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ปฏิญญา  ศริิกลุชยานนท : การผลติสารทดแทนไขมันสํ าหรับอิมัลชั่นชนิดนํ้ ามันในนํ้ าจาก
โปรตีนถั่วเขียว (PRODUCTION OF FAT REPLACER FOR OIL IN WATER
EMULSION FROM MUNGBEAN PROTEIN)    อ. ทีป่รึกษา : ผศ. ดร. พาสวดี
ประทีปะเสน  และ  อ. ม.ล. ศิริพัสตร  ไชยนัต,  61 หนา.  ISBN 974-17-0294-9

งานวิจัยนี้แยกโปรตีนถั่วเขียวจากนํ้ าทิ้งของโรงงานผลิตแปงถั่วเขียวซึ่งมีปริมาณโปรตีนสูง ดวยวิธี
isoelectric precipitation  แลวทํ าใหแหงดวยวิธี freeze dry  เพื่อการผลิตสารทดแทนไขมันจากโปรตีนถั่วเขียว
ซึ่งตองมีรูปรางเปนทรงกลมมีขนาดอยูในชวง 0.1-3 ไมครอน จึงดัดแปรโปรตีนดวยวิธีทางเคมีและกายภาพ ผล
การทดลองพบวาโปรตีนที่แยกไดมีองคประกอบดังนี้ โปรตีน 88.93% เถา 4.59 ไขมัน 0.78% คารโบไฮเดรตและ
เสนใย 5.7% โดยนํ้ าหนักแหง โปรตีนนี้มีการละลายตํ่ าสุดที่ pH 4.5 การดูดซับนํ้ าและนํ้ ามันของโปรตีนมีคาเทา
กับ 2.41 กรัมนํ้ าตอกรัมโปรตีน และ 5.76 กรัมนํ้ ามันตอกรัมโปรตีน ตามลํ าดับ  คา surface hydrophobicity
ของโปรตีนเทากับ 30 [ของ bovine serum albumin (BSA) มีคาเทากับ 1000]   คา emulsifying activity index
ของโปรตีนถั่วเขียวมีคาเทากับ 83  (ของ BSA มีคาเทากับ 102) อุณหภูมิการเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนเพิ่ม
ขึ้นตามความเขมขนของสารละลายโปรตีน

การดัดแปรทางเคมีโดยวิธี succinylation บงวา degree of chemical modification เพิ่มขึ้นอยางถด
ถอยเมื่อเพิ่มปริมาณสารดัดแปรมากขึ้น คา surface hydrophobicity ของโปรตีนดัดแปรมีคาสูงสุดและเทากับ
62 เมื่อใชสารดัดแปร succinic anhydride 0.4 กรัมตอกรัมโปรตีน การดัดแปรโปรตีนทํ าใหการละลายของ
โปรตีน การดูดซับนํ้ า  และคา emulsifying activity index ของโปรตีนถั่วเขียวดัดแปรมีคาเพิ่มขึ้น แตคาการดูด
ซับนํ้ ามันไมแตกตางจากโปรตีนถั่วเขียว อุณหภูมิการเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนนี้มีคาเทากับโปรตีนเริ่มตน
คือ 83 oC สวนคา ∆H มีคาลดลงอยางมากจาก 13.53 J/g เหลือ 3.62 J/g

จากการทดลองพบสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารทดแทนไขมันคือ ใชโปรตีนถั่วเขียวที่ไมผานการ
ดัดแปร ใหความรอนที่อุณหภูมิ 83 oC นาน 15 นาที โดยมีการตีปนตลอดเวลาที่ความเร็ว 17,000 rpm แลวตีปน
ตอที่ความเร็ว 23,000 rpm เปนเวลา 15 นาที  นํ ามาแยกอนุภาคที่ใหญกวา 3 ไมครอน โดยการปนเหวี่ยงที่
4000 x g นาน 10 นาที กระบวนการดังกลาวใหอนุภาคโปรตีนขนาด 0.1-3 ไมครอนที่มีรูปรางเปนวงกลมในสวน
ของเหลวในปริมาณ 94.66% ของอนุภาคทั้งหมด

ภาควชิา  เทคโนโลยีทางอาหาร ลายมือช่ือนิสิต............................................
สาขาวชิา  เทคโนโลยีทางอาหาร ลายมือช่ืออาจารยทีปรึกษา..........................
ปการศึกษา  2544 ลายมือช่ืออาจารยทีปรึกษารวม.....................
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##  4172342723    : MAJOR  FOOD TECHNOLOGY
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SUCCINYLATION
PATINYA  SIRIKULCHAYANONT.  PRODUCTION OF FAT REPLACER FOR OIL
IN WATER EMULSION FROM MUNGBEAN PROTEIN.  THESIS ADVISOR :
PASAWADEE PRADIPASENA, Sc.D., AND SIRIPASTR JAYANTA.  61 pp.
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This research is aimed to transform high protein content wastewater from mungbean starch
factories into value added products such as fat replacer.  The feasibility of isoelectric precipitation
method to separate protein from wastewater followed by freeze-drying process to produce dried
mungbean protein (MBP) is reported.  An exceptionally good quality MBP (protein 88.93%, ash
4.59%, fat 0.78%, carbohydrate and fiber 5.7%) is obtained from these processes.  Significant
characteristics of MBP are: oil adsorption at 5.76 g oil/g MBP, water adsorption at 2.41 g water/g
MBP, surface hydrophobicity 30 (BSA 1000), emulsifying activity index (EAI) 83 (BSA 102), ∆H of
denaturation 13.53 J/g, minimum solubility at pH 4.5.  It was found that denature temperature
increased when protein concentration increased.

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

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

บทนํ า

โปรตีนถั่วเขียวในงานวจิัยนี้หมายถึง โปรตีนที่แยกไดจากกระบวนการผลิตแปง
ถัว่เขยีว เนื่องจากถั่วเขียวเปนพชืเศรษฐกิจที่สํ าคัญของทวีปเอเชีย มโีปรตีนเปนองคประกอบถึง
24% (Poehlman, 1991) ในปจจุบนัโรงงานอุตสาหกรรมที่ผลิตแปงถั่วเขียวและวุนเสนในประเทศ
ไทยสวนใหญยงัไมมีวิธีการแยกโปรตนีถั่วเขียวออกจากนํ้ าทิ้งของโรงงาน ซึง่นอกจะทํ าใหเกิดการ
สูญเสียโปรตีนพชืคุณภาพดีที่เหมาะกับการบริโภคแลว ยังอาจกอปญหาดานมลภาวะดวย มี
โรงงานในประเทศไทยบางแหงเทานั้น ทีม่กีระบวนการแยกโปรตีนถั่วเขียวออกจากนํ้ าทิ้งของ
โรงงานขายเปนสินคาเสริมจากการผลิต ทีเ่พิม่มลูคาดานเศรษฐกิจใหแกโรงงาน โปรตีนที่แยกไดนี้
มักมีคุณภาพตํ่ า และจ ําหนายในรูปอาหารสัตว หรือเปนสารตั้งตนของอุตสาหกรรมโปรตีนไฮโดร
ไลเซทของสารปรุงแตงกลิ่นรส เชน นํ ้าซอสปรุงรส เปนตน  ดังนั้นจะเห็นวาการแยกโปรตนีถั่วเขียว
ไปใชนัน้ยังจํ ากัดอยูในวงแคบ อาจเนื่องมาจากมีงานวจิยัเกีย่วกบัโปรตีนถั่วเขียวนอยเมือ่เทียบกับ
งานวิจัยของโปรตนีเวยซึ่งเปนของเสียหรือผลพลอยไดจากอุสาหกรรมนม ในปจจุบันมีการนํ า
โปรตีนเวยมาผลติเปนผลิตภัณฑเพิ่มมูลคาที่มีราคาสูงเชน สารทดแทนไขมันแลว (Simplesse,
Dairy-Lo)

แนวความคิดใหมทางดานโภชนาการ และการแพทยในปจจุบันบังคับใหอุตสาห
กรรมอาหารหนัมาสนใจในผลิตภัณฑอาหารที่มีไขมนัตํ่ า เนื่องจากขอมลูทางการแพทยชี้ใหเห็นวา
การบริโภคอาหารที่มีไขมันในปริมาณสูง เปนการเพิ่มความเสี่ยงของโรคอวน โรคหัวใจ และโรค
มะเร็งบางชนิดแกผูบริโภค (Akoh, 1999) แตเนื่องจากไขมันเปนองคประกอบสํ าคัญในอาหารที่ให
ลกัษณะเนื้อสัมผัสที่เปนที่ชื่นชอบของผูบริโภคเชน ทํ าใหอาหารนุมไมแข็งกระดาง ท ําใหไขมันเปน
องคประกอบที่ขาดไมไดในอุตสาหกรรมอาหาร ดงันั้นจึงมีการสรรหาสารทดแทนไขมันที่ใหพลัง
งานนอยกวาไขมันแตยงัคงชวยใหอาหารมีลกัษณะเนื้อสัมผัสทีถู่กใจผูบริโภค

โปรตีนเปนสารอาหารประเภทหนึง่ ที่สามารถนํ ามาใชผลิตสารทดแทนไขมันได
การผลติสารทดแทนไขมันจากโปรตีนเพื่อ นํ าไปใชทดแทนไขมันในอาหารที่มีนํ้ าเปนวัฏภาคตอ
เนื่องนัน้ สามารถทํ าไดโดยการผลิตคอลลอยดโปรตีนที่มีอนภุาคเปนทรงกลมขนาดเสนผาศูนย
กลาง 0.1 ถึง 3 ไมครอน คณุสมบตัสิองประการนี้เปนขอกํ าหนดสํ าคัญของสารทดแทนไขมันเพื่อที่
จะไดมีสมบัติทางกายภาพ และลกัษณะทางเนื้อสัมผัสของอาหารทีเ่หมือนหรือคลายคลึงกับไขมัน
ธรรมชาติ (Singer and Dunn, 1990)
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กระบวนการผลิตสารทดแทนไขมันจากโปรตีนเวยใชหลักการทํ าใหโปรตีนสูญเสีย
สภาพธรรมชาติดวยความรอน รวมกับการใหอัตราเฉือนสูง เพื่อใหไดอนุภาคโปรตีนทรงกลมที่มี
สมบัตกิระจายตัวไดในนํ้ า มีขนาดประมาณ 0.1-3.0 ไมครอน และเปนคอลลอยดที่มีลักษณะทาง
ประสาทสัมผัสคลายครีม (Singer et al., 1988)

ดงันัน้เพือ่ศึกษาสมบัติและผลิตสารทดแทนไขมันจากโปรตีนถั่วเขียว จึงกํ าหนด
ขอบเขตของงานวิจัยนี้ไวดังตอไปนี้

 เตรยีมโปรตนีถั่วเขียวจากนํ้ าทิ้งของโรงงานแปงถั่วเขียว
 วเิคราะหสมบัติทางเคมีและทางกายภาพของโปรตีนถั่วเขียว
 ศกึษากระบวนการดัดแปรทางเคมีของโปรตีนถั่วเขียว
 วเิคราะหสมบัติทางเคมีและกายภาพของโปรตีนดัดแปร
 ศกึษาวธิผีลิตสารทดแทนไขมันจากโปรตีนถั่วเขียวและโปรตีนดัดแปร
 ศกึษาขนาดและรูปรางของสารทดแทนไขมันที่ผลิตได



บทที่ 2

วารสารปริทัศน

หนาทีข่องไขมันและนํ้ ามันในอาหาร

เนือ่งจากชนิด ปริมาณ และ การกระจายตัว ของไขมนัในอาหาร เปนคุณลกัษณะเฉพาะ
ของอาหารชนิดตางๆ การที่จะลดปริมาณไขมันในอาหารเหลานี้ดวยสารทดแทนไขมัน จะตอง
กระท ําโดยไมเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติของอาหารที่เนื่องมาจากไขมัน เชน รสชาติ ความขนหนืด
ลกัษณะปรากฏ ลักษณะทางกายภาพอื่น ๆ เปนตน ดังนั้นในเบื้องตนจึงขอสรุปถึงบทบาทของ
ไขมันในอาหารซึง่ม ี3 ประการดังนี้ (Jones, 1996a)

1) หนาทีท่างดานโภชนาการ
• ไขมนัเปนแหลงของกรดไขมันที่จํ าเปนตอรางกายเชน กรดลิโนเลอิก

(18:2) และกรดลิโนเลนิก (18:3)
• ไขมันเปนตัวพา (carrier) ส ําหรบัวิตามินที่ละลายในไขมันเชน วิตามินเอ

ดี อี และ เค
• ไขมนัเปนแหลงพลังงานที่สํ าคัญ เนื่องจากไขมัน/นํ้ ามัน ใหพลังงานแก

รางกายไดถึง 9 กิโลแคลอรี่ตอกรัม ซึ่งมากกวาสารอาหารชนิดอื่นๆ
(โปรตีนและคารโบไฮเดรตใหพลังงานประมาณ 4 กิโลแคลอรี่ตอกรัม)

2) หนาทีท่างดานเคมีและฟสิกส
• ไขมนัสงผลตอพฤติกรรมของอาหารระหวางการแปรรูปเชน ความคงตัว

ตอความรอน และความหนืด
• ไขมนัสงผลตอลักษณะอาหารหลังการแปรรูปเชน การกระจายตัวของ

องคประกอบของอาหาร และความขนเหนียว
• ไขมันสงผลตอความคงตัวของอาหารในชวงการเก็บรักษาเชน การแยก

ตวัของนํ้ ามัน และการหืน
3) หนาทีท่างดานประสาทสัมผัส

• ไขมันสงผลถงึดานลักษณะปรากฏของอาหารเชน ผิวมัน สี และความขุน
ของอาหาร
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• ไขมันสงผลตอเนือ้สัมผัสของอาหารเชน ความขนหนืด และความ
กระดางหรือแข็งของอาหาร

• ไขมันสงผลตอกลิน่รสของอาหารเชน ความเขมของกลิ่นรส การปลด
ปลอยกลิ่นรส (flavor release) และการพัฒนากลิ่นรสในอาหาร

• ไขมันสงผลตอ mouthfeel ของอาหาร เชน การละลายในปากของไขมัน
ท ําใหรูสึกนุมนวล และลักษณะเปนครีม

สารที่ใชเพื่อทดแทนไขมัน

Jones (1996a) ไดใหนิยามของสวนผสมอาหารที่ทดแทนไขมันและกอใหเกิดหรอืคงไวซึ่ง
ลักษณะเดมิของอาหารที่เกิดจากไขมันไวดังนี้

• Fat replacer หมายถงึสวนผสมในอาหารทีส่ามารถใชแทนไขมันได
• Fat substitute หมายถึงสารประกอบสังเคราะหที่สามารถใชแทนไขมันไดหนึ่งตอหนึ่ง

โดยนํ้ าหนัก โดยทัว่ไปจะมโีครงสรางทางเคมีคลายไขมันแตจะไมยอยสลายในระบบ
ทางเดินอาหาร เนือ่งจากมีโครงสรางทางเคมีที่คงทนทนตอปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส
(hydrolysis) โดยเอนไซมในรางกาย

• Fat mimetic หมายถึงสารทดแทนไขมันซึ่งเมื่ออุมนํ้ าไวในเมตริกซ (matrix) ใน
ปริมาณมากพอเพียง จึงทํ าใหมีลักษณะปรากฏ และลักษณะเนื้อสัมผัสคลายไขมัน

