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บทที่  1 

บทน า 

 
ยาสบูเป็นพืชใบเลีย้งเดี่ยวอยูใ่น วงศ์ Solanaceae จีนสั Nicotiana มีทัง้หมด  64 สปีชีส์  

แตท่ี่นิยมปลกูในเชิ งพาณิชย์ คือ Nicotiana tabacum (Tso, 1990)   ในประเทศไทยสายพนัธุ์ท่ี
นิยมปลกู ได้แก่ พนัธุ์เวอร์ยิเนีย พนัธุ์เบอร์เลย์ พนัธุ์เตอร์กิช และพนัธุ์พืน้เมือง   โดยใบของยาสบู
นิยมน ามาผลิตเป็นบหุร่ี ยาเส้น ยานตัถุ์ และยาฉนุ     นอกจากนีใ้บยาสบูยงัสามารถ สกดัเป็นยา
ฆา่แมลง หรือยา ชนิดตา่ง ๆ เชน่ ยานอนหลบั ยาระงบัประสาท และยาขบัเหง่ือ   ในใบยาสบู
ประกอบด้วยองค์ประกอบทางเคมีหลายชนิด ได้แก่ โปรตีน คาร์โบไฮเดรต และแร่ธาตตุา่ง ๆ 
(ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโปแตสเซียม )   รวมทัง้สารอลัคาลอยด์ท่ีมีอยูใ่นปริมาณมาก   สาร    
อลัคาลอยด์มีด้ วยกนัหลายชนิด เชน่ แอนาเบซิน (anabasine)  แอนาตาบีน (anatabine)       
นอร์นิโคตนิ (nornicotine)  แตท่ี่มีมากในใบยาสบู คือ นิโคตนิ (nicotine) ซึง่มีอยูถ่ึงร้อยละ 90 
ของสารอลัคาลอยด์ทัง้หมด (Morris, 2004)    นิโคตนิจดัเป็นสารท่ีมีอนัตรายตอ่มนษุย์โดยมีฤทธ์ิ
กระตุ้นระบบประสาทสว่นกลาง ท าให้หลอดเลือดเกิดการหดรัดตวัสง่ผลให้ความดนัโลหิตสงูขึน้ 
และหวัใจเต้นเร็วและแรงขึน้     ถ้าร่างกายได้รับนิโคตนิในปริมาณท่ีสงูอาจถึงตายได้  โดยพบวา่
คา่ LD50 ของนิโคตนิมีคา่เทา่กบั 0.3 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม  (Merck Index, 2001)     ดงันัน้ก่อนน า
ใบยาสบูไปใช้ประโยชน์จงึจ าเป็นต้องค านงึถึงปริมาณนิโคตนิท่ีมีอยูใ่นใบยาสบู 

การท าโปรตีนไฮโดรไลเสต จดัเป็นทางเลือกหนึง่ในการน าโปรตีนจากใบยาสบูมาใช้
ประโยชน์     เน่ืองจากโปรตีนไฮโดรไลเสตเป็นผลิตภณัฑ์โปรตีนท่ีได้จากการยอ่ยตวัอยา่งท่ีมี
โปรตีนเป็นองค์ประกอบ โดยการใช้สารเคมีหรือเอนไซม์  ท าให้สายพอลิเพปไทด์ถกูตดัเป็น    
กรดอะมิโนอิสระหรือเพปไทด์สายสัน้ ๆ   ซึง่มีผลตอ่สมบตัเิชิงหน้าท่ีและคณุคา่ทางโภชนาการของ
โปรตีนเหลา่นัน้    โดยเป็นการปรับปรุงคณุคา่ทางโภชนาการและสมบตัเิชิงหน้าท่ีบางประการของ
โปรตีน  ซึง่มีบทบาทส าคั ญตอ่การน าโปรตีนไฮโดรไลเสตไปประยกุต์ใช้ในด้านตา่ง ๆ เชน่  
ความสามารถในการละลายของโปรตีนไฮโดรไลเสตเป็นสมบตัเิชิงหน้าท่ีท่ีมีความส าคญัในการ
พิจารณาน าโปรตีนไฮโดรไลเสตไปใช้เป็นสว่นผสมในผลิตภณัฑ์ตา่ง ๆ    อีกทัง้ความสามารถใน
การละลายยงัสามารถสง่ผลตอ่สมบตัเิชิงหน้า ท่ีในด้านอ่ืน (การเกิดโฟม และการเป็นสาร         
อิมลัซิไฟเออร์)      นอกจากนีช้นิดและปริมาณกรดอะมิโนท่ีมีในโปรตีนไฮโดรไลเสต ยงัมีผลตอ่การ
เกิดกลิ่น  และกลิ่นรสท่ีเฉพาะตวั   ท าให้สามารถน าโปรตีนไฮโดรไลเสตนัน้ไปใช้เป็นสารปรุงแตง่
กลิ่นรสได้     โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีผ ลิตได้จะถกูท าให้แห้งก่อนการน าไปใช้ในผลิตภณัฑ์ตา่ง ๆ  
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เพ่ือเป็นการยืดอายกุารเก็บรักษาและสะดวกตอ่การน าไปใช้ประโยชน์   ซึง่การท าแห้งแบบแช่
เยือกแข็งเป็นวิธีการหนึง่ท่ีนิยมน ามาใช้ในการท าแห้งโปรตีนไฮโดรไลเสต   แตเ่น่ืองจากการท าแห้ง
แบบแชเ่ยือกแข็งเป็นวิธีท่ีใช้อุ ณหภมูิและความดนัต ่า  ซึง่อาจท าให้โปรตีนเกิดการเสียสภาพได้   
ดงันัน้เพ่ือป้องกนัการเสียสภาพของโปรตีนจงึอาจเตมิสารให้ความคงตวั (stabilizing excipients) 
เชน่ การเตมิมอลโทเดกซ์ทรินลงไปในโปรตีนไฮโดรไลเสตก่อนการท าแห้ง  เพ่ือป้องกนัการเสีย
สภาพของโปรตีน (Chronakis, 1998; Passot et al., 2005)     แตม่อลโทเดกซ์ทรินอาจท าให้
สมบตัด้ิานตา่ง ๆ ของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้เกิดการเปล่ียนแปลง    ดงันัน้ ในงานวิจยันี ้ จงึมี
วตัถปุระสงค์เพ่ือศกึษาแนวทางในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากใบยาสบู โดยใช้ เอนไซม์ 

Flavourzyme  และศกึษาผลของมอลโทเดกซ์ทรินตอ่สมบตัทิางเคมีและทางกายภาพ  ตลอดจน
สมบตัเิชิงหน้าท่ีของโปรตีนไฮโดรไลเสต    รวมทัง้ศกึษาผล การเปล่ียนแปลงสมบตัิ ทางเคมีของ
โปรตีนไฮโดรไลเสต ในระหวา่งการเก็บรักษา   เพ่ือเป็นแนวทางในการใช้ประโยชน์ จากโปรตีน
ไฮโดรไลเสตท่ีได้ตอ่ไป 
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บทที่  2 

วารสารปริทศัน์ 

 
2.1 ยาสูบ 
 ยาสบูเป็นพืชล้มลกุในวงศ์ Solanaceae จีนสั Nicotiana (รูปท่ี 2.1) ซึง่มีด้วยกนัทัง้หมด 64 
สปีชีส์  แตท่ี่นิยมปลกูในเชิงพาณิชย์ คือ Nicotiana tabacum (Tso, 1990)    ยาสบูจดัเป็นพืชท่ีมี
ถ่ินก าเนิดในแถบทวีปอเมริกา  เป็นพืชท่ีอยูใ่นวงศ์เดียวกบัมะเขือ เทศ มนัฝร่ัง และพริก    ใน
ประเทศไทยยาสบูท่ีปลกูนัน้เป็นยาสบูพนัธุ์พืน้เมือง  ซึง่สว่นมากปลกูในบริเวณภาคเหนือและภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ ของประเทศ   จากหลกัฐานพบวา่ มีการน ายาสบูเข้ามา ปลกูในประเทศไทย
ตัง้แตป่ลายศตวรรษท่ี  16     ใน พ .ศ. 2478 บริษัท British American Tobacco (B.A.T.) ได้น า
วิธีการปลกูและผลิตยาสบูพนัธุ์เวอร์ยิเนียเข้ามาเผยแพร่ในประเทศไทย    แตใ่น พ.ศ. 2482 รัฐบาล
ไทยได้ซือ้กิจการยาสบูทัง้หมด  ซึง่ประกอบด้วยโรงบม่ใบยา  โรงงานผลิตบหุร่ี และ บริษัทท่ีจดั
จ าหนา่ยบหุร่ีจากบริษัท B.A.T.   ตอ่มาในปี พ.ศ. 2502 จงึเร่ิมมีการปลกูยาสบูพนัธุ์ เบอร์เลย์และ
พนัธุ์เตอร์กิชท่ีจงัหวดัสโุขทยั และร้อยเอ็ดตามล าดบั (สรุพล อปุดสิสกลุ, 2527) 
 

