอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์ ซึ่งอุณหภูมิที่ใช้ในกระบวนการทำ

แห้งแบบพ่นฝอยเป็นปัจจัยสำคัญที่มีอิทธิพลต่อคุณภาพทางเคมีและกายภาพของผลิตภัณฑ์หลังจาก

การทำแห้ง จึงได้มีการหาสภาวะอุณหภูมิที่เหมาะสมสำหรับการทำแห้งแบบพ่นฝอยของโปรตีน

ไฮโดรไลเสต โดยกำหนดปัจจัยอุณหภูมิขาเข้าของกระบวนการทำแห้งแบบพ่นฝอย 3 ระดับ คือ 120, 

150 และ 180°C จากนั้นนำโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผลิตจากสภาวะที่เหมาะสมมาผสมกับมอลโทเดกซ์

ทรินที ่ใช้เป็นสารห่อหุ ้มในอัตราส่วนโปรตีนไฮโดรไลเสตต่อมอลโทเดกซ์ทรินเป็นร้อยละ 70:30 

(%w/w) ทำให้ส่วนผสมเป็นอิมัลชันด้วย homogenizer จากนั้นนำไปทำแห้งและวิเคราะห์คุณภาพ

ของผงโปรตีนไฮโดรไลเสต 

attributes control hydrolysate 

กลิ่น   

กะปิ* 3.28 ± 0.36 7.22 ± 0.65 

คาวอาหารทะเล* 2.24 ± 0.81 4.32 ± 0.77 

กุ้งต้ม* 9.22 ± 0.43 11.03 ± 0.29 

รสชาต ิ   

เค็ม* 1.07± 0.67 3.60 ± 1.02 

อูมามิ* 1.83 ± 0.52 5.30 ± 0.72 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

55 
 

 
 

4.2.1 วิเคราะห์คณุภาพทางเคมีและกายภาพของผงโปรตนีไฮโดรไลเสต 

 ผลการวิเคราะห์ปริมาณผลผลิตและคุณภาพทางเคมีและกายภาพของผงโปรตีนไฮโดรไลเสต 
ได้แก่ ปริมาณความชื้นและกิจกรรมของน้ำ (aw) แสดงในตารางที่ 4.8  โปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผ่าน
กระบวนการทำแห้งด้วยอุณหภูมิขาเข้าของกระบวนการทำแห้งแตกต่างกัน 3 ระดับ ได้แก่ 120, 150 
และ 180°C พบว่า ปริมาณร้อยละผลผลิตของผงโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ได้อยู่ในช่วงร้อยละ 62.08 ถึง 
72.41 โดยที่อุณหภูมิ 150 °C มีปริมาณร้อยละผลผลิตสูงที่สุด (72.41±0.53) ปริมาณความชื้นอยู่
ในช่วงร้อยละ 3.83 ถึง 8.24 และค่ากิจกรรมของน้ำอยู่ในช่วง 0.124 ถึง 0.211 จากผลการทดลอง
แสดงให้เห็นว่าอุณหภูมิที่ใช้ในการทำแห้งมีผลต่อคุณภาพของผงโปรตีนไฮโดรไลเสต โดยที่การใช้
อุณหภูมิที่สูงขึ้นจะส่งผลให้ปริมาณความชื้นที่พบในตัวอย่างลดลง ซึ่งเกิดจากการที่เพิ่มอุณหภมูจิะ
ช่วยเพิ่มอัตราการระเหยของน้ำในระหว่างการทำแห้ง  ผลการทดลองนี้มีแนวโน้มที่สอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Kurozawa et al. (2009) ศึกษาสภาวะการทำแห้งแบบพ่นฝอยของโปรตีนไฮโดรไลเส
ตจากไก่โดยกำหนดปัจจัยด้านอุณหภูมิที่ใช้ในการทำแห้ง 120-180°C เมื่อวิเคราะห์คุณภาพทาง
กายภาพของผงพบว่า การใช้อุณหภูมิในการทำแห้ง 120-150°C ทำให้มีปริมาณความชื้นของผงอยู่
ในช่วง 3.25-8.46% และเมื่อเพิ่มอุณหภูมิเป็น 168-180°C ปริมาณความชื้นของผงลดลงอยู่ในช่วง 
0.25-5.05% และนอกจากนี้ปริมาณความช้ืนที่ลดลงยังมีอิทธิพลจากอัตราการไหล (feed flow) และ
ปริมาณความเข้มข้นของมอลโทเดกซ์ทรินอีกด้วย นอกจากนี้ Reineccius (2004) ได้อธิบายเกี่ยวกับ
อุณหภูมิขาออกจะส่งผลต่อปริมาณความชื้นสุดท้ายของผลิตภัณฑ์ โดยเมื่อเพิ่มอุณหภูมิขาออกให้
สูงขึ้น มีผลให้ปริมาณความชื้นที่เหลือลดลง ดังนั้นการกำหนดอุณหภูมิลมร้อนขาออก จึงขึ้นกับ
ปริมาณความช้ืนของผลิตภัณฑ์สุดท้ายเป็นสำคัญ ซึ่งผลของความช้ืนในผลิตภัณฑ์สุดท้ายจะส่งผลต่อ
คุณภาพในด้านต่าง ๆ เช่น การละลาย (solubility) ความหนาแน่นปรากฏ (bulk density)       
ขนาด (particle size) การดูดความช้ืน (hygroscopicity) และ อายุการเก็บรักษา (shelf life)  
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ตารางท่ี 4.8 ค่าร้อยละปริมาณผลผลิต ปริมาณความช้ืน และค่ากิจกรรมของน้ำของผงโปรตีน
ไฮโดรไลเสตทีผ่่านกระบวนการทำแหง้แบบพ่นฝอยทีส่ภาวะต่างกัน 

หมายเหตุ  ค่าแต่ละค่าแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SD (n=3) และ a,b,c หมายถึง ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรต่างกันในแต่ละ

คอลัมน์มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ (p≤0.05) 

 

 

 

 

 

 

 

ลักษณะปรากฏของตัวอย่างผงโปรตีนไฮโดรไลเสตในรูปที่ 4.3 พบว่าลักษณะของผงโปรตีน

ไฮโดรไลเสตที่ได้มีลักษณะเป็นผงแห้ง ไม่จับตัวกันเป็นก้อน มีสีขาวขุ ่น การใช้อุณหภูมิ ที่สูงข้ึน    

ส่งผลให้ผงโปรตีนไฮโดรไลเสตมีค่าสีเหลือง (b*) ซึ่งหมายถึงตัวอย่างมีสีเหลืองออกไปทางเหลือง

เพิ่มขึ้น แต่เมื่อพิจารณาร่วมกับค่าสีอื่น ๆ  (L* และ a*)ของตัวอย่างในตารางที่ 4.9 และคำนวณค่า

ความขาวพบว่าตัวอย่างผงโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ได้จากการทำแห้งด้วยอุณหภูมิแตกต่างกัน 3 ระดับมี

ค่าความขาวที่แตกต่างกัน ซึ่งการใช้อุณหภูมิสูง เช่น ที่ 180°C ส่งผลให้ตัวอย่างที่ได้มีค่าความขาวเป็น 

68.94±0.09 ซึ่งสอดคล้องกับลักษณะปรากฏของตัวอย่างที่แสดงในรูปที่ 4.3 จากผลที่เกิดข้ึนนี้ เห็น

ได้ว่าอุณหภูมิที่ใช้ในการทำแห้งเป็นปัจจัยที่สำคัญต่อคุณภาพของผงโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ได้ โดยเมื่อ

treatment yield (%) moisture content (%) water activity (aw) 

120°C 70.01 b ± 0.11 6.40 a ± 0.38 0.211 a ± 0.001 

150°C 72.41 a ± 0.53 4.29b ± 0.36 0.159 b ± 0.002 

180°C 62.08 c ± 0.18 3.83 c ± 0.25 0.124 b± 0.001 

รูปท่ี 4.3 ลักษณะปรากฏของผงโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผ่านกระบวนการทำแหง้แบบพ่น
ฝอยทีส่ภาวะการทำแห้งแตกต่างกัน (อุณหภูมิขาเข้า 120, 150 และ 180 °C) 
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อุณหภูมิที่ใช้ทำแห้งต่ำจนเกินไปจะส่งผลต่ออัตราการระเหยน้ำบริเวณผิวของละอองฝอย (droplet) 

ของตัวอย่างที่ช ้าลง ส ่งผลให้ลักษณะของผงที ่ได้จะมีความชื ้นสูง เป็นเหตุให้เก ิดการรวมตัว 

(agglomeration) ของผงในระหว่างการเก็บรักษาได ้ซึ่งจากการรายงานก่อนหน้า พบว่าการทำแห้ง

แบบพ่นฝอยที่อุณหภูมิ 150-220°C จะเกิดการระเหยน้ำออกอย่างรวดเร็วบริเวณผิวของละอองฝอย 

ทำให้ตัวอย่างผงที่ได้แห้งไวมีประสิทธิภาพในการห่อหุ้มที่สูง (Reineccius, 2004) อย่างไรก็ตามการ

ใช้อุณหภูมิที่สูงจนเกินไปส่งผลต่อคุณภาพของโปรตีนและกลิ่นรสที่ถูกห่อหุ้มไว้ภายใน เนื่องจาก

โปรตีนไฮโดรไลเสตมีส่วนประกอบของเปปไทด์และกรดอะมิโนที่ถูกห่อหุ้มด้วยมอลโตเดกซ์ตริน ซึ่ง

สามารถเป็นสารตั้งต้นของปฏิกิรยิาเมลลารด์ (Maillard reaction) ซึ่งเมื่อถูกกระตุ้นด้วยความร้อนสงู 

การใช้อุณหภูมิสูงในกระบวนการทำแห้งแบบพ่นฝอยยังส่งผลให้โปรตีนเสียสภาพ หรือเกิดการ

เปลี ่ยนแปลงในระหว่างการทำแห้ง (Lan et al., 2010; Mohan et al., 2015) จากงานวิจัยของ 

Hamid et al. (2002) ซึ ่งศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิที่ใช้ในกระบวนการทำแห้งแบบพ่นฝอยต่อ

คุณภาพของผงโปรตีนไฮโดรไลเสตจากปลานิล (Oreochromis mossambicus) โดยนำโปรตีน

ไฮโดรไลเสตจากปลานิลมาทำแห้งแบบพ่นฝอย กำหนดให้อุณหภูมิขาเข้าและอุณหภูมิขาออกที่ใช้ใน

การทำแห้งเป็น 2 สภาวะ ดังนี้ 150 °C/76 °C และ 180 °C/ 90 °C เมื่อวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก 

(proximate composition) ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากปลานิล พบว่า การใช้สภาวะในการทำแห้ง

ด้วยอุณหภูมิขาเข้า180°C และอุณหภูมิขาออก 90°C  ทำให้ผงโปรตีนไฮโดรไลเสตมีปริมาณโปรตีน

รวม (crude protein) ลดลง 23.9% เมื่อเปรียบเทียบกับตัวอย่างที่ใช้อุณหภูมิขาเข้า 150 °C และ

อุณหภูมิขาออก 76°C อีกทั้งยังส่งผลต่อปริมาณกรดอะมิโนอิสระ ได้แก่ ไลซีน ลิวซีน ทรีโอนิน ไทโร