• Low-calorie fat หมายถึงสารประกอบไตรกลีเซอไรดสังเคราะห (synthetic
triglyceride) โดยการแทนที่กรดไขมันธรรมชาติดวยกรดคาไพรลิก (8:0), กรดคาพริก
(10:0) และกรดบีฮีนิก (22:0) บนโครงของกลีเซอรอล (glycerol backbone) ยังผลใน
การลดปริมาณแคลอรี่ เนื่องจากกรดบีฮีนิกไมถูกยอยสลาย สวนกรดกรดคาไพรลิก
และกรดคาพริกถกูยอยสลายแตจะคายพลงังานนอยกวากรดไขมันธรรมชาติ สาร
ประกอบไตรกลีเซอไรดสังเคราะหเหลานีใ้หพลังงานเพียง 5 กิโลแคลอรี่ตอกรัม

• Fat extender หมายถึงสารทดแทนไขมันที่ประกอบดวยไขมันธรรมชาติผสมกบัสวน
ผสมอ่ืนๆ เชน นํ ้า   ตัวอยางของสารกลุนนี้เชน อิมัลชั่น
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Akoh ไดสรุปวาสารทดแทนไขมัน (fat replacer) โดยทั่วไปแลวแบงออกไดเปน 2 กลุมคือ
fat substitute และ fat mimetic (Akoh, 1999) โดยแตละกลุมมีสมบัติดังนี้

• Fat substitute หมายถึงสารทีม่ีความคลายคลึงกับไตรกลีเซอไรดทั้งทางกายภาพและ
ทางเคมีสามารถใชแทนไขมันไดตอนํ ้าหนัก อาจเปนสารที่ผลิตมาจากไขมัน จากการ
สังเคราะหทางเคมีของไขมันหรือนํ้ ามัน จากการดัดแปรไขมันหรือนํ้ ามันปกติดายวิธี
การทางเอนไซม  สารทดแทนไขมันประเภทนี้มักคงตวัตออุณหภูมิที่ใชในการแปรรูป
อาหารทั้งที่อุณหภูมิตํ่ าและสูง

• Fat mimetic เปนสารทีเ่ลียนแบบสมบัติทางดานประสาทสัมผัสและทางกายภาพ
ของไตรกลีเซอไรด แตไมสามารถใชทดแทนไขมันไดทั้งหมด 100% สารทดแทนไขมัน
ประเภทนี้มกัผลิตมาจากโปรตีน หรือคารโบไฮเดรต เชน แปง และเซลลูโลส จาก
กระบวนการดัดแปรทางเคมี หรือกายภาพเพื่อใหมสีมบัติใกลเคียงไขมันธรรมชาติ
มากที่สุด สารทดแทนไขมันประเภทนี้ใหพลงังานประมาณ 0-4 kcal/g  โดยทั่วไปสาร
ทดแทนไขมันประเภทนีด้ดูซับนํ้ าเอาไวในปริมาณสูง จงึไมเหมาะทีจ่ะใชทอดอาหาร
นอกจากนั้นสารทดแทนไขมันประเภทนีย้งัอาจนี้ยังอาจเสียสภาพธรรมชาติ หรือเกิด
การไหมของนํ้ าตาลไดที่อุณหภูมิสูง

ขอมลูทางการแพทยชี้ใหเห็นวา การบริโภคไขมันในปริมาณสงูเปนสาเหตุใหผูบริโภคเปน
โรคอวน (obesity) และโรคมะเร็งบางชนิดมากขึ้น นอกจากนัน้ยังพบวา การบริโภคอาหารที่
ประกอบดวยไขมันอิ่มตัวอาจเปนสาเหตุของคอเลสเตอรอลในโลหิตสูง ซึง่เปนสาเหตุสํ าคัญของ
โรคเสนเลือดเลี้ยงหัวใจอุดตัน (coronary heart disease) ได (Akoh, 1999) จากขอมูลทางการ
แพทยเหลานี้ทํ าใหสารทดแทนไขมันไดรับความสนใจจากผูบริโภค  นักโภชนาการ และแพทย

สารทดแทนไขมันจากโปรตีน

ในระบบอาหารที่มีนํ้ าเปนวัฏภาคตอเนื่อง การแทนที่ไขมันทั้งหมดหรือบางสวนอาจทํ าได
โดยการแทนทีไ่ขมนัดวยสารที่มีโครงสรางทางกายภาพคลายไขมัน ดงันั้นจึงเกดิแนวความคิดที่จะ
แทนที่เม็ดไขมันในอาหารดวยสารทดแทนไขมันทีส่ามารถเกิดอนภุาคทรงกลมในวัฏภาคนี้ และให
สมบัติทางกายภาพคลายเม็ดไขมันขึ้น (Jones, 1996b)

ในการผลิตสารทดแทนไขมันจากโปรตีน ทํ าไดโดยการแปรสภาพโปรตีนใหเสยีสภาพ
ธรรมชาติ ในภาวะนี้สายโปรตีนจะเกิดการคลายตัว (protein unfold) แลวรวมตัวกัน การรวมตัว
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ของสายโปรตีนนี้อาจใหอนุภาคทีม่ีขนาดใหญ ดงันัน้จะตองมีวิธีควบคุมขนาดของเม็ดโปรตีนให
อยูในชวงที่ตองการเชน การใชแรงเฉือนรวมกับการใหความรอน (Singer, 1996) เปนตน

สารทดแทนไขมันที่ไดจากกระบวนการทีก่ลาวมานี้เรียกวา Microparticulated protein
particle (MP3) ซึง่สามารถใหคํ านิยามไดวา “MP3” คือเจลของโปรตีนทีป่ระกอบดวยอนุภาคขนาด
เสนผาศูนยกลางประมาณ 1/1000 มลิลิเมตร แตละอนุภาคมีโมเลกุลของโปรตีนหลายลาน
โมเลกุล (Tang et al., 1989 cited in Singer, 1996)

ลกัษณะเนื้อสัมผัสคลายไขมันของผลิตภัณฑอาหารแบบอิมัลชั่น ทีม่นีํ ้าเปนวัฏภาคตอ
เนือ่งนั้นขึ้นอยูกับขนาดของอนภุาคเปนสํ าคัญ   Singer and Dunn (1990) รายงานวาอนุภาคของ
โปรตีนที่ใชเปนสารทดแทนไขมันควรเปนทรงกลมและมเีสนผาศูนยกลางประมาณ 0.1-3.0
ไมครอน ลกัษณะทางกายภาพเหลานี้จํ าเปนที่จะทํ าใหสารทดแทนไขมันมีลักษณะเนื้อสัมผัส
คลายครีม (creamy) สารแขวนลอยที่อนุภาคมีขนาดตํ่ ากวา 0.1 ไมครอน จะใหลักษณะเนือ้สัมผัส
คลายนํ้ า (watery) สวนในกรณีที่สารแขวนลอยมีขนาดอนุภาคใหญกวา 3.0 ไมครอน จะมี
ลักษณะเนือ้สัมผัสหยาบคลายแปงหรือทราย (powdery or gritty) ดงัแสดงในภาพที่ 1

ภาพที่ 1 ความสมัพันธระหวาง ขนาดอนุภาคของ microparticulated protein particle (MP3)
กบัลักษณะทางประสาทสัมผัส
ทีม่า: Singer and Dunn (1990)
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ผลจากการศกึษาโครงสรางและหนาที่ของ MP3 พบวานอกจากขนาดแลว รูปรางของ
อนุภาคก็เปนอีกคุณสมบัติหนึง่ที่ทํ าให MP3 มีลกัษณะทางประสาทสัมผัสคลายไขมัน (Civille,
1990) จากขอมูลการวิเคราะหโครงสรางระดับยอย (microstructure) ของ MP3 ในสารทดแทน
ไขมัน Simplesse พบวาอนุภาคเปนทรงกลมขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 1 ไมครอน และมี
คาการกระจายตัวของอนุภาค (particle size distribution) อยูในชวงแคบ ดังแสดงในภาพที่ 2  3
และ 4

แมวาสารทดแทนไขมันจากโปรตีนสามารถใชทดแทนลักษณะเนื้อสัมผัสของไขมัน  ธรรม
ชาติในอาหารได แตก็มีขอจํ ากัดในการนํ าไปใชงานทีอุ่ณหภมูิสูง เชน เปนนํ้ ามันในการปรุงอาหาร
(cooking oil) หรือนํ้ ามันทอดอาหาร เนือ่งจากโปรตีนจะเกดิการเสียสภาพธรรมชาติและจับตัวกัน
เปนกอนที่อุณหภูมิสูง นอกจากนีแ้ลวโปรตีนยังมีแนวโนมที่จะรวมตัวกบัสารประกอบที่ใหกลิ่นรส
เปนสาเหตุใหกลิ่นรสของผลิตภัณฑลดลง (Lucca and Tepper, 1994)

ภาพที่ 2 Scanning electron micrograph (SEM) ของ Simplesse  ซึง่แสดงใหเห็นถึงขนาด
และรูปรางของสารทดแทนไขมัน
ทีม่า: Singer (1990) cited in Singer (1996)
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ภาพที่ 3    Atomic force micrograph ของ MP3 (Simplesse) แสดงใหเห็นอนุภาครูปทรงกลม
ทีม่า: The Nutrasweet Co., Deerfield, IL, USA

ภาพที่ 4 Light micrograph ของ MP3 (Simplesse) ทีค่วามเขมขน 1.5% ในนํ้ า แสดงใหเห็น
ขนาด รูปราง และการกระจายของอนุภาค
ทีม่า: Singer and Dunn (1990)
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การผลติสารทดแทนไขมันจากโปรตีน

Singer et al. (1988) ไดผลิตสารทดแทนไขมันจากโปรตีนเวยของนม โดยท ําใหโปรตีนเวย
เสยีสภาพดวยความรอนรวมกับการใชแรงเฉือน วิธีการผลิตเริ่มจากการนํ าโปรตีนเวยมาทํ าใหเขม
ขนดวยวธิีอัลตราฟลเตรชัน (ultrafiltration) จากนัน้น ําโปรตีนเวยเขมขนที่ไดไปทํ าการไลอากาศ
ออกเพือ่เพิม่อัตราการถายเทความรอนใหดีข้ึน หลังจากนั้นนํ าโปรตีนเวยไปทํ าใหสูญเสียสภาพ
ธรรมชาติดวยความรอน (heat denaturation) ทีอุ่ณหภูมิประมาณ 80-130 oC โดยปรับ pH ของ
สารละลายโปรตีนใหอยูในชวง 3.5 ถึง 5.0  และใชอัตราเฉือนที่ 500,000 นาที-1 Singer et al. พบ
วาเวลาในการเสียสภาพของโปรตีนจะแปรผันตามอณุหภมูทิี่ใช หลังจากโปรตีนเสียสภาพธรรม
ชาติแลว จ ําเปนตองเตมิสารปองกันการจับตัวของโปรตีน (aggregate blocking agents) เชน
นํ ้าตาลแล็กโทส เลซิทิน (lecithin) หรอื แซนแทนกัม (xanthan gum) หรือของผสมของสารเหลานี้
หลังจากนั้นจะน ําโปรตีนไปบดปนเพื่อลดขนาดอนุภาค และท ําใหสารละลายเปนเนื้อเดียวกันโดย
กระบวนการโฮโมจีไนซ (homogenization) ในขัน้นี้สารละลายโปรตีนประกอบดวยอนุภาคขนาด
เล็กประมาณ 0.1-2.0 ไมครอน อนภุาคโปรตีนกระจายตัวไดดีในวัฏภาคนํ้ าโดยไมรวมตัวกันเปน
กอน  พบปรมิาณอนุภาคที่มีขนาดใหญกวา 3.0 ไมครอน นอยกวา 2% สารแขวนลอยที่ไดให
ลักษณะทางประสาทสัมผัสคลายครีม

McCarthy and Maegli (1994) ผลิตสารทดแทนไขมันจากโปรตีนเวย เคซีน และสารเคมี
อ่ืนๆ ที่อัตราเฉือนตํ่ า โดยน ําโปรตีนเวยเขมขนมาผสมกับเคซีน โดยคนสารละลายที่อัตราเฉือนตํ่ า
พบวาขนาดของอนุภาคที่ไดมีความสัมพันธกับอัตราสวนระหวางโปรตีนเวยเขมขนตอเคซีน สาร
แขวนลอยที่ไดมีความคงทนตอความรอนมากกวาผลิตภัณฑที่ผลิตจากโปรตีนเวยโดยตรงดังแสดง
ในภาพที่ 5
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ภาพที่ 5 ผลของความคงตัวตอความรอน ของอนุภาคโปรตีนตางๆ
ทีม่า: McCarthy and Maegli (1994)

ขั้นตอนการผลิตมดีงันี้  เตรียมสารละลายโปรตีนเวยกับเคซีน ใหมคีวามเขมขนในชวง 5-
27% (เปนความเขมขนที่เหมาะสม) ปรับ pH ของสารละลายใหอยูในชวง 3.0-6.6  จากนั้นกวน
สารละลายดวยแรงเฉือนตํ่ า อาจเตมิสารเคมีอ่ืนๆลงไปดวยเชน ไอออนที่มีประจุ 2+ (divalent
cation) สารประกอบฟอสเฟต และอิมัลซิไฟเออร เพื่อชวยใหไดโปรตีนเกดิการรวมตัวกันตาม
ตองการ จากนั้นนํ าโปรตีนไปแปรสภาพดวยความรอนที่อุณหภูมิประมาณ 75-100 oC โดยใชเวลา
ประมาณ 1-20 นาที พบวาวธิีอนุภาคโปรตีนจากข้ันตอนนี้มีขนาดประมาณ 1-20 ไมครอน  และ
สามารถทํ าใหแตกออกเปนอนุภาคขนาดเล็กไดงายโดยการบดปน (homogenized)

Yamamoto et al. (1998) ผลิตสารทดแทนไขมันโดยการทํ าใหโปรตีนเสียสภาพธรรมชาติ
ดวยสารละลายอินทรียที่ชอบนํ้ า โดยผสมโปรตีนเวยที่เปนกรด (acid whey protein) กับตัวทํ า
ละลายอินทรียที่ชอบนํ้ าเชน แอลกอฮอลโมเลกุลเล็กทีม่คีารบอนอะตอม 1-5 (โดยเฉพาะเอทานอล
เปนตัวทํ าละลายที่ปลอดภัยในการบริโภค) ในปริมาณ 1:1 พบวาอนภุาคโปรตีนจะตกตะกอนออก
มาจากสารละลายและสามารถท ําการแยกออกไดโดยการหมนุเหวี่ยงที่ 7,000xg เปนเวลา 15
นาท ีตะกอนที่แยกไดเปนอนุภาคโปรตีนขนาด 0.01-1 ไมครอน ดังแสดงในภาพที่ 6 มีลักษณะนุม
เนียน (smooth) และ grossy คลายไขมันธรรมชาติ สามารถนํ าไปใชแทนไขมันได
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ภาพที่ 6 การกระจายของอนุภาคขนาดตางๆ ที่ไดจากการทํ าใหโปรตีนเสียสภาพธรรมชาติโดย
การใชตัวทํ าละลายอินทรียที่ชอบนํ้ า
ทีม่า: Yamamoto et al. (1998)

โปรตนีเวยถือเปนผลพลอยไดจากกระบวนการผลิตเนยแข็ง จึงมกีารน ําโปรตีนเวยมาผลิต
สารทดแทนไขมันกันมากในประเทศทีบ่ริโภคนมและผลิตภัณฑจากนมเปนหลัก นมมีโปรตีนเวยใน
ประมาณถงึ 20% เนือ่งจากโปรตนีเวยมีองคประกอบสวนใหญเปน globular protein (Leman
and Kinsella, 1989) คลายคลึงกับโปรตีนถั่วเขียวทีน่ยิมบริโภคกันมากในเอเชีย ดงันัน้การวิจัยนี้
จึงคิดนํ าโปรตีนถั่วเขียวมาผลติสารทดแทนไขมัน โดยจะนํ าวธิีของ Singer et al. (1988) และ
McCarthy and Maegli (1994) มาใชทดลองดัดแปรโปรตีนถั่วเขียว