Kingdom:  Plant 
Subkingdom: Embryophyta 
Division:  Tracheophyta 
Subdivision: Pteropsida  
Class:   Angiosperma 
Subclass: Dicotyledonae 
Order:  Solanales 
Family:  Solanaceae 
Genus:  Nicotiana  
 

รูปท่ี 2.1   อนกุรมวิธานของต้นยาสบู 
ท่ีมา: Tso (1990) 
 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
http://en.wikipedia.org/wiki/Solanales
http://en.wikipedia.org/wiki/Solanaceae
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การจดัประเภทของยาสบูสามารถจดัแบง่โดยอาศยัหลกัเกณฑ์ตา่ง ๆ เชน่ สายพนัธุ์ของ
ยาสบู  วิธีการเขตกรรม  วิธีการเก็บใบยา  และวิธีการบม่ใบยาสบู     โดยสรุพล อปุดสิสกลุ (2527) 
ได้จดัประเภทของยาสบูโดยใช้วิธีการบม่ใบยาสบูเป็นเกณฑ์ในการแบง่ ดงันี ้

1 การบม่ใบยาสบูด้วยไอร้อน (flue-cured) เป็น การบม่ท่ี อาศยัความร้อนจาก       
ไอร้อนท่ีผา่นไปตามทอ่ทัว่ทัง้โรงบม่ เพ่ือป้องกนัไมใ่ห้ใบยาสบูถกูควนัไฟโดยตรง  ท าให้ใบยาสบูท่ี
บม่ได้มีสีเหลืองสด หรือ ส้ม   สายพนัธุ์ยาสบูท่ีใช้วิธีการบ่ มประเภทนี ไ้ด้แก่ ยาสบูพนัธุ์เวอร์ยิเนีย 
(Virginia)  พนัธุ์ Speight  พนัธุ์ Coker  และพนัธุ์ Hicks broadleaf 

2 การบม่ใบยาสบูด้วยอากาศ (air-cured) เป็นการบม่ท่ีน าใบยาสบูมาตากไว้ใน 
โรงบม่ท่ีมีอากาศถ่ายเทดี เพ่ือให้น า้จากใบยาสบูคอ่ย ๆ ระเหยออกไป  อาจมีการใช้ควา มร้อนชว่ย
ในการระเหยในกรณีท่ีอากาศมีความชืน้สงู  โดยสายพนัธุ์ยาสบูท่ีใช้วิธีการบม่ประเภทนีไ้ด้แก่ 
ยาสบูพนัธุ์เบอร์เลย์ (Burley)  และพนัธุ์แมร่ีแลนด์ (Maryland) 

3 การบม่ใบยาสบูด้วยแดด (sun-cured) เป็นการบม่ท่ีน าใบยาสบูมาตากแดด และ
ผึง่ลมไว้กลางแจ้ง   ใบยาสบูท่ี บม่ได้จะมีสีสดกวา่ใบยาสบูท่ีบม่ด้วยอากาศ  พนัธุ์ยาสบูท่ีนิยมใช้
วิธีการบม่ประเภทนีไ้ด้แก่ ยาสบูพนัธุ์เตอร์กิช (Turkist) และยาสบูพนัธุ์พืน้เมือง  

4 การบม่ใบยาสบูด้วยควนัไฟ (fire-cured) เป็นการบม่ท่ีให้ใบยาสบูสมัผสักบัควนั
ไฟโดยตรง  ท าให้ใบยาท่ีได้มีสีคล า้  และมีกลิ่นฉนุกวา่ใบยาท่ีบม่ด้วยไอร้อน   สายพนัธุ์ยาสบูท่ี
นิยมใช้วิธีการบม่ประเภทนีไ้ด้แก่ ยาสบูพนัธุ์ Madole  และพนัธุ์ Yellow mammoth 

ในประเทศไทยสายพนัธุ์ยาสบูท่ีนิยมปลกูได้แก่ สายพนัธุ์เวอร์ยิเนีย สายพนัธุ์เตอร์กิช สาย
พนัธุ์พืน้เมือง และสายพนัธุ์เบอร์เลย์  ซึ่งยาสบูแตล่ะสายพนัธุ์จะมีวิธีในการผลิตเป็นยาสบูได้
แตกตา่งกนั   ทัง้นีเ้น่ืองจากยาสบูแตล่ะสายพนัธุ์มีองค์ประกอบทางเคมีท่ีแตกตา่งกนัไป 

 
2.2 ยาสูบพันธ์ุเบอร์เลย์ 

ยาสบูพนัธุ์เบอร์เลย์  เป็นยาสบูท่ีให้ผลผลิตตอ่ไร่สงู  นิยมปลกูมากบริเวณภาคเหนือของ
ประเทศไทย ได้แก่ จั งหวดัสโุขทยั เพชรบรูณ์ อตุรดติถ์ พิษณโุลก และพิจิตร   ใบยาสบูท่ีได้จาก
ยาสบูพนัธุ์เบอร์เลย์นิยมน ามาใช้ผลิตเป็นบหุร่ี   โดยคณุภาพของใบยาสบูขึน้กบัองค์ประกอบท่ีมี
อยูใ่นใบยาสบู (ทวีศกัดิ ์วฒันกลู, 2530) 
 
 
 
 



 
 

5 

2.2.1 องค์ประกอบในใบยาสูบจากยาสูบพันธ์ุเบอร์เลย์ (สรุพล อปุดสิสกลุ, 2527) 
2.2.1.1  สารประกอบไนโตรเจน  แบง่ได้เป็นสองกลุม่ คือ  

 สารประกอบไนโตรเจนท่ีอยูใ่นรูปโปรตีน  ในระหวา่งการบม่ใบยาสบู  
โปรตีนจะถกูยอ่ยเป็นกรดอะมิโนชนิดตา่ง ๆ เชน่ proline, asparagine, glutamine, aspartic 
acid และ glutamic acid   ซึง่กรดอะมิโนท่ีได้ นีเ้ป็นสารตัง้ต้นของปฏิกิริยา Maillard  ท าให้ได้สาร
ท่ีให้กลิ่นรสดีในใบยาสบู       โดยทัว่ไปโปรตีนท่ีอยูใ่บพืช นัน้เป็นโปรตีนท่ีอยูใ่นรูปของเอนไซม์  ซึง่
จะอยูใ่นสว่นของไซโตพลาสต์ และคลอโรพลาสต์ (นิสานารถ กระแสร์ชล, 2540)   ส าหรับโปรตีนท่ี
มีอยูใ่นใบยาสบูนัน้  สว่นใหญ่เป็นโปรตีนท่ีสามารถละลายได้ในน า้ (albumin) 

 สารประกอบไนโตรเจนท่ีอยูใ่นรูปนอนโปรตีนไนโตรเจน ได้แก่ 
สารประกอบอลัคาลอยด์ เชน่ แอนาเบซิน (anabasine)  แอนาตาบีน (anatabine)  นอร์นิโคตนิ 
(nornicotine)  ไนเตรท  แอมโมเนีย  และนิโคตนิ     สารประกอบนิโคตนิมี ปริมาณมากร้อยละ 90 
ของปริมาณสารอลัคาลอยด์ทัง้หมด 

นิโคตนิ (รูปท่ี 2.2) เป็นสารท่ีมีอนัตรายตอ่มนษุย์ซึง่มีฤทธ์ิกระตุ้นระบบ
ประสาทสว่นกลาง  ท าให้หลอดเลือดเกิดการหดรัดตวั (vasoconstriction)  สง่ผลให้ความดนั
โลหิตสงูขึน้ และหวัใจเต้นเร็วและแรงขึน้  ท าให้อตัราการห ายใจเร็วขึน้   นอกจากนีย้งัสง่ผลให้
ความอยากอาหารลดลง   ถ้าร่างกายได้รับนิโคตนิในปริมาณสงูอาจถึงตายได้ โดยพบวา่ระดบั 
LD50 ของนิโคตนิในหนเูทา่กบั 0.3 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม  (Merck Index, 2001)   นิโคตนิถกูสร้าง
ขึน้ท่ีรากแล้วไปสะสมท่ีใบ  โดยปัจจยัท่ีควบคมุปริมา ณนิโคตนิในใบยาสบูมีหลายประการ ได้แก่ 
พนัธุ์ของยาสบู  ปริมาณธาตอุาหารท่ีต้นยาสบูได้รับ โดยเฉพาะอยา่งยิ่งไนโตรเจน  ความชืน้ในดนิ  
แสงสวา่งและอณุหภมูิ  ระยะการตอนยอด  ความสมบรูณ์ของราก  ระดบัความแก่สกุของใบยา  
และต าแหนง่ของใบยาบนล าต้น เป็นต้น (สรุพล อปุดสิสกลุ, 2527) 

 

 
 

รูปท่ี 2.2   สตูรโครงสร้างของนิโคตนิ 
                                           ท่ีมา: Merck Index (2001) 
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2.2.1.2  คาร์โบไฮเดรต 
คาร์โบไฮเดรต เป็นองค์ประกอบท่ีมีมากท่ีสดุในใบยาสบู คือ มีประมาณ   