ซีน และ ฟีนิลอะลานิน ที่พบในตัวอย่างมีปริมาณลดลง  
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ตารางท่ี 4.9 ค่าสี (L*, a*, และ b*) และค่าความขาวของผงโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผ่านกระบวนการ
ทำแห้งแบบพ่นฝอยทีส่ภาวะต่างกัน (อุณหภูมิขาเข้า 120, 150 และ 180 °C) 

treatment 
color parameter whiteness 

index L* a* b* 

120°C 70.61a ±0.18 0.24 ±0.02 5.13a ±0.09 70.16a±0.37 

150°C 70.28ab ±0.32 0.28±0.02 5.21a ±0.11 69.83ab±0.50 
180°C 69.36b ±0.20 0.23 ±0.06 5.09b ±0.04 68.94b±0.09 

หมายเหตุ ค่าแต่ละค่าแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SD (n=3), ค่า L* หมายถึง ค่าความสว่าง, a* หมายถึง ค่าสีมีแนวโน้มไป

ทางสีแดง (+a*) และค่าสีมีแนวโน้มไปทางสีเขียว (-a*) และ ค่า b* หมายถึง ค่าสีมีแนวโน้มไปทางสีเหลือง 

(+b*) และ ค่าสีมีแนวโน้มไปทางสีน้ำเงิน (-b*), ns หมายถึง ค่าเฉลี ่ยไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ 

(p>0.05)  และ a,b หมายถึง ค่าเฉลี ่ยที ่มีตัวอักษรต่างกันในแต่ละคอลัมน์มีความแตกต่างกันอย่างมี

นัยสำคัญ (p≤0.05) 

 

4.2.2 พฤติกรรมการดูดความชื้นของผงโปรตีนไฮโดรไลเสต  

โปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผ่านกระบวนการทำแห้งจะมีลักษณะเป็นผงแห้งที่มีปริมาณความช้ืนต่ำ 

โดยทั่วไปอาหารที่มีความชื้นต่ำ จะเกิดการเปลี่ยนแปลงเพื่อให้เกิดความสมดุลกับสภาวะแวดล้อม 

เมื่อถูกเก็บไว้ในสภาวะที่มีความช้ืนสัมพัทธ์ที่สูงกว่า จะเกิดการดูดความช้ืนจากสภาวะแวดล้อมเข้าไป

อยู่ภายในโมเลกุลเพื่อให้อยู่ในสภาวะที่สมดุล  

จากผลการวิเคราะห์พฤติกรรมการดูดความชื้นของผงโปรตีนไฮโดรไลเสตจากการทำแห้ง 3 

ระดับอุณหภูมิ ได้แก่ 120, 150 และ 180°C พบว่า ผงโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผ่านการทำแห้งด้วย

อุณหภูมิทั้ง 3 ระดับมีเส้นพฤติกรรมการดูดความช้ืนเป็นแบบ sigmoidal shape ซึ่งเป็นลักษณะการ

ดูดความช้ืนที่พบในอาหารทั่วไป แสดงในรูปที่ 4.5 ซึ่งเป็นกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าความช้ืนของ

ตัวอย่างกับค่าความช้ืนสัมพัทธ์สมดุล (equilibrium relative humidity) ซึ่งแสดงถึงการเปลี่ยนแปลง

ปริมาณความชื้นของตัวอย่างที่สภาวะความชื้นสัมพัทธ์สมดุลเป็น 11%, 33%, 44%, 52%, 75%, 

และ 93% พบว่าเมื่อตัวอย่างอยู่ในสภาวะแวดล้อมที่มีความชื้นสัมพัทธ์ในช่วง 11-33% ผงโปรตีน

ไฮโดรไลเสตจะดูดความช้ืนต่ำทำให้ปริมาณความช้ืนของตัวอย่างเพิ่มข้ึนเล็กน้อยในสภาวะนี้ และเมื่อ

เข้าสู่สภาวะแวดล้อมที่มีปริมาณความชื้นสัมพัทธ์สูงขึ้นในช่วง 52-93% พบว่าผงโปรตีนไฮโดรไลเส

ตจะเกิดการดูดความชื ้นเพิ ่มขึ ้นอย่างรวดเร็ว เนื ่องจากเกิดการถ่ายเทความชื ้น (moisture 

migration) ระหว่างตัวอย่างกับสภาวะแวดล้อมทีม่ีปรมิาณความช้ืนสัมพัทธ์เพิ่มข้ึน ส่งผลให้ผงโปรตนี
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ไฮโดรไลเสตเกิดการดูดความชื ้น และการดูดความชื ้นยังส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงลักษณะทาง

กายภาพของตัวอย่าง เช่น เกิดการตกผลึก (crystalization), จับตัวกับเป็นก้อน (caking) เป็นต้น 

(Muzaffar and Kumar, 2016; Justus et al., 2022) สอดคล้องกับงานวิจ ัยของ Jardim et al. 

(1999) ที ่ศึกษาพฤติกรรมการดูดความชื้นของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากปลานิล (Oreochromus 

niloticus) โดยนำโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผ่านการทำแห้งแล้ว 2 กรัม เก็บไว้ในโถดูดความชื ้นโดย

ควบคุมปริมาณความช้ืนสัมพัทธ์อยู่ในช่วง 11-75% ที่อุณหภูมิในการเก็บรักษา 25°C จากนั้นติดตาม

การเปลี่ยนแปลงปริมาณความช้ืนในตัวอย่าง พบว่า พฤติกรรมการดูดความช้ืนของตัวอย่างมีลักษณะ

เป็น sigmoidal shape โดยที่โปรตีนไฮโดรไลเสตดูดความชื ้นเพิ ่มสูงขึ ้นเมื ่ออยู ่ในสภาวะที่มีค่า

ความช้ืนสัมพัทธ์ 43% ข้ึนไป และจากงานวิจัยของ Masuma et al. (2020) รายงานว่า สภาวะที่ใช้

ในการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์นมผงที่ผ่านการทำแห้งแบบพ่นฝอยมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงลักษณะทาง

กายภาพของนมผง โดยที่การเก็บรักษาไว้ในสภาวะอุณหภูมิ 22°C ความช้ืนสัมพัทธ์อยู่ในช่วงร้อยละ 

23 ผลิตภัณฑ์นมผงมีความคงตัว ไม่จับตัวกับเป็นก้อน และมีความสามารถในการละลายได้ดี เมื่อ

เปรียบเทียบกับการเก็บรักษาในสภาวะอุณหภูมิ 40°C ความชื้นสัมพัทธ์ร้อยละ 54 พบว่านมผงมี

ลักษณะจับตัวกันเป็นก้อน ความสามารถในการละลายลดลง ซึ ่งการเปลี ่ยนแปลงลักษณะทาง

กายภาพของนมผงในช่วงค่าความชื้นสัมพัทธ์ร้อยละ 54 สอดคล้องกับการเปลี่ยนแปลงลักษณะทาง

กายภาพของผงโปรตีนไฮโดรไลเสตที่เก็บรักษาไว้ในสภาวะที่มีความช้ืนสัมพัทธ์ร้อยละ 52 (รูปที่ 4.5) 

ซึ่งเป็นสภาวะที่ผงโปรตีนไฮโดรไลเสตมีการดูดความช้ืนสูงข้ึนอย่างรวดเร็วจึงทำให้มีปริมาณความช้ืน

เพิ่มข้ึนของตัวอย่างผงโปรตีนไฮโดรไลเสตที่เก็บรักษาไว้ภายในสภาวะที่มีความช้ืนสัมพัทธ์ร้อยละ 52 

และนอกจากนี้แนวโน้มการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางกายภาพที่เกิดข้ึนมีความสอดคล้องกับพฤติกรรม

การดูดความชื ้นของตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสตชนิดผง เช่น โปรตีนไฮโดรไลเสตจากอกไก่ 

(Kurozawa et al., 2009), หอยแมลงภู่ (Silva et al., 2012a) และกากถั่วเหลือง (Justus et al., 

2022) เป็นต้น  
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โปรตีนไฮโดรไลเสตที่มีระดับการย่อยของโปรตีนสูงจะสง่ผลต่อพฤติกรรมการดูดความช้ืนของ

ผลิตภัณฑ์ เนื่องจากโปรตีนที่ผ่านกระบวนการไฮโดรลิซิสจะประกอบด้วย กรดอะมิโนอิสระกลุ่มไม่

ชอบน้ำเพิ่มข้ึนส่งผลต่อสภาพข้ัวและความสามารถในการละลาย กรดอะมิโนอิสระกลุม่ทีไ่ม่ชอบน้ำจะ

จับกับโมเลกุลของน้ำทำให้ผลิตภัณฑ์มีความชื้นสูงขึ้น สภาวะที่ใช้ในการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ที่ผ่าน

กระบวนการทำแห้งแบบพ่นฝอยเป็นปัจจัยสำคัญที่ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางกายภาพ 

สมบัติเชิงหน้าที่ รวมถึงคุณภาพทางประสาทสัมผัสของผงโปรตีนไฮโดรไลเสต 

 จากผลการวิเคราะหคุ์ณภาพของโปรตีนไฮโดรไลเสตชนิดผงที่ใช้อุณหภูมิขาเข้าสำหรับการทำ

แห้งแบบพ่นฝอยแตกต่างกัน 3 ระดับ ได้แก่ 120°C, 150°C และ 180°C รวมถึงเมื่อพิจารณาตาม

มาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชนของผงปรุงรส (มผช. 494/2547) ที่ได้ระบุว่า ผงปรุงรสจะต้องมีลักษณะ

เป็นผงแห้ง ไม่จับตัวกันเป็นก้อน ตองมีสีและกลิ ่นรสที ่ดีตามธรรมชาติของส วนประกอบที่ใช้ 

ปราศจากกลิ่นรสอื่นที่ไมพึงประสงค เชน กลิ่นหืน กลิ่นอับ กลิ่นไหม้ ปริมาณความช้ืนตองไม่เกินร้อย

ละ 13 โดยน้ำหนัก ค่ากิจกรรมของน้ำต้องไม่เก ิน 0.65 ดังนั ้น ในงานวิจ ัยนี ้จ ึงได้คัดเลือก         
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รูปท่ี 4.4 พฤติกรรมการดูดความช้ืนของผงโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผ่านกระบวนการทำแห้งแบบพ่นฝอย

ด้วยอุณหภูมิขาเข้า 3 ระดับ ได้แก่ 120°C (•), 150°C (◼) และ 180°C () 
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อุณหภูมิขาเข้าในกระบวนการทำแห้งแบบพ่นฝอยที่ 150 °C เป็นสภาวะที่เหมาะสมของกระบวนการ

ทำแห้งแบบพ่นฝอย ซึ่งเป็นสภาวะอุณหภูมิที่ให้ปริมาณร้อยละผลผลิตสูง มีค่าปริมาณความช้ืนอยู่ใน

เกณฑ์ที่กำหนด  

 

4.3 การศึกษาการเปลี่ยนแปลงในระหว่างการเก็บรักษาของผงโปรตีนไฮโดรไลเสต 

4.3.1 การเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางเคมีและกายภาพของผงโปรตีนไฮโดรไลเสตระหว่างการเก็บ
รักษา 