โปรตีนถั่วเขียว

ถัว่เขียว (mungbean, greengram) เปนพชืใบเลี้ยงคูประเภทพืชลมลุก มีชื่อทางวิทยา
ศาสตรวา Vigna radiata (L.) Wilczek เปนพืชเกษตรกรรมสํ าคัญของทวปีเอเชียเชน อินเดีย พมา
และไทย ถอืเปนแหลงโปรตนีจากพืชที่มีราคาไมแพง ถั่วเขียวมีโปรตีนเปนองคประกอบประมาณ
24% (ตารางที่ 1)  โปรตนีถั่วเขียวเปนโปรตีนประเภท กลอบูลารโปรตีน (globular protein)
ประกอบดวยกลอบูลิน (globulins) ประมาณ 70% และอัลบูมิน (albumins) ประมาณ 15-20%



12

โดยสวนที่เหลือเปนกลูเตลิน (glutelins)  โปรตนีประเภทกลอบูลินหลักในถั่วเขียวคือ วิซิลิน
(vicilin) ซึ่งประกอบดวยกรดอะมิโนกลุมกรด (acidic amino acid) ในประมาณสูง แตมีกรดอะมิ
โนกลุมที่ประกอบดวยกํ ามะถัน (sulphur amino acid) ในปรมิาณนอย (Poehlman, 1991)

ตารางที่ 1  ปริมาณโปรตีนของถั่วเขียว

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

โปรตีนจากเมลด็พืชลมลุกหลายชนิดมีกรดอะมิโนไมครบถวนทกุชนิด หรือมีอยูในอัตราที่
ไมเหมาะสม กลาวคือมี ไลซีน (lysine) ไอโซลูซีน (isoleusine) ลูซีน (leusine) ทรีโอนีน
(threonine) และวาลีน (valine) ในปริมาณสูง แตเมไทโอนีน (methionine) และซิสตีน (cystine)
ในปริมาณที่นอยท ําใหคุณคาทางโภชนาการของโปรตีนตํ่ า (Evan and Bandemer, 1967 cited
in Poehlman, 1991)

โดยทั่วไปถัว่เขียวจะถกูแปรรูปเปนแปงถั่วเขียว ซึง่จะถกูนํ ามาแปรรูปเปนอาหารชนิด
ตาง ๆ ตอไป ในการผลิตแปงถั่วเขียวจะมีการแยกองคประกอบที่เปนสตารช (starch) ออกมา แปง
ที่ไดไมควรมีโปรตีน (Nx6.25) เกินรอยละ 0.4 ของนํ ้าหนักแหง (มอก. 948, 2533) ขอเท็จจริงนี้
แสดงใหเห็นวามีการสูญเสียโปรตีนไปในกระบวนการผลิตแปงถั่วเขียว  โปรตนีสวนมากจะถูกแยก
ออกมาจากแปงในรูปของนํ าทิ้ง (Ko et al., 1994)

Number
Accessions

Range
(%)

Mean
(%)

Reference

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

การวิเคราะหคุณสมบตัิตางๆของโปรตีนถั่วเขียว เชน ชนิดและปริมาณกรดอะมิโน การ
เรียงตวัของกรดอะมิโนบนสายพอลิเพปไทด ตางแสดงถึงศกัยภาพในการนํ าโปรตีนถั่วเขียวไปใช
เปนสวนผสมในอาหาร คณุสมบตัเิหลานี้ยังสงผลถึงคุณสมบัติอ่ืน ๆ ที่สํ าคัญในการผลิต เชน การ
ละลาย, surface hydrophobicity และ emulsifying property ของโปรตีนถั่วเขียวอีกดวย (Hall,
1996)

งานวจิยันี้ศึกษาสมบัติตางๆ ของโปรตีนถัว่เขียวเพือ่ทดสอบศักยภาพของโปรตีนในการนํ า
ไปใชงานในดานอื่นนอกเหนือจากการนํ าโปรตีนไปผลิตเปนสารทดแทนไขมันดวย โดยสมบัติตางๆ
ทีศ่กึษามีดังนี้คือ

• การละลาย (solubility) เปนสมบัติที่มีความสํ าคัญในอันดับแรกเนื่องจากมี
อิทธิพลตอสมบัติอ่ืน ๆ ของโปรตีน (Halling, 1981 cited in Vojdani, 1996) โดย
ทัว่ไปโปรตีนที่นํ าไปใชในการผลิตควรมีการละลายสูง การละลายของโปรตีนมี
ความสัมพันธกับ hydrophilicity ของโปรตีน เชน โปรตีนที่มีคา hydrophilicity
สูงจะละลายไดดีในนํ้ า การละลายของโปรตีนยังมีอิทธิพลตอคุณสมบัติอ่ืน ๆ เชน
emlsifying property (Vojdani, 1996) อีกดวย

• การดูดซับนํ้ า (water binding) เปนผลจากพันธะเคมีประเภทมีขั้ว (ionic
bonding)  เชน พนัธะไฮโดรเจน หรอืปริมาณไอออนในโมเลกุลของโปรตีน
โปรตนีทีม่พีันธะเหลานี้สูงจะสามารถดูดซับนํ้ าไดดี

• การดูดซับนํ้ ามัน (fat binding)  เปนผลจากกพันธะเคมีประเภทไมมีขั้ว (non-
ionic bonding) ในโครงสรางของโปรตีน โปรตีนที่มีพนัธะชนิดนี้ในปรมิาณมาก
จะสามารถดูดซับนํ้ ามนัไดดี นอกจากนีย้งัเปนผลจากการที่นํ้ ามันถูกกักเก็บไวใน
เมตริกซของโปรตีนดวย

• Emulsifying activity index (EAI) เปนสมบัติที่สํ าคัญของโปรตีน เนือ่งจาก
โมเลกุลของโปรตีนประกอบดวยสวนที่ชอบนํ้ าและสวนที่ไมชอบนํ้ า (Hill, 1996)
จงึสามารถทํ าหนาที่เปน emulsifier ไดดวย สมบัตินี้เปนผลมาจากการจัดเรียงตัว
ของโปรตีนระหวางผิวของนํ้ าและนํ้ ามัน  การจัดเรียงตัวที่ดีระหวางวัฏภาคจะทํ า
ใหคา EAI ของโปรตีนมีคาสูง

• Surface hydrophobicity สมบัตนิี้เปนผลมาจากการที่มกีารเรียงตัวของกรด
อะมิโนบนสายโปรตีนโดยหันหมูไมชอบนํ้ าออกมาดานผิว เปนสมบัติที่สํ าคัญใน
การเกิดอันตรกิริยาระหวางโมเลกุล ทัง้ทีเ่ปนอันตรกิริยาระหวางโปรตีนกับโปรตีน



14

และโปรตีนกับไขมัน (Nakai et al., 1996)  โดยจะสงผลถึงสมบตัทิางกายภาพ
บางประการของโปรตีน

อรอนงค นัยวิกุล และคณะ (2531) ไดวิเคราะหองคประกอบทางโภชนาการของถัว่เขียว
20 สายพันธุ พบวาโดยทั่วไปถั่วเขียวมโีปรตีนประมาณ 19-24% จากการคดัเลอืก 4 สายพันธุ
มาสกัดและวิเคราะหคุณภาพโปรตีนโดยศึกษา สมบัติการดูดซับนํ้ า การดูดซับนํ้ ามัน และการเกิด
เจล พบวาโปรตีนจากถัว่เขยีวพันธุอูทอง 1 ของประเทศไทย มีคุณสมบัติใกลเคียงกับโปรตีนจาก
ถัว่เขยีวพันธุวีซี 2745 พันธุวีซี 2742 และพันธุวีซี ของประเทศไตหวัน

วธิกีารทั่วไปที่ใชแยกโปรตนีออกจากแปงถั่วเขียวคือการสกัดแปงดวยดาง โปรตีนจะ
ละลายออกมาจากเนื้อแปง เมื่อน ํานํ้ าสกัดมาปรับ pH จนมคีาประมาณ 4.5  โปรตีนจะตกตะกอน
ออกมา Coffmann and Garcia (1977) ไดทํ าการศกึษาสมบัติของ protein isolate จากถั่วเขียวที่
แยกโดยวิธีดังกลาวและทํ าใหแหงดวยวิธี freeze dry โดยวเิคราะหองคประกอบของกรดอะมิโน
ความสามารถในการละลายของไนโตรเจน (nitrogen solubility) ความสามารถในการเกิดฟอง
และการเกิดเจล  พบวาโปรตีนที่แยกไดมีปริมาณโปรตีน 92.83% (Nx6.25) พบกรดอะมิโนใน
โปรตีนถั่วเขียวเชนเดียวกับกรดอะมิโนในแปงถั่วเขียว ยกเวนไมพบซสิตีน ซึ่งคาดวาถกูท ําลายไป
ในขัน้ตอนการสกัดโปรตีนออกจากแปง  โปรตีนถัว่เขียวละลายนํ ้าไดเพียง 2-5% ในชวง pH 4-5
แตเมื่อ pH ตํ่ ากวา 3 หรอืสูงกวา 6  พบวาการละลายนํ้ าของโปรตีนจะดีกวา 50% (ภาพที่ 7) พบ
วาโปรตีนถั่วเขียวสามารถเกิดฟองไดดี  นอกจากนัน้ยงัพบวาเสถียรภาพของเจลโปรตีนถั่วเขียว
แปรผนัตามความเขมขนของโปรตีนในสารละลาย  

Thompson (1977) ไดทํ าการศึกษาสมบัติของ protein isolate จากถั่วเขียว ที่แยกโดย
การสกัดแปงถั่วเขียว ที่ pH 9 จากนัน้น ํานํ้ าสกัดมาตกตะกอนที่ pH 4 พบวาตะกอนมปีริมาณ
โปรตีนถงึ 92% (นํ ้าหนักแหง) จากการวิเคราะหองคประกอบกรดอะมิโน สี และความสามารถใน
การละลายของไนโตรเจน พบวาโปรตีนถั่วเขียวมีไลซีน ในปริมาณสูงแตมีเมไทโอนีน และซิสตีนใน
ปริมาณนอยมาก โปรตีนแหงมสีีครมี และมีการละลายสูงมากที่ pH นอกจุด Isoelectric point
(pI)
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ภาพที่ 7    ผลของ pH ตอการละลายของโปรตีนถั่วเขียวที่อุณหภูมิหอง (27.5 oC)
ทีม่า: Coffmann and Garcia (1977)

Narang et al. (1981) ไดศกึษาสมบัติของโปรตีนถั่วเขียวที่ละลายในสารละลายเกลือซ่ึง
เตรียมโดยการสกัดโปรตีนออกจากแปงถั่วเขียวดวยสารละลายเกลือ NaCl เขมขน 5% กรอง
ตะกอนผานกระดาษกรอง Whatman No. 1 พบวาโปรตีนที่ไดมีนํ้ าหนักโมเลกุล 62,500 มีคา
Stokes’ radius 33 Å และมีคา pI (isoelectric point) ที่ pH 5.85 จากการศกึษาโครงรางของ
โปรตีน (conformation) พบวาโปรตีนมลัีกษณะเปนทรงกลมมีรัศมี 25 oA และมชีั้นของนํ้ าหุมอยู
บนผิวหนาประมาณ 8 oA ในโครงรางนี้โปรตีนจะเสถียรที่อุณหภูมิ 35-85 oC โดยมหีมูของกรด
อะมิโนที่มีขั้ว (polar residues) อยูที่ผิวของโปรตีนประมาณ 36%

Rahma et al. (2000) ไดเปรียบเทียบคุณสมบัติของโปรตีนที่แยกจากแปงถั่วเขียวสองวิธี
คือ การสกัดดวยดางแลวตกตะกอนที่จุด pI กับการใชวิธี micellisation ผลการวิเคราะหองค
ประกอบทางเคมีของโปรตีนพบวา โปรตีนที่เตรียมขึ้นดวยวิธี micellisation มีปริมาณกรดไฟติก
(phytic acid) นอยกวาโปรตีนที่เตรียมขึ้นจากการตกตะกอนที่จุด pI ผลการวเิคราะหดวยเทคนิค
size exclusion chromatography (SEC) สอดคลองกับผลการวเิคราะหโดยการหมนุเหวี่ยงที่
ความเร็วสูง (analytical ultracentrifugation) โดยพบวาโปรตีนมีมวลโมเลกุลเฉลี่ยที่ 54 ± 2 kDa
(Rt =84.1 นาท)ี (ภาพที่ 8) โดยมีองคประกอบหลกัเปน 7S globulin ผลการวิเคราะห SDS-gel
electrophoresis ทั้งแบบหนึ่งและสองมิติ ไมพบพนัธะไดซัลไฟด (S-S) ระหวางสายพอลิเพปไทด
ซึ่งตรงกับคุณสมบัติของ 7S globulin ผลการวิเคราะหยังพบ 11S globulin ในโปรตีนในปริมาณ
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นอย 11S globulin มีพนัธะ S-S เชือ่มระหวางสายโพลิเพปไทด การละลายของโปรตีนทีไ่ดจาก
การตกตะกอนที่ pI มีการละลายตํ่ าสุดที่ pH 4.5-6 ในขณะที่โปรตีนที่เตรียมโดยวิธี micellization
มกีารละลายตํ่ าสุดที่ pH 5.0-6.1 แตละลายไดสมบูรณที่ pH ตํ่ ากวา 3 หรือ สูงกวา 7

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

การดัดแปรโปรตีนดวยวิธีทางเคมี

โดยทั่วไปการดัดแปรทางเคมีของโปรตีนใชปฏิกิริยาระหวาง หมูฟงชันนัลของกรดอะมิโน
กับรีเอเจนตที่เหมาะสม หมูฟงชันนลัทีน่ยิมใชเปนเปาในการดัดแปรคือ หมูอะมิโน (เชน ไลซีน) หมู
คารบอกซิล (เชน กรดกลูตามิก และ กรดแอสพารติก) หมู ซัลฟไฮดริล (-SH) หรือ หมูไดซัลไฟด
(เชน ซสิเตอีน)  ดงัแสดงในตารางที่ 2
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ตารางที่ 2  ปฏิกริิยาการดัดแปรทางเคมีของโปรตีน

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

เนือ่งจากการดัดแปรโปรตีนดวยวิธี oxidation-reduction เหมาะสํ าหรับโปรตีนที่มีหมู
ซสิเตอีนในปริมาณสูง สวนการดัดแปรดวยวิธี esterifacation และ amidation จะตองทํ าในภาวะ
ทีเ่ปนกรด วธิกีารทั้งสองจงึไมเหมาะทีจ่ะใชดัดแปรโปรตีนถั่วเขียวซึ่งมีซิสเตอีนในปริมาณนอยมาก
และมี pI ทีป่ระมาณ pH 4-5 ดงันัน้จึงคาดวาโปรตีนจะละลายไดเพยีงเลก็นอยในสภาวะกรดทํ าให
ไดผลิตภัณฑนอย สภาวะของปฏิกิริยา phosphorylation จะท ําใหการละลายของโปรตีนตั้งตนลด
ลง แตในกรณีที่สามารถปรับสภาวะในเกิดการตกตะกอนของผลิตภัณฑโปรตีนดัดแปรได ปฏิกิริยา
จะสามารถดํ าเนินไปขางหนาไดตามหลักของสมดุลเคมี โปรตนีทีถู่กดัดแปรโดยวิธีนี้ สามารถทํ าให
เกดิตะกอนไดงายดวยแคลเซียมไอออน ซึ่งทํ าใหการดัดแปรโปรตีนดวยวิธีนี้ดีสํ าหรับการนํ าไป
ผลิตผลิตภัณฑเลียนแบบเนยแข็ง (Damodaran, 1996a) การดัดแปรดวยปฏิกิริยา acylation และ
alkylation ใชสภาวะคลายกัน โดยจะตองใหปฏิกิริยาดํ าเนินไปในสารละลายทีเ่ปนกลางถึงเปน
ดาง (pH 7-8) แตมีการใชปฏิกิริยา acylation กบัโปรตีนหลายชนิดอยางแพรหลาย ในขณะที่
ปฏิกิริยา alkylation ไมเปนที่นยิมนัก ดวยเหตุผลตามที่กลาวมานี้จงึเลือกปฏิกิริยา acylation มา
ใชในการดัดแปรคุณสมบัติของโปรตีนถั่วเขียวในงานวิจัยนี้