ร้อยละ 25-50 ของน า้หนกัใบยาแห้ง   อตัราสว่นของคาร์โบไฮเดรตแตก ตา่งกนัตามสายพนัธุ์ของ
ยาสบู  โดยทัว่ไปยาสบูสายพนัธุ์เวอร์ยิเนียจะมีปริมาณสารประกอบคาร์โบไฮเดรตมากท่ีสดุ  

คาร์โบไฮเดรตท่ีมีความสมัพนัธ์กบัคณุภาพของบหุร่ีมาก คือ น า้ตาลกลโูคส
และซูโครส  โดยน า้ตาลจะเกิดในระหวา่งการเจริญเตบิโตของต้นยาสบู และปริมาณจะเพิ่มมากขึน้
ในระหวา่งขัน้ตอนการบม่ใบยาสบูในโรงบม่  น า้ตาลในใบยาสบูจะให้ควนัซึง่มีองค์ประกอบของ
กรดท่ีระเหยได้ในระหวา่งการเผาไหม้ของบหุร่ี กรดท่ีระเหยได้ท่ีเกิดขึน้นีจ้ะชว่ยลดความเป็นดา่ง
ของควนัท่ีเกิดจากการเผาไหม้ของนิโคตนิ และสารประกอบไนโตรเจนอ่ืน ๆ ท าให้บหุร่ีมีรสนุ่ มนวล 
ไมร่ะคายคอ 

 
2.2.1.3 กรดอินทรีย์ แบง่ได้เป็นสองกลุม่ คือ 

 กรดท่ีระเหยได้ (volatile acid) ได้แก่ กรดฟอร์มิก  กรดแอซิตกิ  กรด    
โพรพิโอนิก  กรดบวิทิริก  กรดวาเลอริก  และกรดไอโซวาเลอริก เป็นต้น ซึง่ถึงแม้วา่กรดท่ีระเหยได้
จะมีปริมาณน้อย  แตก็่มีความส าคญัตอ่กลิ่นรสและกลิ่นของบหุร่ี โดยพบวา่ใบยาสบูท่ีมีคณุภาพดี
จะมีปริมาณกรดท่ีระเหยได้มากกวา่ใบยาสบูท่ีมีคณุภาพต ่า 

 กรดท่ีไมร่ะเหย (nonvolatile acid) ได้แก่ กรดมาลิก  กรดซิตริก  กรด
ออกซาลิก  และกรดมาโลนิก เป็นต้น ซึง่กรดท่ีไมร่ะเหยนีมี้อยูป่ระมาณร้อยละ 90 ของปริมาณ
กรดทัง้หมดในใบยาสบู   โดยกรดท่ีไมร่ะเหยจะมีความสมัพนัธ์ในด้านลบกบัคณุภาพของใบยาสบู 
โดยพบวา่ในใบยาคณุภาพดีจะมีปริมาณของกรดท่ีไมร่ะเหยต ่ากวา่ใบยาคณุภาพต ่าถึงร้อยละ 50 
 

2.2.1.4 แร่ธาต ุ แบง่ออกเป็นสามประเภท ดงันี ้
 ธาตอุาหารหลกั เป็นธาตอุาหารท่ีต้นยาสบูต้องการเ ป็นจ านวนมาก 

ได้แก่ ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส โปแตสเซียม แมกนีเซียม แคลเซียม และก ามะถนั 
 ธาตอุาหารรอง เป็นธาตอุาหารท่ีต้นยาสบูต้องการเป็นจ านวนน้อย ได้แก่ 

อะลมูิเนียม โบรอน คลอรีน ทองแดง เหล็ก แมงกานีส โมลิบดนิมั โซเดียม ซิลิกอน และสงักะสี 
 ธาตอุาหารโครงสร้าง เป็นธาตุ อาหารท่ีต้นยาสบูใช้เป็นองค์ประกอบของ

โครงสร้างสว่นตา่ง ๆ ได้แก่ คาร์บอน ออกซิเจน และไฮโดรเจน 
ธาตอุาหารเหลา่นีจ้ าเป็นตอ่การเจริญเตบิโตของต้นยาสบู และมี

ความสมัพนัธ์กบัสมบตัขิองการเผาไหม้ของใบยาสบู   การเผาไหม้บหุร่ีท่ีสมบรูณ์จะท าให้
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สารอินทรีย์ท่ีมีอยูส่ลายตวั หมดเหลือแตเ่ถ้าท่ีเป็นสารอนินทรีย์  โดยพบวา่แคลเซียมและ
แมกนีเซียมมีสว่นชว่ยให้การเผาไหม้บหุร่ีสมบรูณ์   ขณะท่ีคลอรีน ฟอสฟอรัส ซิลิกอน และ
ก ามะถนั จะถ่วงอตัราการเผาไหม้ของใบยาสบู 
 

2.2.1.5 สารหอมในใบยาสบู 
สารหอมในใบยาสบูเป็นสารประกอบ เชิงซ้อนซึง่ได้แก่ น า้มนัหอมระเหยท่ี

เกิดจากตอ่มใต้ผิวใบด้านลา่งในระหวา่งท่ีใบยาเจริญเตบิโต และเกิดจากการเปล่ียนแปลงทางเคมี
ระหวา่งกรรมวิธีการผลิต เชน่ การบม่และการเก็บให้ได้อาย ุโดยปริมาณของสารหอมจะมีมากหรือ
น้อยขึน้กบัพนัธุ์ยาสบู ต าแหนง่ของใบยาสบูบนล าต้น และความสกุแก่ของใบยา 

 
2.2.1.6 สารประกอบฟีนอลิก 

สารประกอบฟีนอลิกในใบยาสบูมีประมาณร้อยละ  7 ของน า้หนกัใบยาแห้ง 
โดยปริมาณของสารประกอบฟีนอลิกอาจแตกตา่งกนัไปขึน้กบัปัจจยัตา่ง ๆ เชน่ ความสกุแก่ของ 
ใบยาสบู  ต าแหนง่ของใบยาสบู  และเทคนิคในการบม่ใบยาสบู   สารประกอบฟีนอลิกมี
ความส าคญัตอ่กลิ่นของควนับหุร่ี ท่ีเกิดจากการเผาไหม้โดยตรง   สารประกอบฟีนอลิกสามารถ
แบง่ได้เป็นสองกลุม่ คือ  กลุม่ท่ีหนึง่ ซิมเพิลฟีนอล (simple phenol) ได้แก่ ฟีนอล เครซอล ยกีูซอล 
และไกลคอล    และกลุม่ท่ีสอง พอลิฟีนอล (polyphenol) ได้แก่ กรดคลอโรเจนิก รูตนิ สโคโพลิน 
และสโคโพเลตนิ 

 
2.2.2 กระบวนการผลิตยาสูบจากยาสูบพันธ์ุเบอร์เลย์ (วฒุิ อนนับญุทริก, 2549)  

 ยาสบูแตล่ะสายพนัธุ์จะมีขัน้ตอนการเก็บเก่ียว และการบม่ท่ีแตกตา่งกนัออกไปทัง้นี ้
เน่ืองจากในใบยาสบูแตล่ะสายพนัธุ์มีองค์ประกอบทางเคมีท่ีแตกตา่งกนั   ส าหรับยาสบูสายพนัธุ์
เบอร์เลย์ท่ีนิยมน ามาบม่ด้วยอาก าศนัน้  กระบวนการผลิตจะเร่ิมจากการเก็บใบยาสดจากต้น
ยาสบูภายหลงัจากท่ีท าการ topping แล้วประมาณ 2-3 สปัดาห์   จากนัน้น าใบยาสบูไปผา่น
ขัน้ตอนการบม่ด้วยวิธีการบม่ด้วยอากาศเป็นเวลาประมาณ 30-45 วนั เพ่ือท าให้ใบยาสด
เปล่ียนเป็นใบยาแห้งโดยการควบคมุอณุหภมูิและความชืน้ภายในโรงบม่     การบม่สามารถแบง่ได้
เป็น 4 ระยะ คือ ระยะท าสีเหลือง (yellowing stage) ระยะท าสีน า้ตาล (browning stage) ระยะ
ท าใบแห้ง (lamina drying stage) และระยะท าก้านแห้ง (stem drying stage)   โดยในระหวา่ง
การบม่จะเกิดการเปล่ียนแปลงของปฏิกิริยาทางเคมีซึง่มีผลต่ อคณุภาพและกลิ่นรสของใบยาสบู   
ปฏิกิริยาทางเคมีท่ีส าคญั คือ ปฏิกิริยา Maillard ซึง่เป็นปฏิกิริยาระหวา่งกรดอะมิโน โดยเฉพาะ



 
 