ผลิตผงโปรตีนไฮโดรไลเสตที่จากสภาวะที่เหมาะสมที่คัดเลือกจากขั้นตอนที่ 4.2 แล้วนำมา

เก็บไว้ในถุงอลูมิเนียมลามิเนตแบบ PET/Al-met/LLDPE ปิดผนึกแบบสุญญากาศ เก็บรักษาที่

อุณหภูมิ 25°C เป็นเวลา 12 สัปดาห์ และสุ่มตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงระหว่างการเก็บ

รักษา จากตารางที่ 4.10 แสดงการเปลี่ยนแปลงของค่าความขาว, ค่าความแตกต่างของสีตัวอย่างกับ

ตัวอย่างเริ่มต้น (∆E*), ปริมาณความชื้น และค่ากิจกรรมของน้ำ (aw) ของผงโปรตีนไฮโดรไลเสตระ

หว่างการเก็บรักษา พบว่า ผงโปรตีนไฮโดรไลเสตมีค่าความขาวในสัปดาห์เริ่มต้นของการเกบ็รักษา 

69.83±0.50 และมีแนวโน้มลดลงเมื่อเพิ่มเวลาการเก็บรักษา สำหรับการเปลี่ยนแปลงของค่าความ

แตกต่างของสีตัวอย่างกับตัวอย่างเริ่มต้น (∆E*) ซึ่งเป็นค่าที่ได้จากการเปรียบเทียบความแตกต่างของ

ค่า L*, b* และ a* ของตัวอย่างก่อนการเก็บรักษา พบว่าค่า ∆E เริ่มมีการเปลี่ยนแปลงอย่างชัดเจน

ในช่วงสัปดาห์ที่ 6 เมื่อพิจารณาการเปลี่ยนแปลงของความช้ืนของตัวอย่าง พบว่าตัวอย่างมีความช้ืน

เริ่มต้นในสัปดาห์ที่ 0 เป็น 4.29±0.38 % และมีแนวโน้มเพิ่มสูงข้ึนตั้งแต่ช่วงสัปดาห์ที่ 2 ถึงสัปดาห์ที่ 

12 อย่างมีนัยสำคัญ (p ≤ 0.05) การเปลี่ยนแปลงที่เกิดข้ึนอาจมีสาเหตุเกิดจากบรรจุภัณฑ์ที่ใช้ในการ

เก็บรักษาเป็นถุงอลูมิเนียมลามิเนต (PET/Al-met/LLDPE) 3 ชั้น ซึ่งประกอบด้วย Polyethylene 

terephthalate (PET), aluminum metallization (AL-met) และ linear low density polyethylene 

(LLDPE) โดยความหนาของแต่ละช้ันเป็น 12, 8 และ 7 µm ตามลำดับ เมื่อพิจารณาค่าอัตราการซึม

ผ่านของไอน้ำ (water vapor transmission rate, WVTR) พบว่าบรรจุภัณฑ์ชนิดนี้มีค่าอัตราการซึม

ผ่านของไอน้ำอยู่ในช่วง 0.006 – 0.03 กรัม/ตารางเมตร/วัน แสดงว่าไอน้ำสามารถซึมผ่านเข้าสู่

ผลิตภัณฑ์ได้และอาจเป็นสาเหตุที่ทำให้ความชื้นของตัวอย่างเพิ่มขึ้นในระหว่างการเก็บรักษา และ

ปริมาณความชื้นที่เพิ่มขึ้นนี้ยังทำให้ลักษณะทางกายภาพด้านความขาวลดลง รวมถึงค่า ∆E เพิ่มขึ้น

ในช่วงสัปดาห์ที่ 6 เนื่องจากระหว่างการเก็บรักษาตัวอย่างที่อุณหภูมิ 25 °C สามารถเกิดปฏิกิริยาซึ่ง
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ส่งผลต่อสมบัติทางเคมีกายภาพของตัวอย่างผงโปรตีนไฮโดรไลเสตได้ เช่น ปฏิกิริยาออกซิเดชันและ

ปฏิกิริยาเมลลาร์ด เป็นต้น ซึ ่งเป็นปัจจัยที ่ส ่งผลต่อการเปลี ่ยนแปลงคุณสมบัติดังกล่าว การ

เปลี่ยนแปลงของตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสตมีแนวโน้มสอดคล้องไปในทางเดียวกับงานวิจัยของ 

Ruttanapornvareesakul et al. (2006) ที่ศึกษาตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสตจากหัวกุ ้งและเก็บ

รักษาด้วยระยะเวลา 180 วัน จากผลการทดลองพบว่าค่าความขาวในผลิตภัณฑ์ลดลง เนื่องจากค่า 

L* ที่ลดลงและค่า b* ที่เพิ่มขึ้น และนอกจากนี้ Kurozawa et al. (2009) ศึกษาการเปลี่ยนแปลง

ลักษณะทางกายภาพของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากอกไก่ผงที่ผา่นการทำแห้งแบบพ่นฝอยพบว่าลักษณะ

ทางกายภาพของผงโปรตีนไฮโดรไลเสตเปลี่ยนแปลงไปในระหว่างการเก็บรักษา ซึ่งอกไก่ผงจะเริ่มจับ

ตัวกันเป็นก้อน (caking) และมีค่า L* ลดลงเมื่อเพิ่มระยะเวลาการเก็บรกัษา เนื่องจากโปรตีนไฮโดรไล

เสตประกอบด้วยเปปไทด์และกรดอะมิโนอิสระที่มมีวลโมเลกุลต่ำและปรมิาณความช้ืนของตัวอย่างต่ำ

กว่าสภาะแวดล้อม ในระหว่างการเก็บรักษาตัวอย่างจะเกิดการดูดความชื้นเพื่อทำให้ความชื้นของ

ตัวอย่างเท่ากับสภาวะแวดล้อม จึงส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางกายภาพของตัวอย่าง  

ตารางท่ี  4.10 การเปลี่ยนแปลงค่าความขาว ความแตกต่างของสีตัวอย่างกับตัวอย่างเริม่ต้น (∆E*) 
ความช้ืน และกิจกรรมของน้ำ (aw) ของผงโปรตีนไฮโดรไลเสตระหว่างการเกบ็รกัษา 

storage time 
(week) 

whiteness 
index 

total color 
difference 

(∆E*) 

moisture content 
(%)  

water 
activityns 

0 69.83a±0.50 - 4.29b±0.38 0.159±0.002 
2 68.72ab±0.46 0.32e±0.07 4.88ab±0.06 0.166±0.002 
4 70.33a±0.70 0.51d±0.02 4.72ab±0.35 0.163±0.001 
6 67.65b±0.18 2.14c±0.11 5.04a±0.82 0.165±0.003 
8 65.08c±0.61 3.72b±0.15 5.12a±0.31 0.168±0.006 
10 64.16c±0.22 5.02a±0.15 5.30a±0.71 0.166±0.003 
12  65.41c±0.37 4.89a±0.29  5.42a±0.22 0.165±0.003 

หมายเหตุ ns  หมายถึง ค่าเฉลี่ยในคอลัมน์ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ (p>0.05) และ a,b,c… หมายถึง 

ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรต่างกันในแต่ละคอลัมน์มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ (p≤0.05) 
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4.3.2 การศึกษาการเปลีย่นแปลงสารระเหยให้กลิ่นของผงโปรตนีไฮโดรไลเสตระหว่างการเก็บรักษา 

กลิ่นของอาหารเกิดการเปลี่ยนแปลงหลังจากกระบวนการแปรรูปด้วยวิธีการให้ความร้อน 
การหมัก และการทำแห้ง โดยที่องค์ประกอบทางเคมีภายในอาหาร เช่น โปรตีน ไขมัน คาร์โบไฮเดรต 
เป็นต้น สามารถเกิดอันตรกิริยากับสารอื่น ๆ  ทำให้เกิดสารให้กลิ่น ซึ่งผงโปรตีนไฮโดรไลเสตมีเปปไทด์
และกรดอะมิโนอิสระเป็นองค์ประกอบหลกัซึ่งจะถูกใช้เป็นสารตั้งต้นสำหรับการเกิดเปน็สารระเหยให้
กลิ่น โดยเมื่อถูกกระตุ้นด้วยสภาวะต่าง ๆ  เช่น ความร้อน ความดัน ออกซิเจน แสง เป็นต้น จะเกิด
การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของสารได้เป็นผลิตภัณฑ์ที่มีกลิ่นกลุ่มต่าง ๆ เมื่อวิเคราะห์องค์ประกอบ
และปริมาณของสารระเหยของผงโปรตีนไฮโดรไลเสตด้วยเทคนิค gas chromatography–mass 
spectrometry (GC-MS) ร่วมกับ gas chromatography-olfactometry (GC-O) โดยเปรียบเทียบ
ผลของ mass spectrum และค่า retention index (RI) กับแหล่งข้อมูลอ้างอิง คำนวณปริมาณสาร
ระเหยสัมพัทธ์โดยเทียบกับ internal standard (2,4,6-trimethylpyridine) จากตารางที ่ 4. 11 
แสดงชนิด, ความเข้มข้นของสาร (ng/g), ค่า threshold (ppb), ลักษณะกลิ่นของสารและวิธีการระบุ
ชนิดของสารระเหยที่พบในตัวอย่างผงโปรตีนไฮโดรไลเสต 44 ชนิด โดยจะใช้ค่า odor activity 
value (OAV) ที่ค ำนวณไดจ้ำกควำมเขม้ขน้ของสำรแต่ละชนิดกบัค่า threshold value in water 
(ng/g) (สมการที่ 3.8) ซึ่งสารที่มีค่ามากกว่าหรือเท่ากับ 1 เป็นสารให้กลิ่นสำคัญ จากผลการวิเคราะห์
พบว่ามีสารระเหยให้กลิ่นสำคัญที่มีค่า OAV สูง (OAV≥1) ทั้งหมด 17 ชนิด ได้แก่ N,N-dimethyl-
methylamine, 2-methylpropanal, 2-pentanone, 3-hexanone, 2-heptanol, 2-Methyl-3-
furanthiol, 2-ethyl-6-methylpyrazine, 2,3-butanediol, 2-furanmethanol, acetophenone, 
2(5H)-furanone, benzyl alcohol, maltol, methyl palmitate, 4-ethylphenol, 4-methyl-5-
thiazoleethanol และ vanillin เป็นต้น เมื่อพิจารณาตามกลุ่มของสารให้กลิ่น พบว่าสารให้กลิ่นที่
พบในผงโปรตีนไฮโดรไลเสตอาจเกิดจากกระบวนการใหค้วามร้อน ซึ่งส่วนมากเป็นสารกลุ่ม pyrazine 
มักพบในอาหารที่ผ่านการให้ความร้อนเนื่องจากปฏิกิริยาเมลลาร์ด Cai et al. (2016) อธิบายว่า
ปฏิกิริยาเมลลาร์ดเป็นปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการเปลี่ยนแปลงของกลิ่นรสและรสชาติของอาหารทั้งใน
ระหว่างกระบวนการผลิตและระหว่างการเก็บรักษา ซึ่งในอาหารประเภทโปรตีนที่ผ่านกระบวนการ
ดัดแปรจะประกอบด้วยกรดอะมิโนอิสระซึ่งจะเกิดอันตรกิริยาระหว่างน้ำตาลรีดิวซ์ทำให้ได้ผลิตภัณฑ์
เป็นสารสีน้ำตาลที่ทำให้ลักษณะปรากฏของอาหารเปลีย่นแปลงไป รวมถึงสารให้กลิ่นรสที่ได้จากปกฏิ
กิริยานี้ยังส่งผลใหก้ลิ่นและรสชาติของอาหารเปลี่ยนไปด้วยเช่นกัน จากผลการทดลองพบว่า 2-ethyl-
6-methyl-pyrazine เป็นสารให้กลิ่นมีลกัษณะกลิน่ย่าง (roasted) มันฝรั่งอบ (baked potato) และ
พบสารกลุ่ม aldehyde คือ 2-methyl-propanal มีลักษณะของกลิ่นมันฝรั่ง (potato) และกลิ่นเนื้อ 
(meaty) เป็นสารให้กลิ่นสำคัญที่มีค่า OAV สูงและจะมีปริมาณเพิ่มข้ึนหลังจากผ่านการให้ความร้อน 
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ซึ่งสารให้กลิ่นในกลุ่ม pyrazine และกลุ่ม aldehyde นีม้ักเกิดจากปฏิกิริยา strecker degradation 
เนื่องจากผงโปรตีนไฮโดรไลเสตมี กรดอะมิโนอิสระเป็นองค์ประกอบจะถูกใช้เป็นสารตั้งต้นในการ
เกิดปฏิกิริยา strecker degradation ได้ผลิตภัณฑ์เป็นสารในกลุ่ม pyrazine และ aldehyde (Pan 
and Kuo, 1994) ทั้งนี้จากการศึกษาเบื้องต้น พบว่ากรดอะมิโนอิสระ glycine และ lysine เป็นสาร
ตั้งต้นจะได้ผลิตภัณฑ์เป็นสารกลุ่ม  alkylpyrazines, pyrazines และ furan (Laohakunjit et al., 
2014) โดยสารในกลุ่ม pyrazine และ aldehyde ที่พบในตัวอย่างมีความสอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Peinada et al. (2016) ที่รายงานผลของการไฮโดรลิซิสในการผลิตสารให้กลิ่นอาหารทะเลจากผล
พลอยได้ของกระบวนการแปรรูปเนื้อปลา พบว่าสารกลุ่ม pyrazine และ aldehyde มีความเขม้ข้น
เพิ่มขึ้นในตัวอย่างที่ผ่านกระบวนการย่อยด้วยเอนไซม์เมื่อเปรียบเทียบกับตัวอย่างตั้งต้น ซึ่งเกิดจาก
การที่โปรตีนถูกย่อยเป็นเปปไทด์และกรดอะมิโนอิสระเมื่อได้รับความร้อนในระหว่างกระบวนการผลติ
จะเกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ดทำให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่ให้กลิ่นถ่ัว (nutty) และกลิ่นย่าง (roasted)  