การดัดแปรโปรตีนทางเคมีสวนใหญเปนการปรับปรุงสมบัติของโปรตีน เพื่อนํ าไปใชงาน
โดยตรง แตงานวิจัยนี้มุงที่จะดัดแปรโปรตีนถั่วเขียวเพื่อใหมีความเหมาะสมในการผลติสารทด
แทนไขมันตอไปโดยปฏิกิริยา succinylation (คือปฏิกิริยา acylation ที่ใช succinic anhydride
เปนรีเอเจนต) ในการดัดแปรซึง่มีวัตถุประสงคทีจ่ะเพิ่มหมูลบของรีเอเจนตเขาไปบนสายพอลิเพป
ไทด  จากนั้นจะใชไอออนที่มีประจุ 2+ เชื่อมสายพอลิเพปไทดของโปรตีนดดัแปรรวมกับการทํ าให
โปรตีนเสียสภาพธรรมชาติโดยใชความรอนเพื่อน ําโปรตีนไปผลิตสารทดแทนไขมันตอไป
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ภาพที่ 9    Succinic anhydride
ทีม่า: Budavari et al. (1996)

รีเอเจนตของปฏิกิริยา succinylation คือ succinic anhydride (ภาพที่ 9) โดย succinic
จะท ําปฏิกิริยากับหมู ε-amino ของ lysine ซึง่มปีระจุเปนบวก ดงันั้นโปรตีนดัดแปรจะมีประจุลบ
บนสายโพลิเพปไทดมากกวาเดิม การเปลีย่นแปลงทางประจุไฟฟา (electrostatic) นี้ ท ําใหเกิด
การแยกตัวของ สายพอลิเพปไทดออกจากกนัเปนผลใหโครงรางของโปรตีนเปลี่ยนไปดวย
(Howell, 1996) สมการเคมีของการเกิดปฏิกิริยา succinylation แสดงในภาพที่ 10

ภาพที่ 10  ปฏิกิริยา succinylation
ทีม่า: Howell (1996)

Franzen and Kinsella (1976) ไดศกึษาสมบัติของโปรตีนถั่วเหลืองที่ดัดแปรทางเคมีโดย
ปฏิกิริยา succinylation โดยเตรียมสารละลายโปรตีนในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร pH 7 จาก
นัน้เติม succinic anhydride ลงไปโดยควบคุม pH ของสารละลายใหอยูระหวาง 7 - 8 ดวย 3.5 N
โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) เมื่อ pH ของสารละลายคงที ่นํ าสารละลายไป dialysis กับนํ้ ากลั่นที่
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4 oC เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อแยก succinic anhydride ที่มากเกินพอออกจากสารละลาย ผลการ
วเิคราะหระดับการดัดแปรดวยวิธี ninhydrin assay แสดงวามีหมูอะมิโนลดลง 50, 78 และ 93%
เมื่อใช succinic anhydride 0.2 0.5 และ 2 กรัม ตามลํ าดับ แมวาหมูอะมิโนของโปรตีนสามารถ
ท ําปฏิกิริยากับ succinic anhydride ไดทุกหมู แตหมู ε-amino ของ lysine มโีอกาสสูงสุดเนื่อง
จากมีคา pK ตํ่ า   พบวา pI ของโปรตีนดัดแปรตํ่ าลงเล็กนอย (โปรตีนถั่วเขียว pH 4.5  โปรตีน
ดัดแปร pH 4.0)  คา emulsifying activity และคา emulsifying stability ของโปรตีนดัดแปรเพิ่ม
ขึน้ 30 และ 21% ตามลํ าดับ โปรตีนดัดแปรมีสมบัติดานการละลายและสีดีขึ้น

El-Adawy (2000) ไดศกึษาสมบัติและคุณคาทางโภชนาการของโปรตีนถั่วเขียวดัดแปร
ดวยปฏิกิริยา acetylation และ succinylation  โดยเติมรีเอเจนตปริมาณ  0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ
1.0 กรัมตอกรัมโปรตีนลงไปในสารละลายโปรตีนถั่วเขียวที่ pH 8 ปลอยใหปฏิกิริยาดํ าเนินไปที่
อุณหภมูหิองเปนเวลา 2 ชั่วโมง  จากนั้นนํ าสารละลายมา dialysis กบันํ้ ากลั่น ที่อุณหภูมิ 2-3 oC
เปนเวลา 48 ชัว่โมง จากนั้นนํ าสารละลายที่ไดจาก dialysis ไป freeze dry  ผลการวเิคราะหระดับ
การดัดแปรโดยการวเิคราะหปริมาณ lysine ทีถู่กดัดแปรไปดวย 2,4,6-trinitrobenzenesulfonic
acid (TNBS) พบวาระดับการดัดแปรเปนสัดสวนกับปริมาณรีเอเจนตที่ใช (ภาพที่ 11) โดยอัตรา
การดัดแปรเมื่อใช acetic anhydride สงูกวา succinic anhydride    ภาพที่ 11 ยงัแสดงวา acetic
anhydride เปนรีเอเจนตที่มปีระสิทธิภาพสูงกวา succinic anhydride เพราะใหผลิตภัณฑโปรตีน
ดัดแปรสูงถึง 91% เมื่อใชรีเอเจนตในปริมาณ 1.0 กรัมตอกรัมโปรตีน ในขณะที่ succinic
anhydride ใหผลิตภัณฑเพยีง 78% acetic anhydride เปนรีเอเจนตทีม่ีประสิทธิภาพสูงกวา
succinic anhydride benzentricarboxylic anhydride และ tetrahydrofurantetracarboxylic
dianhydride (Eisele and Brekke, 1981 cited in El-Adawy, 2000)   โปรตีนถั่วเขียวดัดแปรจาก
ปฏิกิริยา succinylation มีการละลายในนํ ้าสูงขึ้น แตโปรตีนถั่วเขียวดัดแปรจากปฏิกิริยา
acetylation จะมกีารละลายในนํ้ าลดลง พบวาการดัดแปรโดยปฏิกิริยาทั้งสองทํ าใหคาการดูดซับ
นํ ้าและนํ้ ามันของโปรตีนเพิ่มข้ึน ในขณะที่คา emulsifying activity จะลดลง (เมือ่ใชสารดัดแปร
เกนิ 0.6 กรัมตอกรัมโปรตีน)   การดัดแปรโดยปฏิกิริยา acetylation ชวยลดผลไมพึงประสงคทาง
โภชนาการ (antinutrition factors) เชน ลดปริมาณแทนนิน (tannins) กรดไฟติก และ สารยับยั้ง
เอนไซมทริปซิน (trypsin inhibitor) ไดดีกวาปฏิกิริยา succinylation  และพบวารางกายสามารถ
ยอยโปรตีนดดัแปรจากปฏิกิริยา acetylation ไดดีกวาดวย
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ภาพที่ 11 ผลของความเขมขนของสารดัดแปรคือ acetic anhydride (AA) และ succinic
anhydride (SA) ตอระดับของ lysine ทีถู่กดัดแปร
ทีม่า: El-Adawy (2000)



บทที่ 3

วิธีการทดลอง

วธิกีารดํ าเนินการวิจัย
งานวจิยันีเ้ร่ิมจากการนํ าสารแขวนลอยโปรตีนถั่วเขียว (นํ ้าทิง้จากโรงงานแปงถั่วเขียว) มา

แยกเอาโปรตีนออกจากนํ้ า ผลิตภัณฑที่เตรียมไดคือโปรตีนถั่วเขียวแหง จากนัน้น ําโปรตีนถั่วเขียว
นี้ไปดัดแปรทางเคมี แลวทํ าการวเิคราะหสมบัติดานตางๆ ของโปรตีนถั่วเขียวดัดแปรเปรียบเทียบ
กับโปรตีนถั่วเขียวเดิม เพือ่ศึกษาสมบัติที่เปลี่ยนไปของโปรตนีหลังการดัดแปรวามีความเหมาะสม
ทีจ่ะน ําไปผลติสารทดแทนไขมันและมีศักยภาพในการนํ าไปใชงานดานอื่นๆอยางไรบาง จากนั้น
น ําโปรตีนถั่วเขียวและโปรตีนถั่วเขียวดัดแปรมาผลิตสารทดแทนไขมัน ทํ าการวเิคราะหขนาด
รูปราง และการกระจายตัวของอนุภาคของสารทดแทนไขมันที่ผลิตขึ้นจากโปรตีนถั่วเขียวและ
โปรตีนถั่วเขียวดัดแปร  วธิกีารด ําเนนิงานวิจัยแสดงดังผังภาพที่ 12  โดยมีรายละเอียดของการ
ทดลองดังนี้

1.   การแยกโปรตีนออกจากนํ้ าทิ้งของโรงงาน
น ําสารแขวนลอยโปรตีนถั่วเขียว (บริษัทไทยวาฟูดโปรดักส จํ ากัด กรุงเทพฯ) ซึ่งผาน

การตกตะกอนที่ pH 4.5 ดวยกรด hydrochloric มาแลวจากโรงงาน มาหมุนเหวี่ยงที่ 2000xg
นาน 20 นาที ที่ 20 oC (Heraeus-Christ Varifuge K, Heraeus-Christ GMBH, Germany) เท
สวนสารละลายทิ้งไป แลวลางตะกอนดวยนํ ้ากลั่น 2 ครั้ง (สัดสวนตะกอนและนํ้ ากลั่นเทากับ 1:1
โดยนํ้ าหนัก) แลวหมุนเหวี่ยงแยกตะกอนทีส่ภาวะเดมิ นํ าตะกอนโปรตีนมาละลายในนํ้ ากลั่น
สัดสวนตะกอนและนํ้ ากลั่นเทากับ 1:1 โดยนํ้ าหนัก แลวปรับ pH ของสารละลายเปน 7 ดวย 1N
NaOH (Merck, Darmstadt, Germany) จากนัน้นํ าสารละลายโปรตีนนี้ ไปหมนุเหวี่ยงที่ 1500xg
นาน 30 นาที ที่ 20 oC แยกตะกอนทิ้ง และนํ าสารละลายโปรตีนที่ไดไป freeze dry (Duradry µP,
FTS Systems Inc., New York, USA) ทีค่วามดันตํ่ ากวา 500 mT และอุณหภูมิตํ่ ากวา –40 oC
จนแหง
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สารแขวนลอยโปรตีนถั่วเขียว
(นํ ้าทิง้จากโรงงานแปงถ่ัวเขียว)

การแยกโปรตีนออกจากนํ้ าทิ้งของโรงงาน

โปรตีนถั่วเขียว

ดัดแปรทางเคมี

โปรตีนถั่วเขียวดัดแปร

วเิคราะหสมบัติตางๆของโปรตีนถั่วเขียวและโปรตีนถั่วเขียวดัดแปร

ประเมนิศกัยภาพในการนํ าไปผลิตสารทดแทนไขมัน
    และการนํ าไปใชเปน functional ingredients อ่ืนๆ

ผลติสารทดแทนไขมัน

วเิคราะหขนาด รปูราง และการกระจายตัวของอนุภาค

ภาพที่  12    วธิดี ําเนนิการวิจัยเพื่อศึกษาสมบัติและการผลิตสารทดแทนไขมันจากโปรตีนถั่วเขียว
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2.   การวเิคราะหสมบัติดานตางๆของโปรตีนถั่วเขียว
2.1   องคประกอบทางเคมี

2.1.1 ความชื้นโดยใช hot air oven ตามวิธี AOAC. 925.10 (1995)
2.1.2 โปรตีนโดยวิธี Kjeldahl ตามวิธี AOAC. 920.87 (1995)
2.1.3 ไขมันโดยวิธี soxhlet extraction ตามวิธี AOAC. 920.85 (1995)
2.1.4 เถาโดยใช furnace ตามวิธีของ AOAC 923.03 (1995)
2.1.5 ค ํานวณปริมาณคารโบไฮเดรตและเสนใย ตามสมการตอไปนี้

A   = 100 – B (1)
เมื่อ A   = ปริมาณคารโบไฮเดรตและเสนใย (รอยละ)

B   = ผลรวมของปริมาณรอยละขององคประกอบอื่นที่
วเิคราะหไดจากขอ 2.1.1-2.1.4

2.2   คณุภาพและปริมาณวเิคราะหของกรดอะมิโนในโปรตีนถั่วเขียว
การวิเคราะหทางคุณภาพ และปริมาณของกรดอะมิโนในโปรตีนถั่วเขียวจากขอ

1 ใชเทคนิค HPLC/AccQ. Tag Method (Liu et al., 1995)  อุปกรณ HPLC และสารมาตรฐาน
กรดอะมิโน 17 ชนิด (ASP SER GLU GLY HIS ARG THR ALA PRO CYS TYR VAL MET LYS,
ILE LEU PHE) ทีใ่ชในการวิเคราะหเปนของ Waters, Milford, MA, USA (ภาคผนวก ก)

2.3  การละลายของโปรตีน (nitrogen solubility)
ความสามารถในการละลายของโปรตีนในเชงิการละลายของไนโตรเจน มีขั้น

ตอนการวิเคราะหดังนี้  เตรียมสารละลายโปรตีนในนํ ้าเขมขน 1 %(w/v)  ทีร่ะดับ pH ตางๆ ตั้งแต
2-10 (ปรับ pH ใหไดคาที่ตองการดวย 1 N HCl (Merck, Darmstadt, Germany) และ 1 N
NaOH) คนสารละลายโปรตีนดวย magnetic stirrer นาน 2 ชั่วโมง แลวนํ าสารละลายโปรตีนไป
หมนุเหวี่ยงที่ 1500xg นาน 30 นาที (Kubota 5200, Kubota Coporation, Tokyo, Japan)
วเิคราะหหาปริมาณไนโตรเจนที่ละลายอยูในสวนใสดวยวิธี Kjeldahl แลวคํ านวณตามสมการ 2
และ 3 (Vojdani, 1996)
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%WSN   = WN  x  100 (2)
   WS

และ
NSI        = %WSN  x  100           (3)

    TN
เมื่อ %WSN = % Water Soluble Nitrogen

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

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

พชืไทยจํ ากัด นครปฐม) ส ําหรบัวเิคราะหการดูดซับนํ้ า หรือนํ้ ามัน ตามลํ าดับ   โดยใชสัดสวน
โปรตีนตอนํ ้าหรือนํ้ ามนัเปน 0.5 ตอ10 โดยนํ ้าหนัก ผสมใหเขากันดวย vortex mixer แลวตั้งทิ้งไว
30 นาที นํ าของผสมไปหมนุเหวี่ยงที่ 4000xg นาน 30 นาที (Hettich Zentrifugen EBA21,
Hettich, Tuttlindgen, Germany) แยกสวนของเหลวไปชัง่นํ ้าหนักเพื่อหาปริมาณนํ้ าหรือนํ้ ามันที่
ถูกดูดซับไปโดยโปรตีน (Sathe and Salunkhe, 1981) โดยเปรียบเทียบกับการดดูซับนํ้ าหรือ
นํ ้ามันของ soy protein isolate, SPI (Supro EX33, Protein Technologies International, St.
Louis, MO, USA)