8 

อยา่งยิ่งกรดอะมิโน aspartic acid, glutamic acid และ proline กบัน า้ตาลรีดวิซิ่ง  ท าให้ได้สารท่ี
ให้กลิ่นรสดีในใบยาสบู (สรุพล อปุดสิสกลุ , 2527; Hwang, Hartman and Ho, 1995)   ใบยาสบูท่ี
ผา่นขัน้ตอนการบม่แล้ว เรียกวา่ ใบยามดัก า ซึง่จะถกูน ามาแยกก้านใบออก  แล้วจงึผา่นเข้าสู่
ขัน้ตอนการ re-dry เพ่ือหยดุการบม่ และยืดอายุในการเก็บรักษาใบยาสบูให้นานขึน้   หลงัจากนัน้
เก็บให้ได้อายท่ีุอณุหภมูิห้องเพ่ือ ท าให้ใบยาสบูมีกลิ่นหอม  รสกลมกลอ่ม ลดความระคาย และรอ
การผลิตเป็นผลิตภณัฑ์ตอ่ไป 
 ในการผลิตผลิตภณัฑ์ เชน่ ยาเส้น และบหุร่ี  จะน าใบยาสบูสายพนัธุ์เบอร์เลย์ท่ีผา่น
ขัน้ตอนการเก็บให้ได้อายแุล้วมาผสมกบัใบยาสบูสายพนัธุ์อ่ืนตามสดัสว่นท่ีก าหนดไว้  เพ่ือให้ได้
กลิ่นรสตาม ต้องการ    จากนัน้น าใบยาสบูผา่นเข้าเคร่ืองให้ความชืน้  เพ่ือให้ใบยาสบูออ่นตวัลง  
แล้วผา่นเข้าสูข่ัน้ตอนการ casing ซึง่จะพน่สารปรุงแตง่กลิ่นรสลงในใบยาสบู  เพ่ือให้ใบยาสบูท่ีได้
มีกลิ่นรสดีขึน้    จากนัน้หมกัใบยาสบูทิง้ไว้เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง  น าใบยาสบูมาคลุ กเคล้าให้เข้า
กนั แล้วจงึหัน่ใบยาเป็นเส้นฝอยและน าไปคัว่ให้แห้ง    หลงัจากนัน้พน่สารปรุงแตง่กลิ่นรสลงในใบ
ยาสบูอีกครัง้  หมกัใบยาสบูทิง้ไว้ 24 ชัว่โมง   ใบยาสบูท่ีผา่นการหมกัขัน้สดุท้ายแล้วจะเรียกวา่ยา
เส้น   ในการผลิตบหุร่ีจะน ายาเส้นท่ีได้  เข้าเคร่ืองมวนเพ่ื อมวนเป็นบหุร่ีออกมา (สรุพล          
อปุดสิสกลุ, 2527) 
 
2.3 โปรตีนไฮโดรไลเสต 

โปรตีนไฮโดรไลเสต คือผลิตภณัฑ์โปรตีนท่ีได้จากการยอ่ยตวัอยา่งท่ีมีโปรตีนเป็น
องค์ประกอบโดยการใช้สารเคมีหรือเอนไซม์  ท าให้สายพอลิเพปไทด์ถกูตดัเป็นกรดอะมิโนอิสระ
หรือเพปไทด์สายสัน้ ๆ  ส่ งผลให้เกิดการเปล่ียนแปลงคณุคา่ทางโภชนาการ และสมบตัเิชิงหน้าท่ี
บางประการของโปรตีน เชน่ สมบตักิารละลาย สมบตักิารเกิดอิมลัชนั สมบตักิารเกิดโฟม และ
สมบตัใินการเกิดเจล เป็นต้น (Kristinsson and Rasco, 2000) 

 
2.3.1 การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสต 
 โดยทัว่ไปการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตมีสองวิธี  ได้แก่ 

2.3.1.1 การยอ่ยโปรตีนด้วยสารเคมี  
เป็นการท าให้พนัธะเพปไทด์แตกออกโดยใช้สารละลายกรดหรือเบส ซึง่เป็น

วิธีท่ีมีต้นทนุในการผลิตต ่า  แตค่วบคมุระดบัการยอ่ยโปรตีนได้ยากท าให้ผลิตภณัฑ์ท่ีได้มีคณุภาพ
ไมค่งท่ี และมีข้อจ ากดัในการน าไปใช้ประโยชน์ในผลิตภณัฑ์อาหาร  
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การยอ่ยโปรตีนด้วยสารละลายกรด  เป็นวิธีท่ีมีต้นทนุในการผลิตคอ่นข้างต ่า 
สามารถยอ่ยโปรตีนได้รวดเร็วและให้กลิ่นรสท่ีดี  แตจ่ะท าให้ tryptophan ซึง่เป็นกรดอะมิโนท่ี
จ าเป็นถกูท าลาย    นอกจากนีย้งัพบวา่การยอ่ยโปรตีนโดยใช้กรดไฮโดรคลอริกท่ีมีความเข้มข้นสงู 
ในภาวะอณุหภมูิสงูท าให้เกิดสาร 3-monochloropropane-1, 2-diol (3-MCPD)    ซึง่เป็นสาร
ปนเปือ้นกลุม่ chloropropanol  โดยจะมีพิษตอ่ตบั ไต ตอ่มไทรอยด์ เย่ือบชุอ่งปากและลิน้ และยงั
เป็นสารก่อมะเร็ง    นอกจากนีย้งัก่อให้เกิดสาร 1-3-dichloro-2-propanol-2-dichlorohydrine  
(1-3-DCP) ซึง่เป็นสารท่ีก่อให้เกิดมะเร็ง (ส านกังานคณะกรรมการอาหารและยา , 2543)    ดงันัน้
ในการยอ่ยโปรตีนโดยใช้กรดจงึจ าเป็นท่ีจะต้องระมดัระวงั และควบคมุให้เกิดสารปนเปือ้น
ดงักลา่วน้อยท่ีสดุ    สารละลายกรดท่ีนิยมใช้ในการยอ่ยโปรตีน ได้แก่ กรดซลัฟริูก                   
กรดไฮโดรคลอริก    โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้จากการยอ่ยโปรตีนด้วยสารละลายกรดทัง้สองชนิดนี ้
จะมีเกลือซึง่เป็นผลจากกระบวนการท าให้เป็นกลาง (neutralization) เป็นสว่นประกอบอยูด้่วย  
โดยในการยอ่ยโปรตีนด้วยกรดซลัฟริูกนัน้จะเกิดเกลือแคลเซียมซลัเฟต และการย่ อยโปรตีนด้วย
กรดไฮโดรคลอริกนัน้จะเกิดเกลือโซเดียมคลอไรด์ หรือโพแทสเซียมคลอไรด์    ในอตุสาหกรรมจงึ
นิยมใช้กรดไฮโดรคลอริกในการยอ่ยโปรตีน เน่ืองจากเกลือท่ีเกิดขึน้ในกระบวนการนัน้เป็นเกลือท่ี
ใช้ในอาหารทัว่ไป  จงึไมก่่อให้เกิดปัญหาตอ่ผลิตภณัฑ์มากนกั (Kristinsson and Rasco, 2000) 

การยอ่ยโปรตีนด้วยสารละลายเบส   สารละลายเบสท่ีนิยมใช้ในการยอ่ย
โปรตีน ได้แก่ สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ซึง่หากยอ่ยในภาวะท่ีรุนแรงจะท าให้เกิดปฏิกิริยา 
racemization ของกรดอะมิโน    โดยจะท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของกรดอะมิโนจาก 
L-form ไปเป็น D-form ซึง่ร่างกายมนษุย์ไมส่ามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้และท าให้เกิดกลิ่นรสท่ีไม่
ดี    นอกจากนีย้งัจะท าให้เกิดปฏิกิริยา -elimination ของ serine และ cysteine   ท าให้เกิด
สารประกอบ dehydroalanine ซึง่สามารถท าปฏิกิริยากบักรดอะมิโนชนิดอ่ืน ๆ  เกิดเป็น
สารประกอบต่ าง ๆ หลายชนิด เชน่ lysinoalanine, ornithinoalanine และ lanthionine เป็นต้น  
ท าให้สญูเสียสารอาหารท่ีส าคญั และสารประกอบท่ีเกิดขึน้บางชนิดยงัก่อให้เกิดสารพิษในอาหาร
อีกด้วย (Kristinsson and Rasco, 2000)  
 

2.3.1.2 การยอ่ยโปรตีนด้วยเอนไซม์ 
การยอ่ยโปรตีนด้วยเอนไซม์ท าได้ โดยใช้เอนไซม์โปรตเิอสตดัพนัธะเพปไทด์

ของโมเลกลุโปรตีนให้เป็นเพปไทด์สายสัน้ ๆ และกรดอะมิโนอิสระ    การยอ่ยโปรตีนด้วยวิธีนีมี้
ข้อดี คือ เอนไซม์มีความจ าเพาะตอ่สารตัง้ต้นสงู และภาวะท่ีใช้ในการยอ่ยโปรตีนไมรุ่นแรง   ดงันัน้
โครงสร้างของกรดอะมิโนจะไมถ่กูท าลาย   การยอ่ยโปรตีนด้วยเอนไซม์จะมีอตัราการยอ่ยคอ่นข้าง
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สงูเม่ือเปรียบเทียบกบัการใช้กรดหรือเบส  แตก่ารยอ่ยโปรตีนด้วยเอนไซม์อาจท าให้เกิด
สารประกอบท่ีมีรสขมได้   เน่ืองจากการจดัเรียงตวัของกรดอะมิโนท่ีมีหมูไ่มช่อบน า้ (hydrophobic 
group) ในโมเลกลุโปรตีน เชน่ isoleucine, valine, phenylalanine, tyrosine และ tryptophan  
ซึง่มีความสมัพนัธ์กบักลิ่นรสท่ีได้ (Prendergast, 1974)    ในการยอ่ยโปรตีนด้วยเอนไซม์เพ่ือให้ได้
ผลิตภณัฑ์ตามท่ีต้องการจ าเป็นต้องค านงึถึงปัจจยัตา่ง ๆ ดงันี ้