สำหรับปฏิกิริยาออกซเิดชันทำให้เกิดสารให้กลิน่ในกลุ่ม alcohol ซึ่งเป็นสารให้กลิน่ที่เกดิข้ึน
จากปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน และเกิดจากปฏิกิริยา reduction ของสารกลุ ่มคาร์บอนิล 
(carbonyl group) จากผลการทดลองพบสารให ้กล ิ ่นกล ุ ่ม alcohol เช ่น 2-heptanol, 2,3-
butanediol, 2-furanmethanol, benzyl alcohol และ 4-methyl-5-thiazoleethanol เป ็นต้น 
ซึ่ง 2-heptanol และ benzyl alcohol มีลักษณะกลิ่นส้ม (citrus) และดอกไม้ (floral) สำหรับ 2,3-
butanediol มีลักษณะกลิ่นครีมและคาราเมล เป็นสารสำคัญที่ให้กลิ ่นเนื ้อปูต้มและลอบสเตอร์ 
(Cadwallader et al., 1995; Laohakunjit et al., 2014) และนอกจากนี ้  2-furanmethanol มี
ลักษณะกลิ่นคาราเมลและ methyl-5-thiazoleethanol มีลักษณะกลิ่นเนื้อ ซึ่งเป็นสารให้กลิ่นที่พบ
ในอาหารที ่มีน้ำตาลและกรดอะมิโนเป็นองค์ประกอบเมื ่อถูกกระตุ ้นด้วยความร้อนจะเกิดการ
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างของสารได้เป็นกลิ่นหอมหวาน คาราเมล และเนื้อต้ม พบว่าเป็นสารสำคัญใน
เนื้อกุ้งต้ม (Pan and Kuo, 1994; Mall and Schieberle, 2016)  สำหรับกลุ่ม ketone พบสารให้
กลิ่น 4 ชนิด ได้แก่ 2-pentanone, 3-hexanone, acetophenone และ maltol ซึ่งสารให้กลิน่กลุม่ 
ketone เป็นสารที่เกิดจากปฏิกิรยิา lipid oxidation และ amino acid degradation มีลักษณะของ
กลิ่นหวานและกลิ่นผลไม้ นอกจากนี้ ยังมีสารให้กลิ่นสำคัญที่เกดิจากปฏิกิริยาอื่น ๆ  เช่น กลุ่ม amine 
คือ N,N-dimethyl-methylamine หรือ trimethylamine (TMA) เป็นสารที่เกิดจากปฏิกิริยาการ
สลายตัวของ trimethylamine N-oxide (TMAO) มีลักษณะกลิ่นเอมีน กลิ่นคาวปลา ซึ่งพบได้ใน
สัตว์น้ำ สามารถใช้เป็นตัวบ่งบอกการเสื่อมเสียของสัตว์น้ำได้ จากรายงานของ Cadwallader et al. 
(1995) ได้รายงานผลการวิเคราะห์สารให้กลิ ่นสำคัญที่พบในล็อบสเตอร์ด้วยวิธี aroma extract 
dilution analysis (AEDA) และระบุลักษณะกลิ่นด้วย gas chromatography olfactometry (GC-
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O) พบว่า trimethylamine เป็นสารให้กลิ่นสำคัญในล็อบสเตอร์ และได้อธิบายว่าสารให้กลิ่นชนิดนี้
เมื่อมีปริมาณมากจะให้กลิ่นคาวปลาซึ่งเป็นกลิ่นที่ไม่พึงประสงค์ สำหรับในตัวอย่างล็อบสเตอร์พบ 
trimethylamine ปริมาณต่ำและเป็นสารสำคัญที่ทำให้เกิดลักษณะกลิ่นล็อบสเตอร์ สำหรับกลุ่ม 
ester ซึ่งเกิดจากปฏิกิริยาเอสเตอริฟิเคชัน (esterification) ของกรดไขมันและ alcohol จากผลการ
ทดลองพบสารกลุ ่มนี้คือ  methyl palmitate และนอกจากนี้ยังมีสารให้กลิ ่นในกลุ ่มอื ่น ๆ เช่น 
Vanillin และ 4-ethyl-phenol เป็นต้นที่มีค่า OAV≥1 ซึ่งสารให้กลิ่นที่กล่าวมานี้จะถูกคัดเลือกเพื่อ
ใช้ในการติดตามการเปลี่ยนแปลงของสารให้กลิ่นในระหว่างการเก็บรักษาในข้ันตอนถัดไป 
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การเปลี่ยนแปลงของสารให้กลิน่สำคัญทีพ่บในผงโปรตีนไฮโดรไลเสตในระหว่างการเก็บรกัษา
ช่วง 0 ถึง 12 สัปดาห์ นำผงโปรตีนไฮโดรไลเสตที่บรรจุในถุงอลูมิเนียมลามิเนตแบบ PET/Al-
met/LLDPE ปิดสนิทแบบสุญญากาศเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง 25°C เป็นเวลา 12 สัปดาห์ และ
วิเคราะห์คุณภาพของตัวอย่างทุก 2 สัปดาห์ โดยนำตัวอย่างมาสกัดด้วยตัวทำละลาย จากนั้นวิเคราะห์
ชนิดและปริมาณสารระเหยให้กลิ่นสำคัญด้วยเทคนิค GC-MS คำนวณปริมาณความเข้มข้นของสาร 
(ng/g) เพื่อติดตามการเปลี่ยนแปลงปรมิาณความเข้มข้นของสาร (ng/g) จากผลการวิเคราะหค่์า OAV 
แสดงในตารางที่ 4.11 พบสารให้กลิ่นที่สำคัญที่มีค่า OAV ≥1 ในตัวอย่างผงโปรตีนไฮโดรไลเสตประ
กอบด้วยสาร 17 ชนิด จากผลการวิเคราะห์ปริมาณความเข้มข้นของสารให้กลิ่น 17 ชนิดที่พบใน
ตัวอย่างผงโปรตีนไฮโดรไลเสตในระหว่างการเก็บรักษาเป็นเวลา 0 ถึง 12 สัปดาห์แสดงในตารางที่ 
4.12 พบว่าสารให้กลิ่นที่มีแนวโน้มเพิ่มข้ึน ได้แก่ 2-methylpropanal, 2-pentanone, 2-heptanol, 
2 - methyl-3 - furanthiol, 2-ethy-6-methylpyrazine, 2,3 - butanediol, 2 - furanmethanol, 
acetophenone, 2 ( 5 H)-furanone, benzyl alcohol, maltol, methyl palmitate,                       
4-ethylphenol, 4-methyl-5-thiazoleethanol และ vanillin  