2.5   การวิเคราะหคา surface hydrophobicity
เนือ่งจากคา surface hydrophobicity เปนคุณสมบัติ intrinsic มคีวามสัมพันธ

กบัปริมาณและชนิดของกรดอะมิโนของโปรตีน โดยเฉพาะกรดอะมิโนที่มีหมู hydrophobic เชน
glycine valine alanine proline tyrosine และ phenylalanine  โครงสรางของกรดอะมิโนเหลานี้
สามารถท ําใหสารประกอบบางชนิดเชน 1-anilinonapthalene-8-sulfonate (ANS) และ         
cis-parinaric acid (CPA) เกิดปรากฏการณ fluorescence ได ทํ าใหสามารถแสดงความสัมพันธ
ระหวาง fluorescence intensity กับ surface hydrophobicity ของโปรตีนได เทคนิคที่ใชในงาน
วจิัยนี้เปนวิธีของ Alizadeh-Pasdar and Li-Chan (2000)  โดยไดทํ าการทดลองดังนี้ เตรียมสาร
ละลายโปรตีนเขมขน 0.005-0.025 %(w/v) ใน 0.01 M phosphate buffer pH 7.0 [Na2HPO4

(Merck, Darmstadt, Germany) และ NaH2PO4 (Merck, Darmstadt, Germany)] เติม
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fluorescent probe [8 mM ANS, Sigma, St. Louis, MO, USA] ปริมาณ 20 µL ตอสารละลาย
โปรตีน 4 mL น ําสารละลายไปวดัคา fluorescent intensity ที่ 390 nm (excitation wavelength)
และ 470 nm (emission wavelength) โดยตั้งคา excitation และ emission slit widths ที่ 5 และ
5 nm ตามลํ าดับ ดวยอุปกรณ Jasco FP-770 Spectrofluorometer (Japan Spectroscopic
Co., Ltd., Japan) โดยใช Bovine Serum Albumin (BSA) (จาก Sigma, St. Louis, MO,  USA)
และ SPI  เปนสารอางอิง  คา surface hydrophobicity สามารถคํ านวณไดจากสมการ 4

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

เมื่อ Sp   = คาความชันของกราฟระหวางความเขม
ขนของโปรตีนกับ fluorescent intensity
สํ าหรับโปรตีนที่ศึกษา

SBSA = คาความชันของกราฟระหวางความเขม
ขนของโปรตีนกับ fluorescent intensity
สํ าหรับ BSA

2.6   การวิเคราะหคา emulsifying activity index (EAI)
เตรยีมสารละลายโปรตีนเขมขน 0.5% (w/v) ใน 0.1 M phosphate buffer (pH

7.0) ผสมสารละลายนี้กบันํ ้ามนัถั่วเหลืองในอัตราสวน 30 ตอ 10 โดยปริมาตร ทํ าการปนใหเปน
เนือ้เดียวกันดวย homogenizer (Ystral X10/20, Ystral, Germany) ทีค่วามเร็ว 25,000 rpm นาน
2 นาที เจือจางสารละลาย 1/1000 เทาดวย 0.1% (w/v) sodium dodecyl sulfate (Ajax,
Auburn, N.S.W., Australia) แลวนํ าสารละลายเจือจางไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ 500 nm ดวย
อุปกรณ Jasco V-530 Spectrophotometer (Japan Spectroscopic Co., Ltd., Japan) คํ านวณ
คาความขุนของสารละลาย (turbidity) และ คา EAI ดงัสมการ 5 และ 6 ตามลํ าดับ (Pearce and
Kinsella, 1978) โดยเปรียบเทียบ BSA และ SPI

T    = 2.303A (5)

เมื่อ       T    =   คา turbidity
A    = คาการดูดกลืนแสงที่วัดได
l      = ความกวางของ cuvette

I
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EAI  = 2T (6)

เมื่อ      C     = ความเขมขนของโปรตีน
T      = turbidity
∅     = volume fraction ของนํ้ ามัน (ภาคผนวก ข)

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

10-25% (w/w) ม ําการวิเคราหคา denatured temperature (Td) และคา denaturation enthalpy
change (∆H) ดวยอุปกรณ Differential Scanning Calorimeter  (DSC) (Perkin Elmer model
DSC7, Connecticut, USA) ในชวงอุณหภูมิ 40-110 oC โดยใหความรอนในอัตรา 5 oC ตอนาที
(Puppo and Anon, 1999)

3. การดดัแปรทางเคมีและการวิเคราะหสมบัติตางๆ ของโปรตีนดัดแปร
3.1 การดัดแปรทางเคมี

ท ําการดดัแปรโปรตีนทางเคมีโดยปฏิกิริยา succinylation ซึ่งดัดแปรกรด
อะมิโน lysine ในโปรตีนเปนหลัก (Franzen and Kinsella, 1976) โดยมข้ัีนตอนการทดลองดังนี้
เตรียมสารละลายโปรตีนเขมขน 1% (w/v) ใน 0.1 M phosphate buffer (pH 8) โดยแปรปริมาณ
succinic anhydride (Sigma, St. Louis, MO, USA) ในชวง 0.2-1.2 กรัมตอกรัมโปรตีน ควบคุม
pH ระหวางปฏิกิริยา succinylation ใหคงที่ที่ pH 7-8 ดวย 3.5 N NaOH ปฏิกริิยาสิ้นสุดเมื่อ pH
คงที ่ นํ าสารละลายโปรตีนที่ไดไป dialysis กบันํ้ าปลอดไอออนที่ 5 oC นาน 48 ชั่วโมง นํ าสาร
ละลายในขั้นนี้ไปไลนํ้ าออกดวย vacuum rotary evaporator จนสารละลายโปรตีนเขมขน 10
oBrix น ําสารละลายโปรตีนเขมขนไป freeze dry ทีค่วามดันตํ่ ากวา 500 mT และอุณหภูมิตํ่ ากวา
-40  oC จนแหง

ไดใชวิธี Completely Randomized Design (CRD) ในการวางแผนการทดลอง
โดยทํ าซํ้ า 3 คร้ังและน ําขอมูลทั้งหมดมาวเิคราะห Analysis of Variance (ANOVA) แลวเปรียบ
เทยีบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan New Multiple Range Test

น ําโปรตีนไปวิเคราะหระดับการดัดแปรทางเคมีโดยปฏิกิริยา Ninhydrin (Franzen and
Kinsella 1976) โดยเตรียมสารละลายโปรตีนเขมขน 1% (w/v) ผสมกับ ninhydrin solution (ภาค

∅C
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ผนวก ค) ตมสารละลายในนํ ้าเดือดนาน 5 นาที แลวปลอยใหเย็นอุณหภูมิหอง น ําสารละลายที่
เย็นแลวไปวดัคาการดูดกลืนแสง โดยเจอืจางสารละลายจนความเขมขนเหมาะสมตอการวัดคา
การดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 565 nm ดวยอุปกรณ Jasco V-530 Spectrophotometer สาร
ละลายทีไ่ดมสีีมวงซึ่งเกิดจากการทํ าปฏิกิริยากันระหวาง Ninhydrin กับ หมูอะมโินของ (free
amino group) lysine หรือหมูอะมิโนของ n-terminal ค ํานวณระดับการดัดแปร (degree of
modification) ดังนี้

ระดับการดัดแปร   = Absnative – Absmodefied (7)
       Absnative

เมื่อ Absnative = คาการดูดกลืนแสงของโปรตีนเดิมที ่565 nm
Absmodefied = คาการดูกกลืนแสงของโปรตีนดัดแปรที่ 565 nm

                                                                      
3.2 การวิเคราะห surface hydrophobicity

น ําโปรตีนดัดแปรจากขอ 3.1 มาวิเคราะหคา surface hydrophobicity ตามวิธี
ในขอ 2.5

3.3 การวเิคราะหการละลายของโปรตีน การดูดซับนํ้ า การดูดซับนํ้ ามัน
emulsifying activity index และสมบตัิเชิงความรอน ของโปรตีนดัดแปร ตามวิธีในขอ 2.3, 2.4,
2.6, 2.7 ตามลํ าดับ โดยท ําการทดลองซํ้ า 3 ครั้ง  แลววเิคราะหขอมูลดวยวิธีการทางสถิติ ทํ าการ
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของโปรตีนดัดแปรกบัโปรตีนถั่วเขียวโดย T-Test

3.4 การค ํานวณระดับการสูญสภาพของโปรตีนดัดแปร (Degree of Denaturation)
โดยใชผลการทดลองจากขอ 2.7 และ 3.3  ตามวิธีของ Puppo and Anon (1999) ดังนี้

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

4. การผลิตสารทดแทนไขมัน
รายละเอียดของการศึกษากระบวนการผลิตสารทดแทนไขมันมีดังนี้ (ภาพที่ 13)
4.1  การศกึษาผลของชนิดโปรตีน ปริมาณ CaCl2 และเวลา ที่มีตอ ขนาด และการ

กระจายตัวของอนภุาคของโปรตีน
เตรียมสารละลายโปรตีน (ทั้งโปรตีนไมดัดแปรและโปรตีนดัดแปร) เขมขน 5%

(McCarthy and Maegli, 1994) ในนํ้ าปลอดไอออน  เติม CaCl2 (Merck, Darmstadt, Germany)
0-0.03 กรัมตอกรัมโปรตีน ใหความรอนแกสารละลายที่ 83 ± 1 oC นาน 5-15 นาที คนสาร
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ละลายตลอดเวลาดวย homogenizer (Ystral X10/20) ที่ความเร็ว 17,000 rpm เพือ่กระจาย
ความรอนใหทั่วถงึและเพื่อลดขนาดอนุภาคดวยแรงเฉือน น ําสารแขวนลอยที่ไดไปวเิคราะหขนาด
และการกระจายของขนาดอนุภาคโปรตีน ดวยอุปกรณ Laser Particle Size Analyzer
(Mastersizer, Malvern Instruments Ltd., Malvern, U.K.)

ไดใชวิธี asymmetrical factorial (2x4x3) ในการวางแผนการทดลอง โดยทํ าซํ้ า
2 คร้ังและน ําขอมูลทั้งหมดมาวเิคราะห Analysis of Variance (ANOVA) แลวเปรยีบเทียบความ
แตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan New Multiple Range Test

4.2 การศึกษาผลของแรงเฉือนจากการตีปน ตอปริมาณอนุภาคโปรตีนขนาด 0.1-3
ไมครอน
น ําอนภุาคโปรตีนที่ผานการทํ าใหเสียสภาพมาแลวตามสภาวะในขอ 4.1  มาตี

ปนตอโดย homogenizer ทีค่วามเร็ว 23,000-27,000 rpm นาน 5 นาที   ทํ าการวเิคราะหขนาด
และการกระจายของขนาดอนุภาคโปรตีนในสารละลาย ดวย Laser Particle Size Analyzer

ไดใชวิธี completely randomized design (CRD) ในการวางแผนการทดลอง โดย
ทํ าซํ้ า 2 คร้ังและน ําขอมูลทั้งหมดมาวเิคราะห Analysis of Variance (ANOVA) แลวเปรียบเทียบ
ความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan New Multiple Range Test

4.3 การศกึษาผลของเวลาในการตีปนตอปริมาณอนุภาคของโปรตีนขนาด 0.1-3
ไมครอน
น ําอนภุาคโปรตีนที่ผานการทํ าใหเสียสภาพมาแลวตามสภาวะในขอ 4.1  มาตี

ปนโดย homogenizer ทีค่วามเร็วตามที่ระบุไวขอ 4.2 นาน 5-20 นาที   วิเคราะหขนาดและการ
กระจายของขนาดอนุภาคโปรตีนในสารละลายดวย Laser Particle Size Analyzer

ไดใชวิธี completely randomized design (CRD) ในการวางแผนการทดลอง
โดยทํ าซํ้ า 2 คร้ังและน ําขอมูลทั้งหมดมาวเิคราะห Analysis of Variance (ANOVA) แลวเปรียบ
เทยีบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan New Multiple Range Test
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โปรตีนถั่วเขียว                                          โปรตีนถั่วเขียวดัดแปร

ศกึษาผลของชนิดโปรตีน ปริมาณ CaCl2 และเวลาทีใ่ชในการทํ าใหโปรตีนเสียสภาพ
เมื่อใหความรอน 83 oC ทีก่อใหเกิดอนภุาคโปรตีนขนาด 0.1-3 ไมครอน

ศกึษาผลของความแรงเฉือนจากการตีปนนาน 5 นาที
ที่กอใหเกิดอนภุาคของโปรตีนขนาด 0.1-3 ไมครอน

ศกึษาผลของเวลาที่ใชในการตีปนที่ความเร็วคงที่
ที่กอใหเกิดอนภุาคของโปรตีนขนาด 0.1-3 ไมครอน

ศกึษาผลของแรงที่ใชในการหมุนเหวี่ยงเพื่อแยกอนุภาค
ขนาดเกนิกวา 3 ไมครอน ออกจากสารแขวนลอยโปรตีน

วเิคราะหปริมาณอนุภาคโปรตีนที่มีขนาด 0.1-3 ไมครอน

วเิคราะหรูปรางของสารทดแทนไขมัน

ภาพที่ 13    วธิดี ําเนนิการวิจัยเพื่อศึกษาวิธีการผลิตสารทดแทนไขมันจากโปรตีนถั่วเขียว
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4.4 การศกึษาผลของแรงหมุนเหวี่ยงในการแยกอนุภาคที่ใหญกวา 3 ไมครอน ออก
จากสารแขวนลอยโปรตีน
น ําอนภุาคโปรตีนที่ผานการทํ าใหเสียสภาพมาแลวตามสภาวะในขอ 4.1  มา

ตีปนตอโดย homogenizer ทีค่วามเร็วและเวลาตามที่ระบุไวขอ 4.2 และ 4.3 น ําสารแขวนลอยไป
หมนุเหวี่ยงที่ 1000-4000 x g นาน 10 นาที (Hettich Zentrifugen EBA21) เพื่อแยกอนุภาคที่มี
ขนาดใหญกวา 3 ไมครอนออก ท ําการวเิคราะหขนาดและการกระจายตัวของขนาดอนภุาคโปรตีน
โดยเปรียบเทียบระหวางของเหลวชั้นบนกับตะกอนชั้นลางดวย Laser Particle Size Analyzer

ไดใชวิธี completely randomized design (CRD) ในการวางแผนการทดลอง
โดยทํ าซํ้ า 2 คร้ังและน ําขอมูลทั้งหมดมาวเิคราะห Analysis of Variance (ANOVA) แลวเปรียบ
เทยีบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan New Multiple Range Test

4.5   การวเิคราะหรูปรางของสารทดแทนไขมัน
แยกอนุภาคโปรตีนที่มีขนาดใหญกวา 3 ไมครอน ออกจากสารแขวนลอยโดย

การเหวี่ยง ศึกษารูปราง 2 มติขิองอนุภาคโปรตีนทีม่ขีนาดเล็กกวา 3 ไมครอน โดย Scanning
Electron Microscope (SEM) (JAOL 5410LV, JAOL. Ltd., Akishima, Tokyo, Japan) กรอง
สารแขวนลอยโปรตีนจากขอ 4.4 ผานกระดาษกรอง (0.45 ไมครอน) ทิง้กระดาษกรองใหแหงแลว
นํ าไปเคลือบทองเพื่อการวเิคราะหโดย SEM โดยเปรียบเทียบกับกระดาษกรองเปลา