 ชนิดของเอนไซม์    การยอ่ยโปรตีนด้วยเอนไซม์ตา่งชนิดกนัจะ ท าให้ได้
ผลิตภณัฑ์โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีตา่งกนั ทัง้ในด้านปริมาณและคณุภาพ   งานวิจยัของ  
Kamnerdpetch และคณะ (2007) ศกึษาการเพิ่มประสิทธิภาพในการยอ่ยโปรตีนจากเนือ้มนัฝร่ัง
บดโดยใช้เอนไซม์ผสมระหวา่ง endoprotease และ exopeptidase ในการยอ่ยเปรียบเทียบกบั
การใช้เอนไซ ม์เพียงชนิดเดียว   คณะผู้วิจยัเลือกใช้เอนไซม์ทัง้หมด 4 ชนิดได้แก่ เอนไซม์  
Alcalase® (Novo Nordisk, Denmark)   เอนไซม์ Novo Pro-D® (Novo Nordisk, Denmark) ซึง่
เป็น endoprotease   เอนไซม์ Flavourzyme® ( Novo Nordisk, Denmark)  และเอนไซม์ 
Corolase® (Rohm Enzyme, Germany) ซึง่เป็น exopeptidase ในการยอ่ย   จากนัน้จบัคู่
เอนไซม์โดยใช้อตัราสว่นของ  endoprotease ตอ่ exopeptidase เทา่กบั 2:5 และ 3:4 ตามล าดบั   
ท าการยอ่ยท่ีอณุหภมูิ 50C เป็นเวลา 26 ชัว่โมง   จากการทดลองพบวา่การใช้เอนไซม์ 2 ชนิด
ควบคูก่นัในการยอ่ยให้ประสิทธิภาพในการยอ่ยซึง่พิจารณาจากระดบัการยอ่ยโปรตีนท่ีสงูกวา่การ
ใช้เอนไซม์เพียงชนิดเดียว    นอกจากนีก้ารใช้เอนไซม์ endoprotease และ exopeptidase ควบคู่
กนัยงัให้ปริมาณของกรดอะมิโนอิสระท่ีสงูกวา่การใช้เอนไซม์เพียงชนิดเดียวอีกด้วย  โดยพบวา่
การใช้เอนไซม์ Alcalase® และ Flavourzyme® ในอตัราสว่น 2:5  ให้ระดบัการยอ่ยโปรตีนท่ีสงู
ท่ีสดุ คือ ร้อยละ 44 และให้ปริมาณของกรดอะมิโนอิสระทัง้หมดเทา่กบั 306 มิลลิกรัมตอ่โปรตีน 1 
กรัม 

 ปริมาณเอนไซม์   การใช้เอนไซม์ในปริมาณมากจะท าให้ระดบัการยอ่ย
โปรตีนเพิ่มขึน้จนถึงระดบัหนึง่  จากนัน้ระดบัการยอ่ยโปรตีนจะคงท่ี   เน่ืองจากโปรตีนท่ีเป็นสารตัง้
ต้นของปฏิกิริยาท าปฏิกิริยาพอดีกบัเอนไซม์ท่ีใช้  ท าให้ปริมาณกรดอะมิโนอิสระท่ีเป็นผลิตภณัฑ์มี
ปริมาณท่ีคงท่ี   ดงันัน้ระดบัการยอ่ยโปรตีนจงึมีคา่คงท่ี     Alvise และคณะ (2000) ศกึษาภาวะท่ี
เหมาะสมในการผลิต โปรตีนไฮโดรไลเสตจาก alfalfa โดยใช้เอนไซม์ Delvolase®                    
(Gist Brocades, France) ในการยอ่ย   และใช้อตัราสว่นของเอนไซม์ตอ่โปรตีนเทา่กบั 0.8, 7.6, 
76, 152 และ 184 ยนูิตตอ่โปรตีนเข้มข้นจาก alfalfa 1 กรัม  ยอ่ยท่ี pH 9.5  อณุหภมูิ 40C เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง     จากการทดลองพบวา่เม่ือใช้อตัราสว่นของเอนไซม์ตอ่โปรตีนเพิ่มขึน้  ปริมาณ
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีใช้ในการรักษาระดบั pH ให้มีคา่เทา่กบั 9.5 ตามวิธี pH-stat  จะ
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มีคา่เพิ่มขึน้  โดยพบวา่การใช้อตัราสว่นของเอนไซม์ตอ่โปรตีนเทา่กบั 152 และ 184 ยนูิตตอ่
โปรตีนเข้มข้นจาก alfalfa 1 กรัม  ใช้ปริมาณสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ใกล้เคียงกนัเทา่กบั 
60 และ 65 มิลลิโมล ตามล าดบั  ซึง่มีปริมาณสงูกวา่ปริมาณสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีใช้
เพ่ือรักษาระดบั pH เม่ือใช้อตัราสว่นของเอนไซม์ตอ่โปรตีน 0.8, 7.6 และ 76 ยนูิตตอ่โ ปรตีน
เข้มข้นจาก alfalfa 1 กรัม ท่ีใช้ปริมาณสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 25, 40 และ 45 มิลลิโมล 
ตามล าดบั 

 ภาวะในการยอ่ยโปรตีน   เอนไซม์โดยทัว่ไปจะมีประสิทธิภาพการเร่ง
ปฏิกิริยาแตกตา่งกนัท่ีระดบัความเป็นกรดเบส (pH) ตา่งกนั  แตจ่ะมีชว่งความเป็นกรดเบสหนึง่ท่ี
เอนไซม์จะสามารถท างานได้ดีท่ีสดุ    ดงันัน้ในการน าเอนไซม์มาใช้งานจงึต้องมีการควบคมุความ
เป็นกรดเบสให้เหมาะสม  และเน่ืองจากเอนไซม์เป็นโปรตีนชนิดหนึง่ อณุหภมูิในการยอ่ยโปรตีนจงึ
มีบทบาทส าคญั     ถ้าใช้อณุหภมูิในการท าปฏิกิริยาสงูเกินไป จะท าให้โครงสร้างของเอนไซม์เสีย
สภาพ สง่ผลให้เอนไซม์สญูเสียความสามารถในการเร่งปฏิกิริยา   ดงันัน้การเลือกอณุหภมูิในการ
ยอ่ยโปรตีนด้วยเอนไซม์แตล่ะชนิดควรค านงึถึงความเสถียรของเอนไซม์ตอ่อณุหภมูิ    นอกจากนี ้
ระยะเวลาการยอ่ยโปรตีนก็มีผลตอ่การยอ่ยโปรตีนเชน่กนั  โดยในชว่งแรกของการยอ่ยโปรตีน 
เอนไซม์จะเข้าจบักบัโปรตีนอยา่งรวดเร็วเกิดการยอ่ยโปรตีนจนท าให้เกิดเพปไทด์สายสัน้ขึน้   เม่ือ
เวลาในการยอ่ยมากขึน้ความเร็วในการเกิดปฏิกิริยาจะเร่ิมคงท่ี (Adler-Nissen, 1986) 
 

2.3.2 ระดับการย่อยโปรตีน (Degree of hydrolysis, DH) 
ในการยอ่ยโปรตีนเพ่ือให้ได้ผลิตภณัฑ์ท่ี มีสมบตัเิป็นไปตามความต้องการนัน้ 

จ าเป็นต้องควบคมุระดบัการยอ่ยโปรตีนให้อยูใ่นระดบัท่ีเหมาะสม  เน่ืองจากระดบัการยอ่ยโปรตีน
ท่ีแตกตา่งกนัจะสง่ผลให้โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้มีสมบตัเิชิงหน้าท่ีท่ีแตกตา่งกนั   ในการหาระดบั
การยอ่ยโปรตีนนัน้สามารถค านวณได้จาก  
 

DH       =       N1                                                                ………………..(1) 
 

N0 = ปริมาณไนโตรเจน หรืออะมิโนทัง้หมดท่ีได้ก่อนการยอ่ย 
N1 = ปริมาณไนโตรเจน หรืออะมิโนท่ีได้ภายหลงัการยอ่ย 
 

โดยวิธีการวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจน หรือหมูอ่ะมิโนท่ีน ามาใช้ ในการค านวณนัน้มี
ด้วยกนัหลายวิธี ได้แก่ การใช้เทคนิค Kjeldahl   ในการหาปริมาณไนโตรเจน หรือวิธีทาง 