จากผลการทดลองพบว่าสารในกลุ่ม aldehyde เช่น 2-methylpropanal และ vanillin 
เป ็นต ้น ม ีล ักษณะกลิ ่นหอมหวาน กล ิ ่นผลไม้  และกล ุ ่ม ketone เช ่น 2-pentanone และ 
acetophenone ม ีความเข้มข้นเพิ ่มสูงขึ ้นในระหว่างการเก็บรักษา ซึ ่งอาจเกิดจากปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของกรดไขมัน เนื่องจากผงโปรตีนไฮโดรไลเสตมีส่วนประกอบของกรดไขมันไม่อิ่มตัว เช่น 
linoleic acid และ linolenic acid  เป็นองค์ประกอบจึงสามารถเกิดปฏิกิริยาดังกล่าวได ้นอกจากนี้
การเพิ ่มขึ้นของสารกลุ ่ม aldehyde และ ketone มีความสอดคล้องกับงานวิจัยของ Zhu et al. 
(2019) ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของสารให้กลิ่นที ่พบในตัวอย่างซอสกุ ้งในระหว่างการเก็บรักษาที่
อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 2 ปี พบว่าสารให้กลิ่นสำคัญในกลุ่ม aldehyde และ ketone เช่น 3-methyl 
butyral, 2-methyl butyral และ 2-heptanone มีปริมาณเพิ่มขึ้นในระหว่างการเก็บรักษา ซึ่งเกิด
จากปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันที่ไม่อิ่มตัวที่เป็นองค์ประกอบของซอสกุ้ง นอกจากนี้การเพิม่ขึ้นของ
สารกล ุ ่ ม  ketone ย ั ง เก ิดข ึ ้นได ้จากปฏ ิก ิ ร ิ ยา amino acid degradation โดยกรดอะม ิโน                  
ที่เป็นองค์ประกอบของผงโปรตีนไฮโดรไลเสตเป็นสารตั้งต้นสำคัญเมื่อถูกกระตุ้นด้วยน้ำจะส่งผลต่อ
การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของกรดอะมิโนซึ่งมีรายงานว่าสารให้กลิ่นกลุ่ม ketone ที่ได้จากปฏิกิริยา
นี้เมื่อมีความเข้มข้นมากจะให้กลิ่นที่ไม่พึงประสงค์ (Tanchotikul and Hsieh, 1989; Peinado et 
al., 2016) และพบว่าสารในกลุ่ม alcohol เช่น 2,3-butanediol, benzyl alcohol และ 4-methyl-
5-thiazoleethanol ซึ่งเป็นสารที่มลีักษณะกลิ่นครมี ไขมัน น้ำมัน และเนื้อ ตามลำดับ มีความเข้มข้น
เพิ ่มขึ ้นเช่นเดียวกันโดยที ่สารให้กล ิ ่นในกลุ ่มแอลกอฮอล์ที ่มีการจัดเรียงตัวกันแบบไม่อิ ่มตัว  
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(unsaturated alcohols) เมื่อมีความเข้มข้นเพิ่มขึ้นจะส่งผลให้กลิ่นที่ไม่พึงประสงค์ (Peinado et 
al., 2016; Zhu et al., 2019) นอกจากนี้การเพิ่มขึ้นของสารกลุ่ม furans เช่น 2-furanmethanol 
และ 2(5H)-furanone เป็นผลิตภัณฑ์ที่ได้จากปฏิกิริยาเมลลาร์ดของกรดอะมิโน serine กับน้ำตาล
โมเลกุลเดี่ยวเพิ่มขึ้นในระหว่างการเก็บรักษา (Tinchan et al., 2015; Peinado et al., 2016) โดย
ผลการวิเคราะห์มีความสอดคล้องกับผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสด้วยวิธี quantitative 
descriptive analysis (QDA) รายงานผลการประเมินระดับความเข้มของรสหวานเพิ่มข้ึนแปรผนัตาม
ระยะเวลาในการเก็บรักษา สำหรับ 4-ethylphenol มีลักษณะกลิ่นย่างและกลิ่นควัน มคีวามเข้มข้น
เพิ่มขึ้นในระหว่างการเก็บรักษา ซึ่งมีรายงานพบว่าสารกลุ่ม phenol พบได้ในกุ้งปรุงสุกซึ่งเป็นสารที่
เกิดจากปฏิกิริยา thermal degradation ของสารที ่มีโครงสร้างเป็น carboxyl group (Pan and 
Kuo, 1994) โดยที่สารในกลุ่ม phenol เมื่อมีปริมาณเพิ่มขึ้นอาจส่งผลต่อกลิ่นรสที่ไม่พึงประสงค์  
(Cha and Cadwallader, 1995) และนอกจากนี้ยังมีปฏิกิริยาเอสเตอริฟิเคชันระหว่างกรดไขมันและ 
alcohol ที่อาจส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงของสารให้กลิ ่นกลุ่ม ester คือ methyl palmitate ที่มี
ปริมาณความเข้มข้นเพิ่มข้ึนในระหว่างการเก็บรักษา  

สำหรับสารให้กลิ ่นที ่มีแนวโน้มลดลงในระหว่างการเก็บรักษา ได้แก่ N,N-dimethyl-
methylamine และ 3-hexanone โดยมีแนวโน้มที ่ลดลงในตั ้งแต่ช่วงส ัปดาห์ 4 โดยที ่ N,N-
dimethyl-methylamine เป็นสารให้กลิ่นกลุ่มเอมีนที่มีมวลโมเลกุลต่ำสามารถเกิดการระเหยได้ง่าย 
สำหรับการลดลงของ 3-hexanone อาจเกิดจากการที ่สารกลุ ่มนี ้ถูกใช้เป็นสารตั ้งต้นในการเกิด
ออกซิเดชันในขั้นเริ่มต้น (primary oxidation) (Zhu et al., 2019) จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่า
สารให้กลิ่นสำคัญที่พบในตัวอย่างผงโปรตีนไฮโดรไลเสตทั้ง 17 ชนิดเกิดการเปลี่ยนแปลงปริมาณ
ความเข้มข้นในระหว่างการเก็บรักษาในบรรจุภัณฑ์แบบถุงอลูมิเนียมลามิเนตแบบ PET/Al-met/ 
LLDPE ปิดผนึกแบบสุญญากาศที่มีอัตราการซึมผ่านของออกซิเจน (oxygen transmission rate, 
OTR) อยู่ในช่วง 0.06-0.12 cm3/m2/day และอัตราการซึมผ่านของไอน้ำอยู่ในช่วง 0.006 – 0.03 
g/m2/day เมื่อพิจารณาร่วมกับผลการวิเคราะห์คุณภาพทางเคมีกายภาพ (ตารางที่ 4.10) จะพบว่า
ปริมาณความชื้น ค่าความขาว และ ค่า ∆E* เพิ่มขึ้นและแปรผันตามระยะเวลาการเก็บรักษา ปัจจัย
ด้านการซึมผ่านของไอน้ำและออกซิเจนนีอ้าจเป็นสาเหตุที่ทำให้องค์ประกอบของโปรตีนไฮโดรไลเสต 
เช่น โปรตีน ไขมัน คาร์โบไฮเดรต กรดอะมิโน เป็นต้น เกิดปฏิกิริยาต่าง ๆ เช่น ปฏิกิริยาออกซิเดชัน 
ปฏิกิริยาเมลลาร์ด และปฏิกิริยาเอสเตอริฟิเคชัน ส่งผลให้ความเข้มข้นของสารระเหยให้กลิ่นที่พบใน
ตัวอย่างเกิดการเปลี่ยนแปลงในระหว่างการเก็บรักษา จากงานวิจัยของ Pongsetkul et al. (2022) 
ได้ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของสารให้กลิ่นสำคัญของกะปิอบแห้งและบรรจุลงในถุงที่แตกต่างกัน 3 
ชนิด ได้แก่ PP, PET และ LLDPE/Nylon ปิดผนึกแบบสุญญากาศ และติดตามการเปลี่ยนแปลงของ
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สารให้กล ิ ่นสำคัญโดยใช ้ gas chromatography-mass spectrometry พบว่า N,N-dimethyl-
methylamine ของตัวอย่างที่บรรจุในถุงทั้ง 3 ชนิดลดลง อีกทั้งยังพบว่าตัวอย่างที่บรรจุในถุง PP 
และ PET มีปริมาณสารกลุ่ม ketone ลดลงมากกว่าตัวอย่างที่บรรจุในถุง LLDPE/Nylon ซึ่งเกิดจาก
การที่ถุง LLDPE/Nylon สามารถป้องกันการซึมผ่านของออกซิเจนและความช้ืนได้ดีกว่าอีกทั้งยังเป็น
การบรรจุแบบสุญญากาศซึ ่งช่วยป้องกันการเกิดออกซิเดชันได้ดีกว่าบรรจุภัณฑ์อีก 2 ชนิด จาก
งานวิจัยนี้มีความสอดคล้องกับผลการทดลองของตัวอย่างผงโปรตีนไฮโดรไลเสตแสดงให้เห็นถึงการ
เปลี ่ยนแปลงความเข้มข้นของสารให้กลิ่นสำคัญในระหว่างการเก็บรักษาช่วง 0 ถึง 12 สัปดาห์         
ซ ึ ่งจะต้องพิจารณาร่วมกับผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสด้วยวิธี QDA เพื ่อยืนยันถึงการ
เปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของสารให้กลิ่นสำคัญของผงโปรตีนไฮโดรไลเสตที่อาจส่งผลต่อลักษณะ
ปรากฏ การรับรู้ด้านกลิ่น กลิ่นรส และรสชาติของผงโปรตีนไฮโดรไลเสต 
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4.3.3 การเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางประสาทสัมผสัของผงโปรตีนไฮโดรไลเสตระหว่างการเก็บ
รักษา 

จากการศึกษาการเปลี ่ยนแปลงคุณภาพทางประสาทสัมผัสระหว่างการเก็บรักษาของผง

โปรตีนไฮโดรไลเสตโดยเก็บตัวอย่างผงโปรตีนไฮโดรไลเสตในถุงอลูมิเนียมลามิเนตแบบ PET/Al-

met/LLDPE ปิดผนึกแบบสุญญากาศ โดยเก็บร ักษาที ่อ ุณหภูม ิ 25 °C เป ็นเวลา 12 สัปดาห์            

สุ่มตัวอย่างทุก 2 สัปดาห์เพื่อทำการทดสอบทางประสาทสัมผัสด้วยวิธี quantitative descriptive 

analysis (QDA) โดยใช้ผู ้ทดสอบ 12 คน (ชาย 7 คนและหญิง 5 คน) อายุ 24-35 ปี จากภาค        

วิชาเทคโนโลยีทางอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยที่ผ่านการฝึกฝน ซึ่งผู้ทดสอบ

ได้กำหนดลักษณะที่จะใช้ในการประเมินตัวอย่างผงโปรตีนไฮโดรไลเสต 9 ลักษณะ ดังนี้ สี, การจับตัว

กันเป็นก้อน, กลิ่นกุ้งต้ม, กลิ่นคาวอาหารทะเล, กลิ่นรสกุ้ง, กลิ่นรสทะเล, รสเค็ม, รสอูมามิ และ      

รสหวาน ซึ่งคำอธิบายลักษณะของตัวอย่าง ตัวอย่างอ้างอิง และระดับความเข้มของตัวอย่างอ้างอิง

ของแต่ละลักษณะแสดงในตารางที่ 4.13 จากนั้นให้ผู้ทดสอบประเมินให้คะแนนระดับความเขม้ของ

ตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสตที่เก็บรักษาไว้ในทุก ๆ 2 สัปดาห์  

จากผลการทดสอบแสดงในตารางที่ 4.14 พบว่าระดับความเข้มของลักษณะปรากฏด้านสี

ของผงโปรตีนไฮโดรไลเสตได้มีค่า 4.91 ±0.11 และมีแนวโน้มที่เพิ ่มขึ้นสูงในระหว่างเก็บรักษา             

ซึ่งมีความสอดคล้องกับผลการวิเคราะห์การคุณภาพทางเคมีกายภาพด้านการเปลี่ยนแปลงของ ค่า

ความขาว และ ∆E รวมถึงปริมาณความช้ืนของตัวอย่าง (ตารางที่ 4.10) สำหรับคุณลักษณะด้านกลิ่น

กุ้งต้ม กลิ่นรสกุ้ง และกลิ่นรสอาหารทะเล มีแนวโน้มที่ลดลงในระหว่างการเก็บรักษา โดยระดับความ

เข้มของแต่ละลักษณะมีแนวโน้มที่ลดลงเมื่อเพิ่มระยะเวลาการเก็บรักษา เมื่อพิจารณาร่วมกับผลการ

วิเคราะห์ด้วย GC-MS (ตารางที่ 4.12) พบว่าสารให้กลิ่นสำคัญ เช่น N,N-dimethyl-methylamine 

ลักษณะกลิ่นคาวปลาและ 3-hexanone มีลักษณะกลิ่นหอมหวานมีความเข้มข้นลดลงในระหว่างการ

เก็บรักษาตั้งแต่ช่วงสัปดาห์ที ่ 4 ของการเก็บรักษา นอกจากนี้สารในกลุ่มแอลดีไฮด์ แอลกอฮอล์      

เอสเตอร์ และฟีนอลซึ ่ งม ีค่า OAV ส ูง เช ่น 2-methylpropanal, 2-methyl-3-furanthiol, 2-

furanmethanol, 2(5H)-furanone, 4-ethyl-phenol, methyl palmitate เป ็นต้น มีแนวโน้มที่