บทที่  4

ผลและการวิจารณผลการทดลอง

สมบติัดานตางๆของโปรตีนถั่วเขียวที่เตรียมได

โปรตนีทีเ่ตรยีมไดมีลักษณะเปนผง มีสีนํ้ าตาลออน (ภาพที่ 14) และมีกลิ่นของถั่วเขียว
เล็กนอย

ภาพที่ 14  โปรตีนถั่วเขียวที่เตรียมได

ผลการวเิคราะหพบวาโปรตีนถั่วเขียวที่เตรียมไดมีความชื้นเทากับ 6.38 ± 0.45% โดยนํ้ า
หนกั และ เมือ่คํ านวณจากนํ้ าหนักแหงพบวาปริมาณโปรตีนที่วิเคราะหไดคือ 88.93% (ตารางที่ 3)
ซึง่สูงเกือบถึงระดับ isolate [The Food and Nutrition Service, USDA ใหค ําจํ ากัดความไววา
protein isolate ตองมโีปรตีนไมนอยกวา 90%โดยนํ้ าหนกัแหง (N x 6.25) สํ าหรับโปรตีนจากพืช
แตถานอยกวา 90% แตไมนอยกวา 65% ถือวาเปน protein concentrate (Kohnhorst, 1991)]
พบวามเีถาสูงถึง 4.59% เนื่องจากมีผลิตภัณฑ NaCl จากปฏกิริิยาสะเทินระหวาง HCl และ
NaOH ที่ใชในการปรับ pH ของสารแขวนลอยโปรตีนใหเกิดการตกตะกอน และใชในการปรับ pH
เพือ่ละลายตะกอนตามลํ าดับ และยังพบปรมิาณคารโบไฮเดรตและเสนใย 5.7% ทั้งนี้อาจเนื่อง
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จากกระบวนการที่ใชยังไมสามารถกํ าจัดแปงและกากถั่วเขียวที่ปนเปอนมากับวัตถุดิบจากโรงงาน
ไดสมบูรณ

ตารางที่ 3  องคประกอบทางเคมีของโปรตีนถั่วเขียวที่เตรียมได

ตารางที่ 4  แสดงผลปริมาณวิเคราะหกรดอะมิโนของโปรตีนถั่วเขียว พบวาโปรตีนถั่วเขียว
มีกรดอะมิโน phenylalanine มากที่สุดถึง 2.53 กรัม/100 กรัมโปรตีน และยังพบมีกรดอะมิโนที่มี
ฤทธิ์เปนกรดคือ glutamic acid ในปริมาณ 1.91 กรัม/100 กรัมโปรตีน และ aspartic acid ใน
ปริมาณ 1.02 กรัม/100 กรัมโปรตีน  ดงันัน้คาดวาจุด isoelectric ของโปรตีนควรอยูในชวง pH ตํ่ า
กวา 7  พบกรดอะมโินทีม่ีกํ ามะถันเปนองคประกอบคือ methionine 0.29 กรัม/100 กรัมโปรตีน
โปรตีน แตไมพบ cysteine ในโปรตีนถั่วเขียว ซึง่สอดคลองกับงานวิจัยของ Poehlman ในพชืเมล็ด
ชนิดอื่นๆ (Poehlman, 1991)

จากปริมาณกรดอะมิโนที่วิเคราะหได [ยกเวน asparagine และ glutamine ซึง่เปนกรด
อะมิโนกลุมที่ชอบนํ้ า (hydrophilic) และ tryptophan ซึ่งเปนกรดอะมิโนกลุมทีไ่มชอบนํ้ า
(hydrophobic)] พบวาโปรตีนถั่วเขียวมีกรดอะมิโนกลุมทีช่อบนํ้ าและกลุมทีไ่มชอบนํ้ าในปริมาณ
เทาๆ กัน (คร่ึงตอครึ่ง) ขอมูลของชนดิและปริมาณของกรดอะมิโนยงัไมเพียงพอในการระบุสมบัติ
ของโปรตีนได เนื่องจากลํ าดับของกรดอะมิโนของสายพอลิเพปไทด และโครงราง 3 มิติของโปรตีน
ตางเปนตัวกํ าหนดสมบัติโดยรวมของโปรตีน ดงันัน้การที่กรดอะมิโนบางชนดิเรียงตัวอยูดานใน
ของโครงราง 3 มิติ (สวนใหญเปนกรดอะมิโนกลุมทีไ่มชอบนํ้ า) และกรดอะมิโนที่อยูดานนอกของ
โครงราง 3 มิติ ตางมีอิทธิพลตอสมบัติของโปรตีนเชนกัน (Damodaran, 1996b)

องคประกอบทางเคมี ปริมาณโดยนํ้ าหนักแหง (%)
โปรตีน 88.93 ± 0.59
คารโบไฮเดรตและเสนใย   5.7
เถา   4.59 ± 0.04
ไขมัน   0.78 ± 0.09
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ตารางที่ 4  ปริมาณกรดอะมิโนในโปรตีนถั่วเขียวที่เตรียมได

* ไมไดวิเคราะหเนื่องจากไมมีสารมาตรฐาน

โปรตีนถั่วเขียวมีจุด isoelectric ที่ pH 4.5 ซึ่งที่ pH นีค้าการละลาย (NSI) ตํ ่าสุดเทากับ
3.74 % (ภาพที่ 15) ซึ่งตรงกับคาที่ไดจากการวิเคราะหพชืเมล็ดสวนใหญ ที่พบจุด isoelectric ที่
pH 4-5 (Kohnhorst et al., 1991; Were et al., 1997)  ผลการทดลองแสดงการละลายสูงสุดของ
โปรตีนถั่วเขียว (86.50 %) ที่ pH 10 ซึง่สูงกวาการละลายที่จุด isoelectric ถงึ 23 เทา ทั้งนี้เนื่อง
จากที่ pH 4.5 ซึง่เปนจุด isoelectric โปรตีนมีประจุรวมเปนศูนย สายพอลิเพปไทดสามารถรวมตัว
กนัไดดข้ึีน ขณะเดียวกันโปรตีนจะแยกตัวออกจากนํ้ าซึ่งเปนสารมีขั้ว กอใหเกิดการตกตะกอนและ
การแยกตัวของโปรตีนออกจากสารละลายที่สภาวะนี้ กรณีที่ pH ของสารละลายหางจากจุด
isoelectric ประจุรวมของโปรตีนจะมีคาเปนบวกหรือลบ ในสภาวะนี้สายโปรตีนจะไมรวมตัวกัน
เนือ่งจากการผลักกันของประจุของโปรตีนเอง และชอบที่จะรวมตัวกับนํ้ าซึ่งเปนสารมีขั้วทํ าให
การละลายเพิ่มข้ึน (Vojdani, 1996)

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

ผลการวิเคราะหคาการดูดซับนํ้ า การดูดซับนํ้ ามัน surface hydrophobicity และ
emulsifying activity index ของโปรตีนถั่วเขียวที่ผลิตไดเปรียบเทียบกับ SPI ซึง่เปนโปรตีนจากพืช
เมลด็ทีม่คีวามส ําคัญเชิงพาณิชยสูง ไดรวบรวมไวในตารางที่ 5 พบวาโปรตีนถั่วเขียวดูดซับนํ้ าได
นอยกวา SPI ประมาณ 72% แตดูดซับนํ้ ามันไดมากกวา SPI 65% พบวา surface
hydrophobicity ของโปรตีนถั่วเขียวตํ่ ากวา SPI ประมาณ 80% แต EAI ของโปรตนีถั่วเขียวสูงกวา
SPI 24%  ผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวา surface hydrophobicity ไมสามารถใชตัดสินการดูด
ซบันํ ้าและนํ้ ามันได เนื่องจากคาเหลานี้เปนผลรวมของกรดอะมิโน การเรียงตัวของกรดอะมิโนบน
สายพอลิเพปไทด และโครงราง 3 มิติของโปรตีน รวมไปถึงพนัธะตาง ๆ ระหวางสายพอลิเพปไทด
เชน พันธะไฮโดรเจน หรือพนัธะ hydrophobic ดวย นอกจากนัน้ยงัตองคํ านึงถึงปริมาณนํ้ า หรือ
นํ้ ามันในโครงขายของโปรตีน (protein matrix) อีกดวย (Barbut, 1996)  สรุปไดวาโปรตีนถั่วเขียว
มศีกัยภาพในการเปน emulsifier ทีด่ีกวา SPI แตไมเหมาะสํ าหรับผลิตภณัฑอาหารทอด เนื่องจาก
ดูดซับนํ้ ามันไดดี อยางไรก็ตามไมควรใชโปรตนีถัว่เขียวเพื่อเพิ่มความสามารถในการอุมนํ้ า เพราะ
โปรตนีถั่วเขียวมีความสามารถในการอุมนํ้ าตํ่ า
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ตารางที่ 5   การดูดซับนํ้ าและนํ้ ามัน  คา surface hydrophobicity และคา emulsifying activity
index ที่ pH 7.0 ของโปรตีนถั่วเขียวและ soy protein isolate (SPI)

ชนิดของโปรตีนสมบัติ
โปรตีนถั่วเขียว SPI

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

จากการวเิคราะหสมบัติทางความรอนเพื่อ หาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํ าใหโปรตีนเสีย
สภาพ และเกดิการรวมตัวกันในกระบวนการผลิตสารทดแทนไขมันดวยความรอน และแรงเฉือน
ผลการวิเคราะห ∆H แสดงวาอณุหภูมิที่เหมาะสม (Td) ในการทํ าใหโปรตีนถัว่เขียวเสียสภาพที่ pH
7 คือ 83.29-87.34 oC (ภาพที่ 16) โดย Td เพิม่ข้ึนตามความเขมขนของโปรตีน แต ∆H คงที่ไม
แปรตามความเขมขนของโปรตีน และมีคาเฉลี่ยประมาณ 13.88 J/g
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ภาพที่ 16  สมบัตทิางความรอนของสารละลายโปรตีนถั่วเขียวที่ pH 7.0



36

การดดัแปรโปรตีนถั่วเขียวและสมบัติของโปรตีนถั่วเขียวดัดแปร

ระดับการดัดแปรของโปรตนีเพิ่มข้ึนอยางมีนัยสํ าคัญ เมื่อใชปริมาณสารดัดแปรระหวาง
0.2-1.2 กรัมสารดัดแปรตอกรัมโปรตีน ระดับการดัดแปรคงที่เมื่อใชปริมาณสารดัดแปร 0.8 และ
1.0 กรัม ระดับการดัดแปรเพิ่มข้ึนเมื่อปริมาณสารดัดแปรเพิม่ข้ึนจาก 1.0 เปน 1.2 กรัม พบวา
อัตราการดัดแปรโปรตีนจะลดลงเมื่อปริมาณสารดัดแปรมีคามากกวา 0.25 กรัม/กรัมโปรตีน (ภาพ
ที่ 17)

เนื่องจากวธิีการดัดแปรโปรตีนโดยปฏิกิริยา succinylation นีเ้ปนการดัดแปรกรดอะมิโน
lysine เปนหลัก แตก็สามารถดัดแปร histidine tyrosine และหมูฟงชันนัล aliphatic hydroxyl
และ sulfhydryl ของกรดอะมิโนบนสายพอลิเพปไทดไดดวย (Howell, 1996) สวนวิธีการวัด
ปริมาณการดัดแปรนี้สามารถตรวจวัดการไดเฉพาะการดัดแปรของหมูฟงชนันัลอะมิโนของ lysine
และ หมูฟงชันนลั n-terminal อะมิโน เทานั้น  (Franzen and Kinsella, 1976)
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ภาพที่ 17  ความสมัพันธระหวาง Degree of chemical modification กบัปริมาณสารดัดแปร
หมายเหตุ - การดัดแปรใชสารละลายโปรตีนเขมขน 1%(w/v) ใน 0.1M phosphate buffer

(pH 8) โดยแปรปริมาณ succinic anhydride ในชวง 0.2-1.2 กรัมตอกรัมโปรตีน
- จุดที่อยูใตตัวอักษรที่แตกตางกัน (a, b, c, d และ e) ในภาพ แสดงวามีความแตก
ตางกันอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95
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การดัดแปรโปรตีนโดยกระบวนการ succinylation เปนการดัดแปรทางเคมีเพื่อเปลี่ยน
โครงสรางสามมิติ และการกระจายตัวของประจุบนพื้นผิวโปรตีนเพื่อใหไดผลิตภัณฑโปรตีนใหมที่
มคีณุสมบตัทิางกายภาพและเคมีตามที่เราตองการ โดยทั่วไปผลิตภัณฑโปรตีนที่ไดแปรรูปโดย
ปฏิกิริยา succinylation นีจ้ะละลายในนํ้ าไดดีข้ึน และมี surface hydrophobicity สงูขึ้นดวย
สามารถใชเตรียมอิมัลชั่นไดดีกวาเดิม การทีโ่ปรตนีมีประจุลบเพิ่มข้ึนจากกระบวนการ
succinylation นี ้ ท ําใหโครงสรางสามมิติของโปรตีนเปลี่ยนไปเนื่องจากการคลายตัวของสาย
โปรตีน ดังนั้นกรดอะมิโนที่มีคุณสมบัติ hydrophobic ทีเ่ดมิจัดเรียงตัวอยูดานในโครงสรางสามมิติ
จะยายมาอยูดานนอกดวย ท ําใหสัดสวนของกรดอะมิโนชนิด hydrophobic และ hydrophilic ใน
โครงสรางสามมิติของโปรตีนเปลี่ยนไป เนื่องจากโปรตีนใหมมีกลุม hydrophobic เพิ่มข้ึนคา
surface hydrophobicity กน็าจะเพิม่ข้ึนดวย พบวาผลการวิเคราะหสอดคลองกับสมมุติฐานนี้โดย
พบวาโปรตีนดัดแปรมี surface hydrophobicity สงูกวาโปรตีนเดิมที่ทุกระดับการดัดแปร โดยที่
surface hydrophobicity แปรผันโดยตรงกับปริมาณสารดัดแปรที่ใช (กรัม/กรัมโปรตีน) จนถึงคา
สูงสุดที่ 0.4 กรัม/กรัมโปรตีน หลงัจากนี้พบวา surface hydrophobicity จะลดลงเมื่อปริมาสารดัด
แปรเพิ่มข้ึน (ภาพที ่18) อาจเนื่องมาจากเมื่อเพิ่มปริมาณสารดัดแปรมากกวา 0.4 กรัม/กรัมโปรตีน
แลว สายโปรตีนไมเกิดการคลายตัวอีกตอไป แตยงัคงมีการเพิม่ประจุลบเขาไปในโปรตีนเรื่อย ๆ
ท ําให suface hydrophobicity คอยๆ ลดลง ดงันัน้จึงเลือกใชปริมาณสารดัดแปรที่ 0.4 กรัม/กรัม
โปรตีน เพื่อใหสายพอลิเพปไทดมีหมู hydrophobic สงูสดุสามารถที่จะเกิดพันธะเคมีระหวางสาย
พอลิเพปไทดไดงายเมือ่ถกูเหนี่ยวนํ าดวยความรอน