× 100 
N0 
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spectrophotometry  ในการหาหมูอ่ะมิโนโดยใช้สารเคมีซึง่เกิดปฏิกิริยาอยา่งเฉพาะกบัหมูอ่ะมิโน 
ท าให้เกิดสารประกอบท่ีมีสี   จากนัน้จงึวดัคา่การดดูกลืนแสงของสารในชว่ง ความยาวคล่ืนท่ี
เหมาะสม  ตวัอยา่งสารเคมีท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยา เชน่ biuret, ninhydrine, กรด trinitrobezene 
sulfonic, fluorescamine และ orthophtaldehyde (OPA) เป็นต้น   นอกจากนีก้ารหาระดบัการ
ยอ่ยโปรตีนอาจใช้การไตเตรตโปรตอนท่ีถกูปลดปลอ่ยออกมาระหวา่งการเกิดปฏิ กิริยาไฮโดรไลซิส
ท่ีเรียกวา่ เทคนิค pH-stat โดยปฏิกิริยาจะเกิดขึน้ในภาวะท่ีเป็นกลาง หรือเบสเล็กน้อย  ท าให้
หมูอ่ะมิโนหลดุออกมา และเกิดการปลดปลอ่ยโปรตอนซึง่จะท าให้ pH ของโปรตีนไฮโดรไลเสตลด 
ลง   ดงันัน้จงึต้องมีการเตมิสารละลายเบสอยา่งตอ่เน่ืองเพ่ือรักษาระดบัขอ ง pH ให้เป็นไปตาม
ต้องการด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ หรือแคลเซียมไฮดรอกไซด์    จากนัน้ค านวณหาระดบัการยอ่ย
โปรตีนจากปริมาณสารละลายเบสท่ีใช้ระหวา่งท าปฏิกิริยา ดงัสมการ (2) (Adler-Nissen, 1986; 
Silvestre, 1997) 

 

DH     = B    Nb    1    1    100                              ………………..(2) 
    
 
B =   ปริมาณดา่งท่ีใช้ (มิลลิลิตร) 
Nb =   ความเข้มข้นของเบสท่ีใช้ (N)  
Mb =   มวลของโปรตีน (กรัม) 
 1  =   คา่ calibration ส าหรับ pH-stat  
htot =   จ านวนพนัธะเพปไทด์ในโปรตีน  

 
จากงานวิจยัของ Guan และคณะ (2007) ศกึษาอิทธิพลของระดบัการยอ่ยโปรตีนท่ี

มีตอ่คา่  TCA-soluble nitrogen (NTCA) ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากร าข้าวโอ๊ต (โปรตีนร้อยละ
73.4)  ซึง่ยอ่ยโดยใช้ปริมาณเอนไซม์ trypsin (Novo Industry, Denmark) ร้อยละ  1.5 w/w ของ
สารตัง้ต้น  (pH 8, 45C) เป็นเวลา 4 ชัว่โมง  ในขณะยอ่ยวดัระดบักา รยอ่ยโปรตีนโดยใช้วิธี pH-
stat    จากการทดลองพบวา่ในชว่งสองชัว่โมงแรกของการยอ่ยโปรตีน  ระดบัการยอ่ยโปรตีนมีคา่
เพิ่มขึน้อยา่งรวดเร็ว  หลงัจากนัน้ระดบัการยอ่ยโปรตีนจะคงท่ี  ทัง้นีเ้น่ืองจากการลดลงของพนัธะ
เพปไทด์ท่ีมีความจ า เพาะในการท าปฏิกิริยากบัเอนไซม์  trypsin    ขณะท่ีคา่  NTCA มีแนวโน้ม
เชน่เดียวกบัระดบัการยอ่ยโปรตีน     เน่ืองจากผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้ใหมภ่ายหลงัจากการยอ่ยจะถกู

 Mb        htot 
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ใช้เป็นสารตัง้ต้นของการวิเคราะห์ NTCA   ดงันัน้คา่ NTCA ท่ีได้จงึมีแนวโน้มเพิ่มขึน้ในสองชัว่โมง
แรก  แล้วมีคา่คงท่ี 

 
2.3.3 การท าแห้งโปรตีนไฮโดรไลเสต 

โปรตีนท่ีผา่นการยอ่ยด้วยสารเคมี หรือเอนไซม์ตามภาวะท่ีเหมาะสม  จนได้ระดบั
การยอ่ยโปรตีนตามท่ีต้องการแล้ว  จะถกูน ามาท าให้แห้งด้วยวิธีการท าแห้งแบบพน่ฝอย หรือ
วิธีการท าแห้งแบบแชเ่ยือกแข็ง   เพ่ือยืดอายกุารเก็บรักษาและสะดวกตอ่การน าโปรตีน      
ไฮโดรไลเส ตไปใช้ในผลิตภณัฑ์ หรือรอการวิเคราะห์สมบตัด้ิานตา่ง ๆ ของโปรตีนตอ่ไป   การท า
แห้งแบบแชเ่ยือกแข็งเป็นการท าแห้งท่ีนิยมน ามาใช้ในการท าแห้งโปรตีนไฮโดรไลเสตเน่ืองจากเป็น
วิธีท่ีใช้อณุหภมูิต ่าในการท าแห้ง   แตพ่บวา่กระบวนการท าแห้งดงักลา่วก่อให้เกิด freezing และ 
drying stress ตา่ง ๆ เชน่ การเกิดผลกึน า้แข็ง และการเปล่ียนแปลงของคา่ pH  ซึง่จะสง่ผลให้
โครงสร้างโปรตีนเกิดการคลายตวั (unfold) และโปรตีนเกิดการเสียสภาพได้  ดงันัน้จงึมีการน าสาร
ให้ความคงตวั (stabilizer) มาใช้  เพ่ือป้องกนัไมใ่ห้โปรตีนเกิดการคลายตวัและเสียสภาพใน
ระหวา่งกระบวนการท าแห้ง (Wang, 2000)    สารให้ความคงตวัท่ีน ามาใช้ เชน่ น า้ตาลบางชนิด  
(ซูโครส มอลโทส และ trehalose)   polyols (mannitol, inositol และ sorbitol)   พอลิเมอร์      
(เดกซ์แทรน และมอลโทเดกซ์ทริน ) หรือ non-aqueous solvents (ethylene glycol, glycerol, 
dimethylsulphoxide และ dimethylformamide) เป็นต้น (Wang, 2000;  Passot et al., 2005) 

 มอลโทเดกซ์ทริน (รูป 2.3)  เป็นผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการยอ่ยแป้งด้วยกรดหรือ
เอนไซม์  โดยมอลโทเดกซ์ทรินจะมีคา่ dextrose equivalent (DE) น้อยกวา่ 20   โมเลกลุของ  
มอลโทเดกซ์ทรินป ระกอบด้วยแซคคาไรด์ท่ีมีน า้หนกัโมเลกลุอยูใ่นชว่งท่ีเป็นพอลิแซคคาไรด์และ            
โอลิโกแซคคาไรด์  ซึง่เช่ือมตอ่กนัด้วยพนัธะ α-1,4 glucosidic     สมบตัเิชิงหน้าท่ีของ            
มอลโทเดกซ์ทรินจะแตกตา่งกนัไป  ขึน้กบัคา่ DE ของมอลโทเดกซ์ทริน    สมบตัเิชิงหน้ าท่ีท่ีส าคญั
ของมอลโทเดกซ์ทริน ได้แก่ bulking ความสามารถในการเกิดเจลและฟิล์ม  ความสามารถในการ
จบัไขมนั  ความสามารถในการกระจายตวัและการละลาย  ความสามารถในการดดูซบัความชืน้  
ความสามารถในการควบคมุการแชแ่ข็ง (freezing control)  และการป้องกนัการเกิดผลกึน า้แข็ง 
(preventing crystallization) เป็นต้น  (Chronakis, 1998; Moore, Amante and Soldi, 2005; 
Passot et al., 2005)   จากสมบตัเิชิงหน้าท่ีของมอลโทเดกซ์ทรินท่ีกลา่วมา  ท าให้                   
มอลโทเดกซ์ทรินถกูน ามาใช้เป็นสารให้ความคงตวัในผลิตภณัฑ์ตา่ง ๆ  โดยเฉพาะอยา่งยิ่ งใน
ผลิตภณัฑ์อาหาร  
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รูปท่ี 2.3   สตูรโครงสร้างของมอลโทเดกซ์ทริน 
                                     ท่ีมา: Anonymous (2000) 

 

2.4 สมบัตทิางเคมีของโปรตีนไฮโดรไลเสต 
 2.4.1 Surface hydrophobicity ของโปรตีนไฮโดรไลเสต 