เพิ่มสูงขึ้นเมื่อเพิ่มระยะเวลาการเก็บรักษา ทั้งนี้กลิ่นดังกล่าวอาจเป็นสาเหตุที่ทำให้เกิดกลิ่นที่ไมพ่ึง

ประสงค์เมื ่อมีปร ิมาณความเข ้มข ้นเพ ิ ่มส ูงข ึ ้น (Peinado et al., 2016 ; Zhu et al., 2019; 

Pongsetkul et al., 2022) จึงส่งผลต่อคะแนนความเข้มด้านกลิ่นกุ้งต้มและกลิ่นรสของกุ้งและกลิ่น

รสทะเลลดลง ในขณะที่ระดับความเข้มของกลิ ่นรสหวานมีค่าเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญ (p≤0.05) 
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เนื่องจากในระหว่างการเก็บรักษามีปริมาณความชื้นเพิ่มขึ้นในช่วงสัปดาห์ที่ 6 และผลการทดสอบ   

ทางประสาทสัมผัสยังมีความสอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ปริมาณความเข้มข้นของสารให้กลิ่นสำคัญ

พบว่า 2-furanmethanol, maltol และ vanillin ซึ่งเป็นสารให้กลิ่นที่มีลักษณะกลิ่นหวาน คาราเมล 

และวานิลา ตามลำดับ มีความเข้มข้นเพิ่มขึ้นในระหว่างการเก็บรักษาจึงอาจส่งผลต่อการรับรู้ดา้น

กลิ่นรสหวานของตัวอย่างเพิ่มข้ึนทำให้ระดับความเข้มด้านกลิ่นรสหวานเพิ่มข้ึน สำหรับลักษณะด้าน

รสชาติพบว่าระดับคะแนนความเข้มด้านรสเค็มและรสอูมามิพบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ 

โดยมีระดับความเข้มของรสเค็มอยู่ในช่วง 7.20-8.39 และระดับความเข้มของรสอูมามิอยู่ในช่วง 

5.82-7.25 ระดับความเข้มของรสเค็มและรสอูมามิมีแนวโน้มที ่สอดคล้องกับการรายงานของ 

Kleekayai et al. (2016) รายงานผลการทดสอบทางประสาทส ัมผ ัสด ้วยว ิ ธี  quantitative 

descriptive analysis (QDA) ของตัวอย่างกุ ้งหมักในระหว่างการเก็บรักษา 6 เดือน พบว่าระดับ

ความเข้มของลักษณะด้านรสชาติ ได้แก่ รสเค็ม และรสอูมามิของตัวอย่างเพิ่มข้ึนเล็กน้อย เนื่องจาก

ปริมาณของกรดอะมิโนที่มีรสเค็มและรสอูมามิคงที่จึงอาจทำให้ลักษณะด้านรสเค็มและรสอูมามิของ

ตัวอย่างเกิดการเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กน้อยในระหว่างการเก็บรักษา  
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บทที่ 5  

สรุปผลการทดลอง 

 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับกระบวนการไฮโดรลซิิสโปรตีนจากกุ้งฝอยด้วยฟลาโวไซม์ 

โดยกำหนดตัวแปรคือ อัตราส่วนเอนไซม์ต่อสารตั้งต้น (E/S; 5-15 LAPU/g protein), อุณหภูมิ (45-

55 ºC) และ pH (6-8) พบว่ากระบวนการไฮโดรลิซิสโปรตีนด้วยฟลาโวไซม์ เป็นกระบวนการที่ส่งผล

ต่อการเปลี่ยนแปลงสมบัติของโปรตีนด้านกายภาพ ด้านเคมี รวมถึงด้านประสาทสัมผัส โดยที่ปัจจัย

ด้านอุณหภูมิและค่า pH เป็นปัจจัยที่ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงของระดับการย่อยโปรตีนอย่างมี

นัยสำคัญ ซึ่งการใช้อัตราส่วนเอนไซม์ต่อสารตั้งต้น 10 LAPU/g protein อุณหภูมิ 50°C และ pH 7 

เป็นสภาวะที่เหมาะสมที่ให้ค่าระดับการย่อยของโปรตีนอยู่ในช่วงร้อยละ 20.97±0.86% จากผลการ

วิเคราะห์ค่าการกระจายตัวของน้ำหนักโมเลกุลโปรตีนของโปรตีนไฮโดรไลเสตมีค่าเฉลี่ยของน้ำหนัก

โมเลกุลเท่ากับ 48.3 kDa ซึ่งมีค่าที่ต่ำกว่าโปรตีนที่ไม่ผ่านกระบวนการไฮโดรลิซิสที่มีน้ำหนักโมเลกุล

เฉลี่ยเป็น 61 kDa และเมื่อวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของกรดอะมิโนอิสระพบว่า โปรตีนไฮโดรไลเสต

มีค่าผลรวมทั้งหมดของปริมาณกรดอะมิโนอิสระเพิ่มขึ้นเป็น 142.53±5.08 mg/ 100 g protein ซึ่ง

สูงกว่าตัวอย่างควบคุมที่มีค่า 48.84±2.68 mg/ 100 g protein โดยที่ฟลาโวไซม์มีกิจกรรมจำเพาะ

ต่อตำแหน่งเร่งปฏิกิริยาการย่อยของโปรตีนที่บริเวณปลายสาย โดยที่กรดอะมิโนอิสระในกลุ่มไม่ชอบ

น้ำจะจัดเรียงตัวอยู่บริเวณปลายสายของเปปไทด์ซึ่งเป็นสาเหตุที่ทำให้เกิดรสขมของโปรตีนไฮโดรไล

เสต เมื่อถูกเอนไซม์ย่อยกลายเป็นกรดอะมิโนอิสระระดับรสขมจะลดลงอีกทั้งยังมกีรดอะมโินอิสระทีม่ี

รสชาติหวาน เค็ม อูมามิเพิ่มขึ้น จึงทำให้รสชาติของผลิตภัณฑ์เพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับตัวอย่าง

ควบคุม ส่งผลให้การทดสอบทางประสาทสัมผัสด้วยวิธี 9-point hedonic test มีคะแนนความชอบ

ในด้านกลิ่นรส รสชาติ และความชอบโดยรวมสูงกว่าตัวอย่างควบคุม รวมถึงผลการทดสอบทาง

ประสาทสัมผัสด้วยวิธี quantitative descriptive analysis (QDA) พบว่า โปรตีนไฮโดรไลเสตมีระ

ดับความเข้มด้านกลิ่นกะปิ กลิ่นคาวอาหารทะเล รสเค็ม และรสอูมามิสูงกว่าตัวอย่างควบคุม แสดงให้

เห็นว่ากรดอะมิโนอิสระเป็นสารตั้งต้นสำคัญในการเกิดกลิ่นรสและรสชาติของโปรตีนไฮโดรไลเสต  
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การศึกษาหาสภาวะการทำแห้งที่เหมาะสมโดยกำหนดอุณหภูมิในการทำแห้งที่อุณหภูมิ 3 

ระดับ คือ 120, 150 และ 180°C และพิจารณาคัดเลือกสภาวะที่เหมาะสมจากลักษณะทางเคมี

กายภาพ พบว่าการใช้อุณหภูมิ 150 °C ควบคุมอัตราการป้อน 10 ถึง 12 ml/min เป็นสภาวะที่

เหมาะสมในการทำแห้งแบบพ่นฝอย เนื่องจากเป็นสภาวะอุณหภูมิที่ทำให้ได้ผงโปรตีนไฮโดรไลเสตที่มี

ปริมาณความช้ืน ค่ากิจกรรมของน้ำอยู่ในเกณฑ์ที่มาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชน เรื่อง ผงปรุงรส กำหนด

ไว้ 

การศึกษาเสถียรภาพของผงโปรตีนไฮโดรไลเสตพบว่า ในระหว่างการเก็บรักษาในช่วง 0 ถึง 

12 สัปดาห์ผงโปรตีนไฮโดรไลเสตมีปริมาณความชื้นเพิ่มขึ้น ค่าความขาวลดลง ปริมาณสารให้กลิ่น

สำคัญกลุ่ม amine และ ketone บางชนิดลดลง และสารกลุ่ม alcohol, aldehyde และ pyrazine 

เพิ่มข้ึน สำหรับผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสด้วยวิธี quantitative descriptive analysis (QDA) 

พบว่ามีระดับคะแนนความเข้มของกลิ่นกุ้งต้ม กลิ่นคาวอาหารทะเล กลิ่นรสกุ้ง กลิ่นรสอาหารทะเลมี

แนวโน้มที่ลดลง และความเข้มของรสหวานเพิ่มสูงขึ้นในระหว่างการเก็บรักษา เนื่องจากปริมาณ

ความช้ืนและออกซิเจนอาจส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของผงโปรตีนไฮโดรไลเสตในระหว่าการเก็บ

รักษา  

 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

5.2.1 ควรใช้สารห่อหุ้มชนิดอื่น ๆ  ร่วมด้วยเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการห่อหุ้มสารให้กลิ่นได้ดีดีข้ึน 

เช่น gum arabic, cyclodextrin, pectin, calcium silicate เป็นต้น  

5.2.2 ควรศึกษาอิทธิพลของปัจจัยด้านอัตราส่วนความเข้มข้นของสารห่อหุ้ม และศึกษาลักษณะทาง 

อสัณฐานวิทยาเพื่ออธิบายประสิทธิภาพในการห่อหุ้มของสาร 
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บรรณาน ุก รม 
 

บรรณานุกรม 
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ภาคผนวก ก  

ก.1 การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี (Proximate analysis) (AOAC, 2005) 

ก 1.1 ปริมาณความชื้น (Moisture content) 

วัสดุอุปกรณ ์

1. ถ้วยอะลูมิเนียม (Moisture can) 

2. ช้อนตักสาร 

3. ตู้อบลมร้อน  

4. โถดูดความช้ืน 

วิธีการวิเคราะห์ 

1. นำถ้วยอะลูมิเนียมไปอบที่อุณหภูมิ 105 ºC  ระยะเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนำถ้วย

อะลูมิเนียมออกมาพักไว้ในโถดูดความช้ืน 30 นาที ช่ังน้ำหนักและจดบันทึกค่าน้ำหนักที่

แน่นอน 

2. ช่ังตัวอย่างที่ผ่านการบดละเอียดปริมาณ 2 กรัมลงในถ้วยอะลูมิเนียมแล้วนำไปอบที่

อุณหภูมิ 105 ºC  เป็นเวลา 3 ชั่วโมง แล้วนำออกมาพักไว้ในโถดูดความชื้น 30 นาที     

ช่ังน้ำหนักตัวอย่างและนำไปอบแห้งจนกว่าน้ำหนักที่แน่นอน  

3. นำค่าน้ำหนักตัวอย่างที่แน่นอนหลังจากอบแห้งมาคำนวณปริมาณความช้ืนของตัวอย่าง 

โดยกำหนดให้ W1 คือน้ำหนักตัวอย่างก่อนอบ (g) และ W2 คือน้ำหนักตัวอย่างหลังอบ 

(g) และรายงานผลเป็นค่าร้อยละปริมาณความช้ืน (%moisture content) 

% moisture content =  
W1 − W2

W1
× 100 

 