ผลของการเติมสารเคมีเขาไปบนสายโปรตีนโดยปฏิกิริยา succinylation นี้ทํ าใหขนาด
อนุภาคโปรตีนดัดแปรใหญขึ้นกวาเดิม และเนือ่งจากประจุลบที่พื้นผิวมีจํ านวนมากขึ้นและสาย
โปรตีนสามารถเกิด calcium bridge ไดเมื่อมี CaCl2 ในสารละลาย ดังนั้นกอนโปรตีนดัดแปรจึง
อาจมขีนาดใหญกวาที่ตองการ จึงจํ าเปนจะตองลดขนาดอนุภาคโดยการตีปนใหมีขนาด 0.1-3
ไมครอน
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ภาพที่ 18     ความสมัพันธระหวางคา surface hydrophobicity ของโปรตีนถั่วเขียวดัดแปรโดยวิธี
succinylation กับปริมาณสารดัดแปร
หมายเหตุ การดัดแปรใชสารละลายโปรตีนเขมขน 1%(w/v) ใน 0.1M phosphate buffer

(pH 8) โดยแปรปริมาณ succinic anhydride ในชวง 0.2-1.2 กรัมตอกรัมโปรตีน

เพือ่ศึกษาคณุสมบัติของโปรตีนดัดแปร ไดทํ าการวิเคราะหเปรียบเทียบ การละลาย (NSI)
การดูดซับนํ้ า การดูดซับนํ้ ามนั EAI สมบัติทางความรอน และสมบตัทิางกายภาพ ระหวางโปรตีน
ถัว่เขยีวและโปรตีนถั่วเขียวดัดแปรตามกรรมวิธีที่กลาวมาขางตน พบวาโปรตีนถั่วเขียวดัดแปรที่
ผลิตไดมลีักษณะเปนผงสนีํ ้าตาลออนคลายโปรตีนถัว่เขียวกอนดัดแปร แตมีสีเขมกวาเดิมเล็กนอย
(ภาพที่ 19) พบวา surface hydrophobicity ของโปรตีนดัดแปรสูงกวาโปรตีนไมดัดแปร แตการ
ละลาย (NSI) ของโปรตีนดัดแปรกลับสูงกวาโปรตีนไมดัดแปรดวย (ตารางที่ 6) ที่ pH 7.0 การ
ละลายของโปรตีนดัดแปรดีขึ้น 1.1 เทา และที่ pH 4.5 การละลายดีขึ้นถึง 5.8 เทา ดงันัน้จงึเปน
การแสดงใหเห็นวาการดัดแปรโปรตีนทางเคมีโดยปฏิกิริยา acylation นี้สามารถนํ าไปปรบัปรุงการ
ละลายของโปรตีนในตวักลางทีเ่ปนกรดได (Meyer and Williams, 1977)  อยางไรก็ตามจุด
isoelectric ของโปรตีนดัดแปรอาจไมตรงกับจุด isoelectric ของโปรตีนถั่วเขียวอีกตอไป โดยอาจ
เลือ่นไปอยูในชวง pH ทีเ่ปนกรดมากขึ้นได (pH ตํ ่ากวา 4.5) ผลจากปฏิกิริยา succinylation ทํ าให
เกดิการเปลี่ยนหมูอะมิโนบนสายพอลิเพปไทดทีม่ปีระจุบวกเปนหมูทีม่ปีระจุลบ เปนการเพิ่มประจุ
รวมของสายพอลิเพปไทดใหเปนลบมากขึ้น เมื่อแรงผลักดันทางไฟฟาระหวางสายพอลิเพปไทดสูง
ขึ้นจะทํ าใหสายพอลิเพปไทดรวมตัวกันไดนอยลง  ทํ าใหโปรตีนตกตะกอนลดลงดวย  การที่สาย
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พอลิเพปไทดมีประจุมากขึ้นทํ าใหโปรตีนถัว่เขียวดัดแปรมีการละลายนํ้ าสูงขึ้น (Franzen and
Kinsella, 1976)  

ภาพที่ 19  โปรตีนถั่วเขียวดัดแปรซึ่งดัดแปรโดยใชปริมาณสารดัดแปร 0.4 กรัมสารตอกรัมโปรตีน

ตารางที่ 6  ความสามารถในการละลายของโปรตีนถั่วเขียวและโปรตีนถั่วเขียวดัดแปรที่ pH 7.0
และ 4.5

คา NSI ของโปรตีน (%)PH
โปรตีนถั่วเขียว โปรตีนถั่วเขียวดัดแปร

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

หมายเหตุ ตัวเลขที่อยูหนาตัวอักษรที่แตกตางกัน (a และ b)  ในแนวนอนในตาราง แสดงวามีความแตกตาง
กันอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95

พบวาโปรตีนถัว่เขียวดดัแปรมีดูดซับนํ้ า และนํ้ ามันดข้ึีนกวาเดิม ผลจากการวิเคราะหขอ
มูลทางสถิติพบวาการดัดแปรทางเคมีมีผลตอการดูดซับนํ้ าแนนอนขณะที่ขอมูลการดดูซับนํ้ ามันยัง
ไมสามารถสรุปได (ตารางที่ 7) การดูดซับนํ้ าของโปรตีนดัดแปรเพิ่มข้ึน  48% จากโปรตีนถั่วเขียว
เดิม นัน้อาจเนื่องมาจากปฏิกิริยา succinylation สามารถทํ าใหโปรตีนโมเลกุลใหญเกิดการแตก
ออกเปนหนวยยอยและเกิดการคลายตัวของโครงสรางสามมิติ (unfold) ท ําใหมีจํ านวนของสวนที่
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ชอบนํ้ า (hydrophilic binding sides) เพิม่ข้ึนท ําใหสามารถจับนํ้ าไวไดมากขึ้น (Narayana and
Rao, 1984, El-Adawy, 2000)

ตารางที่ 7  คาการดดูซับนํ้ าและนํ้ ามันของโปรตีนถั่วเขียวและโปรตีนถั่วเขียวดัดแปร

ชนิดของโปรตีนสมบัติ

โปรตีนถั่วเขียว โปรตีนถั่วเขียวดัดแปร

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

Oil adsorption (g/g) ns 5.76 ± 0.05 6.34 ± 0.18
หมายเหตุ - ตัวเลขที่อยูหนาตัวอักษรที่แตกตางกัน (a และ b) ในแนวนอนในตาราง แสดงวามีความแตกตาง

กันอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95
- ns ในตาราง แสดงวา ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ันรอยละ

95

การปรับปรุงผิวของโปรตีนใหมี surface activity สูงโดยการดัดแปรทางเคมีอาจทํ าใหโครง
รางสามมิติของโปรตีนเปลี่ยนไปเปนแบบ amphiphilic เปนผลใหโปรตีนสามารถเปน emulsifier ที่
ดีได (Hill, 1996)  คา EAI แสดงวาผวิของโปรตีนถั่วเขียวดัดแปรมีปริมาณหมูมีขั้ว และไมมีขั้วเพิ่ม
ขึน้ ซึ่งสามารถอธิบายไดวาเมื่อโครงสรางสามมิติของโปรตีนการคลายตัวนัน้ จะมีทั้งหมูที่เปน
hydrophilic และ hydrophobic เพิม่มากขึ้นทีโ่ครงสรางดานนอก ท ําใหโปรตีนดัดแปรเปน
surface active agent หรือ emulsifier ทีด่ีกวาโปรตีนไมดัดแปร  พบวาขอมูลจากการทดลองเปน
ไปตามสมมุติฐานนี้โดยคา EAI ของโปรตีนดัดแปรสูงกวาของโปรตีนไมดัดแปรถึง 1.3 เทา (ตาราง
ที ่ 8)  ความสามารถในการละลายของโปรตีนแปรผันโดยตรงกบัความสามารถในการเปน
emulsifier ของโปรตีน (Franzen and Kinsella, 1976) โดยโปรตีนที่มกีารละลายดีขึ้นจะมีคา EAI
สงูขึ้นดวย  โดย EAI ของโปรตีนถัว่เขียวดดัแปรสูงกวาของ BSA และ egg albumin ที่เปน
surface active agent ทีใ่ชกนัอยางแพรหลายถึง 4 เทา (Pearce and Kinsella, 1978)
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ตารางที่  8  คา EAI ของสารละลายโปรตีน 0.5%(w/v) ใน phosphate buffer pH 7

หมายเหตุ ตัวเลขที่อยูหนาตัวอักษรที่แตกตางกัน (a และ b) ในตาราง แสดงวามีความแตกตางกันอยางมีนัย
สํ าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95

ตารางที่ 9 แสดงอุณหภูมิ (Td) และปริมาณความรอน (∆H) ที่ใชในการทํ าใหโปรตีนดัด
แปรเสียสภาพ พบวาอณุหภมูิของการเสียสภาพของโปรตีนทั้งสองชนิดไมตางกัน แตพลังงานที่
ตองใชในการทํ าใหโปรตีนเสยีสภาพดวยความรอนของโปรตีนดัดแปรนอยกวาหลายเทา ซึ่งแสดง
ใหเห็นชัดเจนวาโปรตีนถัว่เขียวดัดแปรมีการเสียสภาพธรรมชาติไปบางสวนแลว จากกระบวนการ
ดัดแปรทางเคมี ซึง่อาจท ําใหพนัธะเคมีภายในสายและระหวางสายพอลิเพปไทดมีปริมาณลดลง
ท ําใหมีการเปลี่ยนแปลงโครงสรางสามมิติ จากทีม่คีวามเปนระเบียบสูงไปสูความเปนระเบียบนอย
ลง การเปลีย่นแปลงนี้สามารถติดตามไดดวย DSC (Kilara and Harwalkar, 1996)  ขอมูลใน
ตารางที่ 8  แสดงวาวิธีการดัดแปรทางเคมีที่ใชในงานวิจัยนี้สามารถท ําใหโปรตีนเสียสภาพ
ธรรมชาติประมาณ 73%

ตารางที่ 9 สมบัติทางความรอนของสารละลายโปรตนีถั่วเขียวและโปรตีนถั่วเขียวดัดแปร ความ
เขมขน 10% (w/w) ที่ pH 7.0

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

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

โปรตีนถั่วเขียว 83.29 ± 0.14 13.53 ± 0.49 0
โปรตีนถั่วเขียวดัดแปร 83.05 ± 1.00 3.62 ± 1.99 73.24
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การผลิตสารทดแทนไขมัน
งานวิจัยนี้ไดนํ าโปรตีนถั่วเขียวและโปรตีนถั่วเขียวดัดแปรมาทดลองผลิตสารทดแทนไขมัน

โดยใหความรอนจนโปรตีนเสียสภาพ จากนัน้มีการเติม CaCl2 เพือ่เปน salt bridge ชวยใหสาย
พอลิเพปไทดทีค่ลายตวัยึดเหนี่ยวกันไดดีขึ้น สุดทายมีการตีปนสารละลายตลอดเวลาเพื่อกระจาย
ความรอนและปริมาณ CaCl2 ใหทั่วถึง การตีปนยังท ําใหขนาดอนุภาคคอลลอยดลดลงจนไดขนาด
ตามตองการอีกดวย     ในการศึกษาผลของ ชนิดโปรตีน ปริมาณ CaCl2 และ เวลาในการใหความ
รอน ทีเ่หมาะสมแกการผลิตสารทดแทนไขมันนั้นใชสารละลายโปรตีนเขมขน 5% (McCarthy and
Maegli, 1994) โดยใหความรอนที ่ 83 ± 1 oC (ตารางที่ 9)  Singer รายงานวาคณุลักษณะของ
สารทดแทนไขมันที่ใหลักษณะเนื้อสัมผัสคลายกับไขมันมากที่สุด จะตองเปนอนุภาคทรงกลม และ
มีขนาด 0.1-3 ไมครอน เทานั้น  (Singer and Dunn 1990)

ผลจากงานวิจัยนี้ (ภาพที่ 20) พบวาตัวแปรสํ าคัญที่ควบคุมขนาดของอนุภาคของสารทด
แทนไขมันมีดังนี้

1. ชนิดของโปรตีน พบวาสารละลายโปรตีนไมดัดแปรและไมเติม CaCl2 ใหผลดีกวา
กรณีที่ใชโปรตีนดัดแปร

2. ปริมาณ CaCl2 พบวาเมื่อใชปริมาณ CaCl2 มากขึ้นปริมาณของอนุภาคขนาด 0.1-3
ไมครอน ลดลง

3. เวลาในการใหความรอน พบวาจ ํานวนอนุภาคขนาด 0.1-3 ไมครอน มากขึ้นเมื่อใช
เวลานานขึ้น

จากการวิเคราะหขอมูลทางสถติพิบวาปจจัยหลัก (main effect) ทัง้ 3  ลวนมีผลตอขนาด
อนภุาคทั้งสิ้น และพบวาปฏสัิมพันธระหวางตัวแปร (interaction effect) มเีพยีงอิทธิพลรวมของ
ชนิดของโปรตีนและปริมาณ CaCl2 เทานัน้ที่สงผลตอขนาดอนุภาค

การที่โปรตีนที่ไมดัดแปรและโปรตีนดัดแปรมจี ํานวนประจุลบบนพื้นผิวตางกัน เมือ่มีการ
เติม divalent cation เชน Ca2+ ลงไปในสารละลาย สายพอลิเพปไทดของโปรตีนดัดแปรสามารถ
จบักันผาน calcium bridges ไดดีขึ้น (Murphy and Howell, 1991, cited in Howell, 1996) ทํ า
ใหอนุภาคที่ไดมีขนาดใหญกวา ซึ่งขนาดที่ใหญกวานั้นสวนใหญมเีสนผาศูนยกลางเกิน 3 ไมครอน
ซึง่เปนขนาดที่เราไมตองการ และนอกจากนี้แลวอนุภาคของโปรตีนดัดแปรนาจะมีความแข็งแรง
กวาอนุภาคของโปรตีนไมดัดแปรเนื่องจากมี calcium bridge ดวย ซึง่อาจทํ าใหการลดขนาดใน
ข้ันตอนตอไปทํ าไดยากขึ้น  จากผลการทดลองพบวาสภาวะที่ดีที่สุด (สภาวะที่ใหปริมาณ
อนุภาคขนาด 0.1-3 ไมครอน สูงสุด) คือ ใชโปรตีนไมดัดแปร ไมเติม CaCl2 เวลาในการ
ใหความรอน 15 นาที พบปรมิาณอนุภาคโปรตีนขนาด 0.1-3 ไมครอน  เทากับ 47.02 ±
16.76 % จงึเลอืกสภาวะนี้ไปใชในการศึกษาขั้นตอไป
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ภาพที่ 20    ความสมัพนัธระหวางปริมาณอนุภาคในชวง 0.1-3 ไมครอน กับเวลาที่ใหความรอนแกสารละลายโปรตีนถั่วเขียว (native)และโปรตีนถั่วเขียวดัดแปร
(modified) ทีอุ่ณหภูมิ 83 oC โดยแปรปริมาณ CaCl2 ทีเ่ตมิในชวง 0-0.03 กรัม
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ผลการวิเคราะหการกระจายตัวของอนุภาคโปรตีนในสารทดแทนไขมัน ทีท่ ําจากโปรตีน
ถัว่เขยีวนั้น พบวามีอนุภาคขนาด 0.1-3 ไมครอน ประมาณ 45% สวนทีเ่หลือเกือบทั้งหมดเปน
อนภุาคที่มีขนาดเกินกวา 3 ไมครอน และมอีนุภาคขนาดตํ่ ากวา 0.1 ไมครอนนอยมาก ดงันั้นเพื่อ
เพิม่ปริมาณอนุภาคขนาด 0.1-3 ไมครอน จึงเพิ่มการตปีนตอภายหลังการใหความรอน