Surface hydrophobicity เป็นคา่ท่ีบอกปริมาณหมูท่ี่เป็น hydrophobic ท่ีอยูบ่ริเวณ
ผิวด้านนอกของโมเลกลุโปรตีน  ซึง่มีบทบาทส าคญัตอ่สมบตัเิชิงหน้าท่ีของโปรตีนในอาหาร ได้แก่ 
สมบตัด้ิานการละลาย การเกิดโฟม และการเป็นอิมลัซิไฟเออร์   การวดัคา่ surface 
hydrophobicity สามารถท าได้หลายวิธี เชน่ การใช้ ligand ท่ีไมมี่ขัว้หรือท่ีเป็น hydrophobic จบั
กบัโปรตีน  แล้ววดัคา่การดดูกลืนแสงด้วยเคร่ือง spectrophotometer  หรือการใช้วิธี high 
performance liquid chromatography (HPLC) ในการวดัคา่ hydrophobicity โดยพิจารณาจาก 
retention time ของสารท่ีวิเคราะห์ได้   หรือการใช้  fluorescent probes ในการวดัคา่ surface 
hydrophobicity ด้วยเคร่ือง spectrofluorometer เป็นต้น   การวดัคา่ surface hydrophobicity 
โดยใช้ fluorescent probes นัน้  เป็นวิธีท่ีนิยมน ามาใช้ในการวดั   เน่ืองจากเป็นวิธีท่ีง่าย  และ
สามารถท าได้รวดเร็ว   ส าหรับ fluorescent probes ท่ีนิยมใช้ ได้แก่ cis-parinaric acid และ     
1-anilino-8-naphtalene-sulphonate (ANS) (Nakai, Li-Chan, and Arteaga, 1996) 
 
 2.4.2 ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสต 

ปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระ คือปริมาณหมูอ่ะมิโนท่ีอยูใ่นโมเลกลุโปรตีนซึง่มีโอ กาสท่ีจะ
เกิดปฏิกิริยากบัสารอ่ืนตอ่ไปได้   การวิเคราะห์หาปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระท าได้โดยใช้ 2,4,6-
trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS)  ซึง่จะท าปฏิกิริยากบัหมูอ่ะมิโนอิสระ (ทัง้ท่ีเป็นหมู ่       
α-amino และ ε-amino) ท่ีอยูใ่นโมเลกลุโปรตีน ในภาวะท่ีมี pH สงู หรือในชว่งท่ีมีคา่ pH เป็นเบส   
โดยหมูอ่ะมิโนอิสระซึง่จดัเป็นนิวคลีโอไฟล์จะเข้าไปแทนท่ีหมู ่ sulphite ในโมเลกลุของ TNBS เกิด
เป็นสารประกอบ TNP-amino group (รูปท่ี 2.4) (Adler-Nissen, 1979; Cayot and Tainturier, 
1997)  ซึง่สามารถวดัคา่การดดูกลืนแสงได้ท่ีความยา วคล่ืน 420 นาโนเมตร    โดยทัว่ไปปริมาณ
หมูอ่ะมิโนอิสระนิยมน ามาใช้ในการพิจารณาระดบัการยอ่ยโปรตีน   เน่ืองจากการท่ีปริมาณ   
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หมูอ่ะมิโนอิสระเพิ่มขึน้  แสดงให้เห็นวา่สายพอลิเพปไทด์ของโปรตีนถกูตดัเป็นกรดอะมิโนอิสระ 
หรือเพปไทด์สายสัน้ ๆ มากขึน้   ดงันัน้ปริมาณหมูอ่ ะมิโนท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยากบั TNBS จงึ
เพิ่มขึน้ 
 
 

 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 2.4   ปฏิกิริยาระหวา่ง TNBS กบัหมูอ่ะมิโน 
 ท่ีมา: Adler-Nissen (1979) 
 

 2.4.3 กลิ่นรสที่ได้จากโปรตีนไฮโดรไลเสต 
โปรตีนไฮโดรไลเสตประกอบด้วยกรดอะมิโน หรือเพปไทด์สายสัน้ซึง่มีความสามารถ

ในการให้ก ลิ่น และกลิ่นรสท่ีเฉพาะตวัแตกตา่งกนัไป เพปไทด์บางชนิดเชน่ N-acetyl-
phenylalanine-L-lysine หรือ กรดอะมิโนพวก glycine, alanine, threonine, proline และ serine 
จะให้รสหวาน   กรดอะมิโนบางชนิดเก่ียวข้องกบัรสเปรีย้วและรสอร่อย (umami) เชน่ glutamic 
acid และ aspartic acid    นอกจากนีย้งัมีกรดอะมิโนและเพปไทด์บางชนิดท่ีให้รสขม โดย  
กรดอะมิโนท่ีให้รสขม ได้แก่ arginine, phenylalanine, tryptophan และ tyrosine   สว่นเพปไทด์
ท่ีให้รสขม ได้แก่ Arg-Pro-Phe-Phe และ Leu-Glu-Leu เป็นต้น (Weir, 1992) 

Davids, Yaylayan และ Turcotte (2004 ) ศกึษาปริมาณกรดอะมิโนในน า้มนัฝร่ัง 
(juice extracted from potato) ท่ีผา่น และไมผ่า่นการยอ่ยด้วยเอนไซม์ Flavourzyme® (Novo 
Nordish, Denmark) ซึง่ได้จากมนัฝร่ังท่ีเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 0, 12 และ 24C เป็นเวลา 3 เดือน  
จากนัน้น ามนัฝร่ังมาป่ันและกรองแยกสว่น ท่ีเป็นกากออก  แล้วน าน า้มนัฝร่ังท่ีได้มายอ่ยด้วย
เอนไซม์ Flavourzyme® ท่ีอณุหภมูิ  50C pH 9 เป็นเวลา 42 ชัว่โมง   วิเคราะห์ปริมาณของ  
กรดอะมิโนโดยใช้เทคนิค GC-MS  เพ่ือใช้เป็นแนวทางในการท าเป็นสารให้กลิ่นรสในผลิตภณัฑ์
อาหาร   จากการทดลองพบวา่การเก็บมนัฝร่ังท่ีอณุหภมูิ 0, 12 และ 24C เป็นเวลา 3 เดือน ท าให้
น า้มนัฝร่ังท่ีได้มีความเข้มข้นของ glutamine เพิ่มขึน้    เม่ือพิจารณาปริมาณกรดอะมิโนในน า้มนั
ฝร่ังท่ีผา่น และไมไ่ด้ผา่นการยอ่ยด้วยเอนไซม์ Flavourzyme®   พบวา่น า้มนัฝร่ังท่ีไมไ่ด้ผา่นการ
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ยอ่ยด้วยเอนไซม์มีปริมาณกร ดอะมิโนอิสระเพิ่มขึน้เล็กน้อย  โดยพบวา่น า้มนัฝร่ังท่ีไมไ่ด้ผา่นการ
ยอ่ยมีปริมาณ alanine, valine, aspartic acid, asparagine และ arginine เพิ่มขึน้     ขณะท่ี
น า้มนัฝร่ังท่ีผา่นการยอ่ยด้วยเอนไซม์มีปริมาณของกรดอะมิโนอิสระทัง้หมดเพิ่มมากขึน้  
โดยเฉพาะอยา่งยิ่ง leucine, isoleucine และ phenylalanine ท่ีมีปริมาณมากกวา่ปริมาณ 
leucine, isoleucine และ phenylalanine ท่ีพบในน า้มนัฝร่ังท่ีไมผ่า่นการยอ่ยด้วยเอนไซม์ถึง 12, 
6 และ 5 เทา่ ตามล าดบั  การเพิ่มขึน้ของกรดอะมิโนทัง้สามชนิดดงักลา่วจะสง่ผลให้น า้มนัฝร่ังท่ีได้
ไมเ่หมาะสมท่ีจะน าไปใช้ในผลิตภณัฑ์ประเภท miso substitutes หรือ broths 
 
 2.4.4 ความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชันของโปรตีนไฮโดรไลเสต 

จากงานวิจยัท่ีผา่นมาพบวา่  โปรตีน  และโปรตีนไฮโดรไลเสต ซึง่ประกอบด้วย     
เพปไทด์สายสัน้ ๆ  และกรดอะมิโน  ซึง่มีสมบตัใินการยบัยัง้ หรื อท าตวัเป็นสารต้านออกซิเดชนัได้ 
(Rajalakshmi and Narasimhan, 1996; Elias, Kellerby, and Decker, 2008)    สารต้าน
ออกซิเดชนันัน้หมายถึงสารท่ีสามารถชะลอ ยบัยัง้ หรือป้องกนัการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัท่ีมี
สาเหตมุาจากการเข้าท าปฏิกิริยาของอนมุลูอิสระ (free radical) หรือ reactive oxygen species 
(ROS) กบัสารตา่ง ๆ โดยเฉพาะไขมนั   ซึง่สง่ผลให้เกิดความเสียหายกบัสาร และระบบตา่ง ๆ เชน่ 
การเกิดกลิ่นรสท่ีไมดี่ในอาหาร และการแก่ของเซลล์สิ่งมีชีวิต (aging)   รวมทัง้ยงัเป็นสาเหตขุอง
การเกิดโรคตา่ง ๆ เชน่ โรคมะเร็ง (Gordon, 2001)    ทัง้นีค้วามสามารถในการยบัยัง้ปฏิกิริยา
ออกซิเดชนัของเพปไทด์สายสัน้ ๆ  และกรดอะมิโนนัน้ขึน้อยูก่บัความเข้มข้นของเพปไทด์ และ
กรดอะมิโนท่ีใช้  และคา่ pH ของอาหารในขณะนัน้ (Rajalakshmi and Narasimhan, 1996)    ใน
การศกึษาความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชนั ของโปรตีนไฮโดรไลเสเสตจ าเป็นท่ีจะต้อง
เข้าใจชนิดและกลไกในการป้องกนัปฏิกิริยาออกซิเดชนัของสารต้านออกซิเดชนั  เพ่ือใช้เป็นข้อมลู
เบือ้งต้นในการพิจารณาเลือกวิธีการวิเคราะห์ความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชนัท่ี
เหมาะสมกบัโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้ตอ่ไป 