ก.1.2 วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนท้ังหมด ด้วยวิธี Kjeldahl  

วัสดุอุปกรณ ์

1. เครื่องยอ่ยโปรตีน (digestor, Buchi รุ่น K-424, Switzerland) 

2. เครื่องดกัจบัไอกรด (scrubber, Buchi รุ่น B-414, Switzerland) 

3. เครื่องกลั่นไนโตรเจน (distillation unit, Buchi รุ่น B-324, Switzerland) 

สารเคมี  

1. 98% sulfuric acid (A.R. grade, QRëC, New Zealand) 
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2. M hydrochloric acid (A.R. grade, QRëC, New Zealand) 

3. 50% (w/v) sodium hydroxide (A.R. grade, Loba Chemie, India) 

4. 4% (w/v) boric acid (A.R. grade, Merck, Germany) 

5. selenium mixture (A.R. grade, Merck, Germany) 

6. อินดิเคเตอร์ (เตรียมโดยละลาย methyl red 0.125 g และ methylene blue  

     0.0825 กรัม ใน 90% (v/v) ethanol ปริมาตร 100 มลิลลิิตร 

วิธีการวิเคราะห์ 

ข้ันตอนการย่อย 

1. ช่ังตัวอย่างที่ผ่านการอบแห้งน้ำหนักแน่นอนประมาณ 1 กรัม ใส่หลอดย่อย 

2. เติม selenium mixture 0.5 กรัม และ sulfuric acid 20 มิลลิลิตร ลงในหลอดย่อย 

3. ทำ blank โดยใช้น้ำกลั ่นแทนตัวอย่างประมาณ 1 มิลล ิล ิตร แล้ววิเคราะห์

เช่นเดียวกับตัวอย่าง 

4. ต่อหลอดย่อยเข้ากับเครื่องย่อยโปรตีน แล้วย่อยจนตัวอย่างมีสีน้ำตาลเข้ม (ใช้เวลา

ประมาณ 30-45 นาที) 

ปิดเตา และยกออกจากเครื่องย่อย ทิ้งให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง 

ข้ันตอนการกลั่นและไตเตรต 

1. กลั่นตัวอย่างที่ผ่านการย่อย โดยเติม 50% (w/v) NaOH ปริมาตร 90 มิลลิลิตร และ

น้ำกลั่น 30 มิลลิลิตร ลงในหลอดย่อยโปรตีน เวลาในการกลั่นเท่ากับ 5 นาที เพื่อให้

ทำปฏิกิริยาเกินพอซึ่งสังเกตุได้จากสารละลายเปลี่ยนเป็นสีคล้ำ  

2. นำขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุ 4% (w/v) boric acid ปริมาตร 25 

มิลลิลิตร ผสมอินดิเคเตอร์ 2-3 หยด ไปรองรับของเหลวที่กลั่นได้ โดยให้ปลายของ

อุปกรณ์ควบแน่นแช่ในสารละลายกลั่นให้ได้ของเหลวอยู่ในระดับ 200 มิลลิลิตร 

3. ไตเตรทสารละลายที่กลั่นได้ในขวดรูปชมพู่ด้วย 0.1 M HCl ที่ทราบความเข้มข้นที่

แน่นอนจนถึงจุดยุติ (สารละลายเปลี่ยนเป็นสีชมพูอ่อน) บันทึกปริมาตร HCl ที่ใช้ 

และคำนวณหาปริมาณไนโตรเจนดังสมการ โดยกำหนดให้ Vs คือ ปริมาตรของ HCl 

ที่ไตเตรทตัวอย่าง (มิลลิลิตร), Vb คือปริมาตรของ HCl ที่ไตเตรต blank (มิลลิลิตร) 

และ N คือความเข้มข้น HCl (M)  
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% Nitrogen =  
[(Vs − Vb) × N × 14 × 100]

(g sample × 1000)
 

 

4. คำนวณปริมาณโปรตีน ดังสมการ 

ปริมาณโปรตีน = %Nitrogen x 6.25 

 

ก.1.3 วิเคราะห์ปริมาณไขมัน  

วัสดุปกรณ ์

1. เครื่องช่ังทศนิยม 4 ตำแหน่ง (Mettler Toledo รุ่น MS304S/01, Switzerland) 

2. เครื่องสกัดไขมัน (Soxhlet extractor, Gerhardt รุ่น HC61, Germany) 

3. rotary vacuum evaporator (BUCHI รุ่น Rotavapor R-114, Switzerland) 

4. thimble 

5. hot air oven (Gen Lab รุ่น PRIME, UK) 

6. โถดูดความช้ืน 

สารเคม ี

1. petroleum ether (A.R. Grade, J.T. Baker Neutrasorb, USA) 

วิธีวิเคราะห์ 

1. อบขวดก้นกลมขนาด 250 มิลลิลิตร ในตู้อบลมร้อน ที่อุณหภูมิ 105 ºC  จนแห้ง

สนิทและทิ้งให้เย็นในโถดูดความช้ืน แล้วช่ังน้ำหนักขวดเปล่าที่แน่นอน 

2. ช่ังตัวอย่างที่อบแห้งแล้ว ให้ได้น้ำหนักที่แน่นอน ประมาณ 2 กรัม  

3. ใส่ตัวอย่างลงใน thimble แล้วปิดด้วยสำลี จากนั้นประกอบเข้ากับชุดสกัดไขมัน 

โดยใช้ตัวทำละลาย petroleum ether ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ใช้เวลาในการสกัด

ประมาณ 3 ช่ัวโมง 

4. ระเหย petroleum ether ในขวดก้นกลม ด้วยเครื่องระเหยจนหมด 

5. อบในตู้อบลมร้อน ที่อุณหภูมิ 105 ºC  จนแห้งสนิท แล้วทิ้งให้เย็นในโถดูดความช้ืน 

6. ช่ังน้ำหนักขวดก้นกลมที่อบแห้งแล้วเพื่อนำไปคำนวณหาปริมาณไขมันทั้งหมด ตาม

สมการดังนี้ โดยกำหนดให้ W0 คือน้ำหนักน้ำมันที่สกัดได้ (g) และ W1 คือน้ำหนัก

ตัวอย่างเริ่มต้น (g) 

ปริมาณไขมันทั้งหมด (%) =  
W0

W1
× 100 
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ก.1.4 การวิเคราะห์หาปริมาณเถา้  

วัสดุอุปกรณ ์

1. เครื่องช่ังทศนิยม 4 ตำแหน่ง (Mettler Toledo รุ่น MS304S/01, Switzerland) 

2. crucible 

3. magnetic stirrer with heating plate (IKA รุ่น C-MAG HS7, Germany) 

4. เตาเผา (muffle furnace, Carbolite gero รุ่น CWF 1200, UK) 

5. โถดูดความช้ืน 

สารเคม ี

1. 1.25% (w/w) sulfuric acid (A.R. grade, QRëC, New Zealand) 

2. 5% (w/w) sodium hydroxide (A.R. grade, Loba Chemie, India) 

3. 1% (w/w) hydrochloric acid (A.R. grade, QRëC, New Zealand) 

4. 95% ethanol (A.R. grade, QRëC, New Zealand) 

วิธีวิเคราะห์ 

1. เผา crucible พร้อมฝาในเตาเผาที่อุณหภูมิ 550 ºC นาน 3 ช่ัวโมง นำออกจาก

เตาเผาแล้วทิ้งให้เย็นในเดสิคเคเตอร์ ช่ังน้ำหนกั จนกระทัง่ได้น้ำหนักที่คงที่ (ต่างกันไม่

เกิน 0.005 กรัม) แล้วบันทึกผล (W1) 

2. ช่ังตัวอย่างน้ำหนกัให้ได้น้ำหนกัที่แน่นอนประมาณ 3 กรมั (ทศนิยม 4 ตำแหน่ง) ลง

ใน crucible บันทึกผล (S) 

3. เผาตัวอย่างบน hot plate จนได้เถ้าสีดำและหมดควัน 

4. จากนั้นนำไปเผาในเตาเผาอุณหภูมิ 550ºC จนกระทั่งได้เถ้าสีขาว นำออกจากเตาเผา 

เก็บในโถดูดความช้ืนพักไว้ให้เย็นแล้วช่ังน้ำหนัก 

5. ทำซ้ำเช่นเดียวกับข้อ 5 จนกว่าน้ำหนกัจะคงที่หาค่าเฉลี่ยและบันทกึผล (W2) 

6. คำนวณหาปรมิาณเถ้าจากสมการ โดยกำหนดให้ W1 คือ น้ำหนัก crucible, W2 คือ 

น้ำหนักครซูิเบลิและน้ำหนักเถ้า และ S คือน้ำหนักตัวอย่าง 

%ash =  
(w2 − w1)

s
× 100 
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ก.2 การวิเคราะห์ระดับการย่อยของโปรตีน (Suppavorasatit et al., 2011) 

อุปกรณ์ 

1. 96 well microtiter plate 

2. incubator (Heraeus รุ่น B5042, Germany) 

3. microplate reader (ASYS รุ่น UVM340, Biochrom Ltd., UK) 

สารเคมี  

1. DC Protein Assay (Bio-Rad Laboratories Inc., USA) ประกอบด้วย 

- Bovine serum albumin (BSA) 

- Reagent A (alkaline copper tartrate solution) 

- Reagent B (Folin reagent) 

2. Tris-buffer saline (TBS) 

วิธีวิเคราะห์ 

1. เตรียมสารสำหรับสร้างกราฟมาตรฐานโดยใช้ BSA เป็นโปรตีนมาตรฐาน เตรียมโดยละลาย 

BSA ทั้งหมด 9 ระดับความเข้มข้น ได้แก่ 1500, 1200, 900, 600, 300, 100, 30, 10, และ 

0 µg/mL 

2. ใส่สารละลาย BSA และตัวอย่าง ตัวอย่างละ 5 µL ลงใน 96 well microtiter plate  

3. เติม reagent A ปริมาตร 25 µL 

4. เติม reagent B ปริมาตร 200 µL บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลาอย่างน้อย 15 นาที 

5. นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื ่อง microplate reader ที่ความยาวคลื ่น 630 nm 

ภายใน 1 ช่ัวโมงหลังจากเติม reagent B 

6. สร้างกราฟมาตรฐานโดยใช้ค่าการดูดกลืนแสงและความเข้มข้นของสารละลาย BSA และ

คำนวณปริมาณโปรตีนที่ละลายของตัวอย่างจากสมการเส้นตรงที่ได้จากกราฟ 

7. ค่าระดับการย่อย (DH, %) คำนวณจากปริมาณโปรตีนที่ละลายจากตัวอย่างเทียบกับปริมาณ

โปรตีนที่ละลายจากตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ถูกย่อยด้วยกรดซัลฟิวริก 2N ที่อุณหภูมิ 

100 °C เป็นระยะเวลา 4 ช่ัวโมง (ย่อยอย่างสมบูรณ์) 
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กราฟมาตรฐาน 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ก.1 กราฟมาตรฐานของปรมิาณโปรตีนที่ละลาย 

ก.3 การเตรียมน้ำต้มกุ้ง 

อุปกรณ์ 

1. เตาแม่เหล็กไฟฟ้า 

2. หม้อ 

3. thermocouple 

4. ตะแกรง (sieve) 

 