การศึกษาผลผลของแรงเฉือนจากการตีปนทํ าโดย เลือกสภาวะทีด่ทีี่สุดในการผลิตสาร
ทดแทนไขมันจากโปรตีนถั่วเขยีว (หนา 42) ไดทดลองแปรความเร็วในการตีปนตั้งแต 23,000-
27,000 rpm ในเวลา 5 นาที ผลการทดลองพบวา ความเร็วในชวงที่ศึกษาสามารถใชผลิตอนุภาค
ทีม่ีขนาด 0.1-3 ไมครอนไดด ีโดยมปีระสิทธิภาพใกลเคียงกัน อยางไรก็ดีพบวาการกระจายตัวของ
อนุภาคโปรตีนเมื่อตีปนที่ 23,000 rpm มคีวามเบี่ยงเบนนอย (ภาพที่ 21) ขอมูลทางสถิติและ
ปริมาณพลงังานทีใ่ชในการตีปนชีว้า การตีปนที่ 23,000 rpm มปีระสทิธิภาพสูงสุดและใช
พลงังานในการผลิตต่ํ าที่สุด

ภาพที่ 21 ผลของความเร็วของ hand-operating homogenizer ทีใ่ชในการตีปนนาน 5 นาที
ตอปริมาณอนุภาคของโปรตีนถั่วเขียวที่มีขนาด 0.1-3 ไมครอน
หมายเหตุ สารแขวนลอยโปรตีนถั่วเขียวที่นํ ามาตีปนคือ สารแขวนลอยโปรตีนถั่วเขียวความเขม

ขน 5%(w/w) ที่ผานการใหความรอนที่ 83 oC นาน 15 นาที
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ผลจากการศกึษาความสัมพันธระหวางเวลาในการตีปนที่ 23,000 rpm และการกระจาย
ตวัของอนุภาคโปรตีน พบวาเวลาที่ใชในการตีปนมีผลตอปริมาณและการกระจายตัวของอนุภาค
ขนาด 0.1-3 ไมครอน (ภาพที ่ 22) เนื่องจากการตีปนเปนเวลานานเปนการเพิ่มจํ านวนรอบที่
อนุภาคถูกแรงเฉือนจึงเปนผลใหมีอนุภาคโปรตีนมขีนาด 0.1-3 ไมครอน มากขึ้น แตเนื่องจากการ
ตีปนนานกวา 15 นาทไีมทํ าใหปริมาณอนุภาคขนาด 0.1-3 ไมครอน เพิ่มมากนัก (เมือ่ใชเวลา 15
และ 20 นาท ีปริมาณอนุภาคที่มีขนาด 0.1-3 ไมครอนไมแตกตางกัน) ดังนั้นจึงเลือกใชเวลาในการ
ตปีนนาน 15 นาที ที่ความเร็ว 23,000 rpm โดยเปนการชวยประหยัดพลังงาน (ลดตนทุนการผลิต
ในการผลิตสารทดแทนไขมันจากโปรตีนถั่วเขียวอีกดวย

ภาพที่ 22  ผลของเวลาที่ใชในการตีปนที่ความเร็ว 23,000 rpm ตอปริมาณอนุภาคโปรตีนถั่วเขียว
ขนาด 0.1-3 ไมครอน
หมายเหตุ - สารแขวนลอยโปรตีนถั่วเขียวที่นํ ามาตีปนคือ สารแขวนลอยโปรตีนถั่วเขียวความเขม

ขน 5%(w/w) ที่ผานการใหความรอนที่ 83 oC นาน 15 นาที
- จุดที่อยูใตตัวอักษรที่แตกตางกัน (a, b และ c) ในภาพ แสดงวามีความแตกตางกัน
อยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95
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ผลการวิเคราะหการกระจายตัวของอนุภาคโปรตีนเมื่อทํ าการตีปนที่ 23,000 rpm เปน
เวลา 15 นาที พบอนุภาคโปรตีนขนาด 0.1-3 ไมครอน 65 % พบอนภุาคที่มีขนาดใหญกวา 3
ไมครอน 34 % และพบอนภุาคที่มีขนาดเล็กกวา 0.1 ไมครอนเพียง 1 % เนือ่งจากผลิตภัณฑนี้
ประกอบดวยอนุภาคจิ๋วที่มีขนาดเล็กกวา 0.1 ไมครอนเพยีงเล็กนอย จงึเลือกใชวิธีการปนเหวี่ยงมา
ใชแยกอนุภาคที่มีขนาดใหญกวา 3 ไมครอน ออกไป

ดงันัน้จึงทํ าการศึกษาประสทิธิภาพของการปนเหวี่ยง ในการแยกอนุภาคที่มีขนาดใหญ
กวา 3 ไมครอน โดยใชแรงเหวี่ยงขนาด 1000-4000 x g เปนเวลา 10 นาท ี พบวาเมื่อเพิ่มแรง
เหวี่ยง ปริมาณอนุภาคขนาด 0.1-3 ไมครอนในของเหลวและในตะกอนจะเพิ่มข้ึน (ภาพที่ 23 และ
24) และแรงเหวี่ยงขนาด 4000 x g มปีระสิทธิภาพสูงสุด เนื่องจากพบอนภุาคขนาด 0.1-3
ไมครอน ถงึ 94.66% จากผลการวเิคราะหตะกอนในตัวอยางนี้ พบอนุภาคขนาด 0.1-3 ไมครอน
ในตะกอนคดิเปน 45.49% ของปรมิาณอนุภาคทั้งหมดในตะกอน (ตารางที่ 10) ผลการทดลองชี้วา
ม ีการปนเหวี่ยงที่ 4000 x g ใหอนภุาคขนาด 0.1-3 ไมครอน ในชัน้ของเหลวมากที่สุด ดงันั้นจึง
เลอืกสวนของเหลวที่ใชแรงปนเหวี่ยงที่ 4000 x g ไปศึกษารูปรางของอนุภาคตอไป

 ภาพที่23  ผลของแรงเหวี่ยงตอปริมาณอนุภาคที่แยกไดในสวนของเหลวตอนบน
หมายเหตุ สารแขวนลอยโปรตีนถั่วเขียวที่นํ ามาปนเหวี่ยงคือ สารแขวนลอยโปรตีนถั่วเขียวความ

เขมขน 5%(w/w) ที่ผานการใหความรอนที่ 83 oC นาน 15 นาที จากนั้นนํ ามาตีปนตอ
ที่ความเร็ว 23,000 rpm นาน 15 นาที
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ตารางที่ 10    ผลของแรงทีใ่ชในการปนเหวี่ยงตอสวนที่เปนของเหลวและตะกอนที่ไดจากการปนเหวี่ยง

ปริมาณของอนุภาคตามขนาด (%)

ในของเหลว ในตะกอนแรงเหวี่ยง (x g)

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

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

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

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

4000 2.38 ± 0.15 94.66 ± 1.93a 2.96 ± 1.78b 0.50 ± 0.40 45.48 ± 0.64a 54.01 ± 0.24d
หมายเหตุ -  ตัวเลขที่อยูหนาตัวอักษรที่แตกตางกัน (a, b, c และ d) ในแนวตั้งในตาราง แสดงวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95

-  ns ในตาราง แสดงวา ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95



ภาพที่  24    ผลของแรงเหวี่ยงตอปริมาณอนุภาคที่แยกไดในสวนตะกอน
หมายเหตุ สารแขวนลอยโปรตีนถั่วเขียวที่นํ ามาปนเหวี่ยงคือ สารแขวนลอยโปรตีนถั่วเขียว

ความเขมขน 5%(w/w) ที่ผานการใหความรอนที่ 83 oC นาน 15 นาที จากนั้นนํ า
มาตีปนตอที่ความเร็ว 23,000 rpm นาน 15 นาที

เมือ่น ําอนภุาคโปรตีนซึ่งอยูในของเหลวซึ่งผานการเหวี่ยงที่ 4000 x g มาวเิคราะหรูปราง
ดวยเครื่อง SEM (แสดงรปูราง 2 มิติของอนุภาค) พบวารูปรางของอนุภาคโปรตีนมีลักษณะเปนวง
คอนขางกลม แตเนื่องจากความเขมขนของสารแขวนลอยโปรตีนที่นํ าไปวิเคราะหสูงเกินไปทํ าให
resolution ของ SEM ไมดี (ภาพที่ 25) อยางไรก็ตาม SEM แสดงใหเห็นชัดเจนวารูปรางของสาร
ทดแทนไขมันที่ผลิตขึ้นในงานวิจัยนี้มโีอกาสเปนทรงกลมสูง แสดงถึงศกัยภาพในการนํ าโปรตีน
ถัว่เขียวมาผลิตสารทดแทนไขมันทีม่ีคุณภาพดีได (Civille, 1990; Singer, 1992 cited in
Singer,1996)
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ภาพที่ 25  รูปรางของอนุภาคโปรตีนที่ติดอยูบนกระดาษกรอง (B) เมือ่เทยีบกับรูปรางของกระดาษ
กรอง (A)

AAA
B



บทที่ 5

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ

สรปุผลการทดลอง

งานวิจัยนี้ประสบผลสํ าเร็จในการผลิตสารทดแทนไขมันจากโปรตีนถั่วเขียว  ตามวัตถุ  
ประสงคที่ตั้งไว โดยสามารถผลิตสารทดแทนไขมันทีม่ขีนาดอนุภาค 0.1-3 ไมครอน ในปริมาณ 
94.66% และยงัพบวารูปราง 2 มิติของอนุภาคมีลักษณะเปนวงกลม ซึ่งเปนขอมูลทีบ่งศักยภาพใน
การเปนสารทดแทนไขมันไดดี

ขัน้ตอนการผลิตสารทดแทนไขมันจากโปรตีนถัว่เขียวมีดังนี้คือ
1. ใชโปรตีนถั่วเขียวที่ไมผานการดัดแปรทางเคมีเขมขน 5%(w/w)
2. ใหความรอนที่ 83 oC นาน 15 นาที โดยตีปนที่ความเร็ว 17,000 rpm ตลอดเวลา
3. ตปีนตอเพื่อลดขนาดที่ความเร็ว 23,000 rpm  เปนเวลา 15 นาที
4. ปนเหวี่ยงที่ 4000 x g นาน 10 นาที เพื่อแยกอนุภาคขนาดใหญกวา 3 ไมครอน

ออก

องคความรูใหมอ่ืน ๆ ที่เกิดจากงานวิจัยนี้คือ
1. วธิีการเตรียมโปรตีนถั่วเขียวที่มีคณุภาพเทียบเทาโปรตีน isolate จากนํ ้าทิ้งโรง

งานแปงถัว่เขียว โดยสามารถผลิตโปรตีนที่มีปริมาณโปรตีนทั้งหมดมากถึง
88.93% โดยนํ้ าหนักแหง

2. วธิีการผลติโปรตีนถั่วเขียวดัดแปรที่มีศักยภาพเปน surface active agent เชน
emulsifier ได โดยดัดแปรดวย succinic anhydride 0.4 กรัมตอกรัมโปรตีน ซึ่ง
โปรตีนถั่วเขียวดัดแปรนี้มีคา emulsifying activity index เพิม่ข้ึนจากโปรตีน
ถัว่เขยีวไมดัดแปร 1.3 เทา และยังมีคา emulsifying activity index สงูกวา BSA
ประมาณ 8% ดวย
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ขอเสนอแนะ

นอกจากองคความรูใหมที่เกิดขึ้นระหวางการทํ างานวิจัยนี้แลว ยังมีปญหาตาง ๆ ที่เกิดขึ้น
ในระหวางการวิจัยซึ่งจํ าเปนที่จะตองทํ าการศึกษาคนควาตอไปเพื่อใหงานวิจัยนี้มีประโยชนสูงสุด  
ซึง่ผูวิจัยขอสรุปไวดังนี้

1. การวจิยัเพือ่พฒันากระบวนการผลิตสารทดแทนไขมันโดย
♦ ศกึษาผลของการใชความรอนที่อุณหภูมิ และเวลาตาง ๆ ในชวงการเพิ่ม

ขนาดอนุภาคโดยทํ าใหโปรตีนเสียสภาพ  ตอขนาดและรูปทรงของอนุภาค
♦ ศกึษาวิธีการลดขนาดอนุภาคแบบอื่น ๆ เพือ่ใหไดอนุภาคขนาด 0.1-3

ไมครอนมากที่สุด ในกรณีที่มีขนาดเกินกวา 3 ไมครอนอยู
♦ ศกึษาวธิกีารแยกอนุภาคโปรตีนขนาดใหญกวา 3 ไมครอน ทีม่ปีระสิทธิภาพ

สูง พรอมคํ านวณหา yield ของกระบวนการทุกกระบวนการในการผลิตสาร
ทดแทนไขมัน

♦ ศกึษารปูรางของอนุภาคโปรตีนในแบบ 3 มิติ เพื่อที่จะไดทราบรูปรางที่แน
นอนของอนุภาคโปรตีนที่ผลิตได

♦ ศกึษาเพือ่น ําโปรตีนที่แยกไดจากนํ้ าทิ้งของโรงงาน ไปผลิตสารทดแทนไขมัน
เลยโดยไมตองมีการทํ าแหงกอนเพื่อประหยัดตนทุน (เนื่องจากในงานนี้ การ
ท ําแหงโปรตีนดวยวิธี freeze dry มวีตัถุประสงคเพื่อรักษาสมบัติของโปรตีน
ทีน่ ํามาศกึษาใหใกลเคียงธรรมชาติและเพิ่มอายุการเก็บรักษาโปรตีนเทานั้น)

2. การวจิยัเพือ่พฒันากระบวนการแยกโปรตีนออกจากนํ้ าทิ้งของโรงงาน ดวยวิธีการอื่น
เชน freeze concentration และ ultafiltration เพือ่รักษาสภาพและสมบัติของโปรตีน
ในการนํ าโปรตีนไปใชในผลิตภัณฑอาหารเสริม

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



ภาคผนวก ก

การวเิคราะหชนิดและปริมาณกรดอะมิโนดวยวิธี AccQ. Tag Method (Liu et al., 1995)
เครื่อง HPLC (Waters, Milford, MA, USA) ประกอบดวย

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

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

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

วธิกีารเตรียมตัวอยาง

 น ําตวัอยางและนํ้ าเกลือ 5 mL ใสหลอดทดลอง
 เติม 6 N HCl ปริมาตร 20 mL
 ยอยที่อุณหภูมิ 110 oC นาน 5 ชั่วโมง
 ปรับ pH ใหได 7 ดวย NaOH เขมขน
 ปรับปริมาตรเปน 100 mL
 กรองดวยกระดาษกรองเบอร 1
 น ําตวัอยางที่ผานกระดาษกรองมา 1 mL ปรับปริมาตรดวยนํ้ า Milli-Q ใหได

10 mL
 กรองผาน membrane ขนาด 0.45 ไมครอน
 น ําสารละลายที่กรองผาน membrane มา 20 µL มาท ําอนุพันธกับ AccQ.

Flour  และปรับปริมาตรใหได 100 µL
 Inject 5 µL โดย HPLC



ภาคผนวก ข

การหา oil volume fraction  สามารถหาไดจากวิธีของ Pearce and Kinsella (1978) โดย
การน ําอมิลัชัน่มา 5 กรัม หานํ้ าหนักแหงโดยการอบใหคงที่ที่อุณหภูมิ 105 oC จากนัน้นํ ามา
ค ํานวณตามสมการ ข1

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

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

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



ภาคผนวก ค

การเตรียม ninhydrin solution (Paik and Kim, 1972)  เพือ่ใชวิเคราะหหาปริมาณหมู
ε-NH2 ของ lysine ในโปรตีน

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

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

 III. น ําสารละลายในขอ  I.  และขอ II.  มาผสมกันโดยใชปริมาตรสารละลายทั้ง
สองเทากับ 30 มิลลิลิตร ทั้งคู

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

สารที่ไดในขอ  IV. เปนสารละลาย ninhydrin ทีน่ ําไปใชในการวิเคราะห
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