วิธีทำ  

1. นำกุ้งฝอยมาละลายน้ำแข็งจากนั้นนำไปต้มในน้ำที่อุณหภูมิ 90±5°C ระยะเวลา 10 นาที 

2. นำมาแยกส่วนที่เป็นกุ้งฝอยและน้ำออกจากกันผ่านตะแกรง 

3. นำน้ำต้มกุ้งมาลดอุณหภูมิลงอย่างรวดเร็วโดยใช้น้ำเย็นอัตราส่วนน้ำต่อน้ำแข็งเป็น  1:2 (น้ำ

ต้มกุ้งมีค่า pH 7.6) 

4. บรรจุใส่ในขวดแก้วทึบแสงที่มีฝาปิดสนิท เก็บรักษาไว้ในตู้เย็นอุณหภูมิ 4°C 
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ก.4 การสกัดสารระเหยด้วยวิธีการ Solvent extraction ดัดแปลงจากวิธีการของ Mall and 

Schieberle (2016) 

อุปกรณ์ 

1. ปิเปต  

2. ขวดก้นกลม 

3. vial 

4. nylon filter (ขนาด 0.45 µm) 

5. shaker 

6. separatory funnel 

7. sonicator 

8. vigreux column 

9. water bath 

สารเคมี  

1. dichloromethane 

2. NaCl 

3. 2,4,6-trimethylpyridine 

4. Na2SO4 

วิธีการสกัด 

1. นำผงโปรตีนไฮโดรไลเสต 50 g ละลายด้วยสารละลายเกลือ (NaCl) อิ่มตัวปริมาตร 50 mL 

เมื่อละลายแล้วนำไป sonicate ระยะเวลา 15 นาที  

2. เติม 2,4,6-trimethylpyridine ความเข้มข้น 1,000.447 µg/ml เพื ่อใช้เป ็น internal 

standard และเติม dichloromethane 100 mL นำไปเขย่าด้วย shaker ที่ความเร็วรอบ 

150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที  

3. นำตัวอย ่างมาแยกส ่วนใสออกโดยใช ้  separatory funnel จากนั ้นนำไปสก ัดด ้วย 

dichloromethane ตามขั้นตอนที่ 3 จนครบ 3 ครั้ง  
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10. นำส่วนใสที่ได้มาทำให้เข้มข้นขึ้นโดยการระเหย dichloromethane ออกโดยนำตัวอยา่งใส่

ลงในขวดก้นกลมและต่อเข้ากับ vigreux column จากนั ้นให้ความร้อนด้วยอ่างควบคุม

อุณหภูมิ 50-52 °C ให้เหลือตัวอย่างโดยประมาณ 5 mL 

5. นำตัวอย่างที่ทำให้เข้มข้นแล้วกรองผ่าน Na2SO4 แล้วนำไป purge N2  

11. นำตัวอย่างกรองผ่าน Nylon Syringe Filter ขนาด 0.45 µm ก่อนเติมลงใน µ-vial เตรียม

นำไปวิเคราะห์ด้วย GC-MS 
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ภาคผนวก ข 

ข.1 ตัวอย่างโครมาโตแกรมจากการวิเคราะห์กรดอะมโินโดยใช้ HPLC ของตัวอย่างควบคุม 

 

 

 

 

 

 

ข.2 ตัวอย่างโครมาโตแกรมจากการวิเคราะห์กรดอะมโินโดยใช้ HPLC ของตัวอย่างโปรตีน

ไฮโดรไลเสต 
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ภาคผนวก ค 

แบบประเมินทางประสาทสัมผัสด้วยวิธี 9-point hedonic  

ของตัวอย่างผลิตภัณฑ์โปรตีนไฮโดรไลเสตชนิดน้ำจากกุ้งฝอย 

แบบประเมินทางประสาทสัมผัสด้านความชอบของผู้บริโภคต่อลักษณะปรากฏ กลิ่น กลิ่นรส รสชาติและความชอบ

โดยรวมต่อโปรตีนไฮโดรไลเสตจากกุ้งฝอย 

ผู้ร่วมวิจัย (รหัส)…………………………..... อายุ………….…….…เพศ……………..…วันที่ทดสอบ……………………… 

คำชี้แจง: การทดสอบน้ีใช้เพื่อคัดเลือกภาวะที่เหมาะสมสำหรับการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากกุ้งฝอย โดยทำการ

ทดสอบตัวอย่างต่อไปนี้จากทางซ้ายไปทางขวาโดยการชิมแล้วประเมินลักษณะทางประสาทสัมผัส ให้คะแนน

ตามลำดับคะแนนที่กำหนดไว้ด้านล่าง  

กำหนดระดับคะแนน 1 ถึง 9 คะแนน ดังน้ี 
9 = ชอบมากที่สุด (like extremely)      6 = ชอบเล็กน้อย (like slightly)  3 = ไม่ชอบปานกลาง (dislike moderately) 

8 = ชอบมาก (like very much)           5 = เฉยๆ (neither like nor dislike)   2 = ไม่ชอบมาก (dislike very much) 

7 = ชอบปานกลาง (like moderately)   4 = ไม่ชอบเล็กน้อย (dislike slightly)   1 = ไม่ชอบมากที่สุด (dislike extremely) 

 

 

ลักษณะทางประสาทสัมผัส 
รหัสตัวอย่าง 

423 611 
ลักษณะปรากฏ    
กลิ่น    
กลิ่นรส    
รสชาติ   
ความชอบโดยรวม    

 

 

ข้อเสนอแนะ…………………………………………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

100 

แบบประเมินทางประสาทสัมผัสด้วยวิธี QDA (Quantitative descriptive analysis) 

ของตัวอย่างผลิตภัณฑ์โปรตีนไฮโดรไลเสตชนิดน้ำจากกุ้งฝอย 

แบบประเมินทางประสาทสัมผัสเชิงพรรณนาแบบใช้สเกลระดับความเข้มด้านกลิ่นรสของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากกุ้ง

ฝอยชนิดน้ำและการยอมรับของผู้บริโภคเม่ือประยุกต์ใช้เป็นส่วนผสมในอาหาร 

ผู้ร่วมวิจัย (รหัส)…………………………..... อายุ…………เพศ……วันที่ทดสอบ…………รหัสตัวอย่าง……………….. 

คำชี้แจง การทดสอบน้ีใช้คัดเลือกภาวะที่เหมาะสมสำหรับการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากกุ้งฝอยทดสอบตัวอย่าง

ดังต่อไปนี้ เริ่มทำการประเมินตัวอย่างที่จัดเตรียมไว้ให้ในถาดเสิร์ฟโดยเรียงลำดับตัวอย่างจากทางซ้ายขวา ด้วย

วิธีการการสังเกต ดมกลิ่น และชิมตัวอย่างแล้วประเมินลักษณะทางประสาทสัมผัส โดยทำเครื่องหมายที่แสดงถึง

ความเข้มของลักษณะน้ันๆที่สามารถอธิบายได้ดีที่สุดในความรู้สึกของท่าน  

ประเมินระดับความเข้มของคุณลักษณะต่างๆ โดยการพิจารณาลักษณะปรากฏ การดมกลิ่น และการชิมตัวอย่าง 

1.1 กลิ่นกะปิ 

 

 

 

1.2 กลิ่นคาวอาหารทะเล 

 

1.3 กลิ่นกุ้งต้ม 

 

 

 

 

1.4 รสเค็ม  
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ไม่มีกล่ิน กล่ินแรงมำก 

กล่ินแรงมำก ไม่มีกล่ิน 

กล่ินแรงมำก ไม่มีกล่ิน 

ไม่มีรสเค็มเลย มีรสเค็มมำก 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

101 

1.5 รสอูมามิ  

 

 

ข้อเสนอแนะ………………………………………………………………………………………………………………………………………………

………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0 15 

 
(reference) 

ไม่มีรสอูมำมิเลย มีรสอูมำมิมำก 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

102 

แบบประเมินทางประสาทสัมผัสด้วยวิธี QDA (Quantitative descriptive analysis) 

ของตัวอย่างผลิตภัณฑ์โปรตีนไฮโดรไลเสตชนิดผงจากกุ้งฝอย 

แบบประเมินทางประสาทสัมผัสเชิงพรรณนาแบบใช้สเกลระดับความเข้มด้านลักษณะปรากฏ สี กลิ่น กลิ่นรสของ

โปรตีนไฮโดรไลเสตจากกุ้งฝอยชนิดผงและการยอมรับของผู้บริโภคเม่ือประยุกต์ใช้เป็นส่วนผสมในอาหาร 

ผู้ร่วมวิจัย (รหัส)…………………………..... อายุ…………เพศ……วันที่ทดสอบ…………รหัสตัวอย่าง……………….. 

คำชี้แจง การทดสอบน้ีใช้เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงระหว่างการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์โปรตีนไฮโดรไลเสตจากกุ้ง

ฝอยชนิดผงทดสอบตัวอย่างดังต่อไปนี้ เริ่มทำการประเมินตัวอย่างที่จัดเตรียมไว้ให้ในถาดเสิร์ฟโดยเรียงลำดับ

ตัวอย่างจากทางซ้ายขวา ด้วยวิธีการการสังเกต ดมกลิ่น และชิมตัวอย่างแล้วประเมินลั กษณะทางประสาทสัมผัส 

โดยทำเครื่องหมายที่แสดงถึงความเข้มของลักษณะน้ันๆที่สามารถอธิบายได้ดีที่สุดในความรู้สึกของท่าน  

ประเมินระดับความเข้มของคุณลักษณะต่างๆ โดยการพิจารณาลักษณะปรากฏ การดมกลิ่น และการชิมตัวอย่าง 

1.1 สีขาว 

 

 

 

 

1.2 การจับตัวเป็นก้อน 

 

1.3 กลิ่นกุ้งต้ม 

 

 

 

 

 

1.4 กลิ่นคาวอาหารทะเล 

 

 

 

 

1.5 กลิ่นรสกุ้ง  
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เหลือง 
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1.6 กลิ่นรสอาหารทะเล  

 

 

 

 

1.7 รสเค็ม  

 

 

 

1.8 รสอูมามิ  

 

 

 

 

1.9 รสหวาน  

 

 

 

 

ข้อเสนอแนะ………………………………………………………………………………………………………………………………………………

………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
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ภาคผนวก ง 

ใบอนุมัติรบัรองยกเว้นการพจิารณาจริยธรรมการวิจัยสำหรบัการทดสอบทางประสาทสัมผสัของ

โปรตีนไฮโดรไลเสต 
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ประวัต ิผ ู้เข ีย น 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ-สกุล ฉัตรชนก  ไพศาลศักดิ ์
วัน เดือน ปี เกิด 5 พฤษภาคม 2539 
สถานท่ีเกิด จังหวัดแพร ่
วุฒิการศึกษา วิทยาศาสตร์บัณฑิต สาขาวิทยาศาสตร์ประมง 
ท่ีอยู่ปัจจุบัน 1484/251 ถนนพหลโยธิน แขวงจันทรเกษม เขตจตุจักร กรุงเทพฯ 10900 
ผลงานตีพิมพ์ Paisansak, C. and Suppavorasatit, I. (2022). Effect of enzymatic 

hydrolysis by Flavourzyme® on degree of hydrolysis, solubility, 
and antioxidant properties of freshwater prawn hydrolysates. In 
Proceedings of the 24nd Food Innovation Asia Conference; 16-
17 June 2022; Bangkok, Thailand. p. 87-96.   
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