 
2.4.4.1 ชนิดของสารต้านออกซิเดชนั 

สารต้านออกซิเดชนัสามารถแบง่ตามกลไกในการเข้าท าปฏิกิริยาของสารได้
ดงันี ้(Rajalakshmi and Narasimhan, 1996) 

 Primary antioxidant สารต้านออกซิเดชนัในกลุม่นีจ้ะก าจดัอนมุลูอิสระ 
(free radical scavenging) โดยการให้ไฮโดรเจน หรืออิเล็กตรอนกบัอนุ มลูอิสระนัน้  ท าให้อนมุลู
อิสระมีความเสถียรจงึไมส่ามารถเข้าสูป่ฏิกิริยาลกูโซไ่ด้  
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 Secondary antioxidant สารต้านออกซิเดชนัในกลุม่นีส้ามารถเปล่ียน 

lipid peroxides เป็นสารท่ีเสถียรท าให้ไมส่ามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัตอ่ไปได้ 

 Synergistic antioxidant สารต้านออก ซิเดชนัในกลุม่นี ้ แบง่เป็น สารท่ี

สามารถเป็น oxygen scavengers ซึง่จะท าปฏิกิริยากบัออกซิเจน อิสระ ท่ีเข้าไปท าปฏิกิริยากบั

อนมุลูอิสระในชว่ง propagation  แล้วก าจดัออกซิเจนอิสระออกไปจากระบบ    และสารท่ีสามารถ

เป็น metal chelators ซึง่จะ เข้าท าปฏิกิริยากบัไอออนของโลหะ  เชน่ เหล็ก และทองแดง   ท าให้

ไอออนของโลหะไมส่ามารถเกิดปฏิกิริยากบัสาร hydroperoxide เพ่ือเปล่ียนเป็น peroxyl radical 

(ROO•) และ alkoxyl radical (RO•) และป้องกนัไมใ่ห้ไอออนของโลหะเกิดปฏิกิริยากบัโมเลกลุ

ของไขมนั   เป็นผลให้ปฏิกิริยาออกซิเดชนัของไขมนัไมส่ามารถเกิดขึน้ได้ 

 Miscellaneous antioxidant สารต้านออกซิเดชนัในกลุม่นีมี้กลไกในก าร
ป้องกนัปฏิกิริยาออกซิเดชนั ได้มากกวา่หนึง่กลไก  คือ สามารถยบัยัง้อนมุลูอิสระเชน่เดียวกบั 
primary antioxidant  และสามารถเกิดปฏิกิริยากบัโลหะ   หรือออกซิเจนอิสระเชน่เดียวกบั 
synergistic antioxidant  ท าให้ปฏิกิริยาออกซิเดชนัไมส่ามารถเกิดขึน้ได้   สารต้านออกซิเดชนัใน
กลุม่นี ้เชน่ ฟลาโวนอยด์ และกรดอะมิโน 
 

2.4.4.2 กลไกการป้องกนัอนมุลูอิสระของสารต้านออกซิเดชนั  
สารต้านออกซิเดชนัแตล่ะชนิดมีกลไกในการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชนั

แตกตา่งกนั ขึน้กบัปัจจั ยตา่ง ๆ เชน่ ความเข้มข้นของสารต้านออกซิเดชนั  อณุหภมูิ  ชนิดของ   
สารตัง้ต้น  รวมทัง้ชนิดและโครงสร้างของสารต้านออกซิเดชนั   โดยกลไกการป้องกนัสามารถแบง่
ออกได้ ดงันี ้

 สารต้านออกซิเดชนัท า หน้าท่ีก าจดั อนมุลูอิสระ  (free radical 
scavenging)    โดย สารต้านออกซิเดชั นจะท าปฏิกิริยากบัอนมุลูอิสระ ท่ีเกิดจากปฏิกิริยา          
ออโตออกซิเดชนัของไขมนั  ได้แก่  peroxyl radical และ  alkoxyl radical (สมการ ท่ี (3) และ (4))   
แล้วเปล่ียนเป็นอนมุลูอิสระของสารต้านออกซิเดชนั (antioxidant radical, A•) ซึง่ไมส่ามารถ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนักบัไขมนัตอ่ไปได้ 

 

ROO• + AH                                      ROOH + A•                                      ………………..(3) 
RO• + AH                                                                 ROH + A•                                         ………………..(4) 
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นอกจากนี ้ อนมุลูอิสระของสารต้านออกซิเดชนั ท่ีเกิด ขึน้ยงั สามาร ถ
เกิดปฏิกิริยาตอ่กบั  peroxyl radical และ alkoxyl radical   แล้วเกิดเป็นสารประกอบท่ี เสถียร    
ดงัสมการ 

 

ROO• + A•                                        ROOA                                             ………………..(5) 
RO• + A•

                                                                         ROA                                                ………………..(6) 
A•  +  A•                                            A2                                                    ………………..(7) 
 

สารต้านออกซิเดชนัท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยากบัอนมุลูอิสระดงัสมการ
ข้างต้นได้แก่ วิตามินอี สารประกอบฟีนอลิก เชน่ ฟลาโวนอยด์  และยู จินอล  (eugenol) สาร        
พอลิไฮดรอกซีฟีนอลิก เชน่ gallates  รวมทัง้สารต้านออกซิเ ดชนัท่ีได้จากการสงัเคราะห์ เชน่  
butylated hydroxyanisol (BHA), butylated hydroxytoluene (BHT) และ tert-butylated 
hydroquinone (TBHQ) (Yanishlieva-Maslarova, 2001) 

 สารต้านออกซิเดชนัท าปฏิกิริยากบัไอออนของโลหะบางชนิด (metal 
chelating) เชน่ เหล็ก และทองแดง  เพ่ือป้องกนัไมใ่ห้ไอออนของโลหะเปล่ียนสาร hydroperoxide 
เป็น  peroxyl radical และ alkoxyl radical และป้องกนัไมใ่ห้ไอออนของโลหะเกิดปฏิกิริยากบั
โมเลกลุของไขมนั   ตวัอยา่งของสารต้านออกซิเดชนัในกลุม่นี ้เชน่ transferrin, albumin, 
ceruloplasmin, ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA), citrate esters, กรดซิตริก         
กรดไฟตกิ  รวมทัง้กรดอะมิโน และเพปไทด์สายสัน้ ๆ เป็นต้น (Yanishlieva-Maslarova, 2001) 

 สารต้านออกซิเดชนัท าปฏิกิริยากบัออกซิเจน และ  reactive oxygen 
species (ซึง่ได้แก่ hydroxyl radical (HO•), hydrogen peroxide (H2O2) และ  ozone (O3))   
ก่อนท่ีออกซิเจน และ  reactive oxygen species จะเข้าไปท าปฏิกิริ ยาออกซิเดชนักบั ไขมนั ไม่
อ่ิมตวั    สารในกลุม่นีไ้ด้แก่  ascobryl palmitate, erythorbates, วิตามินซี  และซลัไฟต์ 
(Rajalakshmi and Narasimhan, 1996) 

 สารต้านออกซิเดชนัเปล่ียนสาร hydroperoxides เป็นสารท่ีเสถียร (non-
radical species)   ท าให้สาร hydroperoxides ไมส่ามารถเกิดปฏิกิริยา ลกูโซใ่นกระบวนการเกิด
ออกซิเดชนัของ ไขมนัได้   สารในกลุม่นี ้ได้แก่  dilauryl thiodipropionate และ thiodipropionic 
acid (Rajalakshmi and Narasimhan, 1996 )  ซึง่รวมถึงเอนไซม์บางชนิด เชน่ glutathione 
peroxidase ท่ีเปล่ียน hydroperoxides เป็นสารท่ีเสถียรและไมส่ามารถเกิดปฏิกิริยาตอ่ไปได้     
นอกจากนีห้มูเ่อมีนอิสระของโปรตีนยงัสามารถเกิดปฏิกิริยากบั hydroperoxides แล้ว
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เปล่ียนเป็นอิมีน  (imines) ซึง่ไมส่ามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัตอ่ไปได้ (Yanishlieva-
Maslarova, 2001) 

 สารต้านออกซิเดชนั ท าหน้าท่ี ยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ 
lipoxygenase ซึง่ เป็นเอนไซ ม์ท่ีเร่งให้เกิดปฏิกิริยา การสลาย  polyunsaturated fatty acid 
(PUFA) ในภาวะท่ีมีออกซิเจน  ท าให้เกิดเป็นสาร  hydroperoxides ท่ีจะเปล่ียนเป็น aldehydes  
และสารประกอบอ่ืน ๆ  ส่ งผลให้เกิดกลิ่นรสท่ีไมดี่ในอาหารได้   สารต้านออกซิเดชนัท่ีสามารถ
ยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ lipoxygenase เชน่ gallates, ฟลาโวนอยด์ และกรดฟีนอลิก  
(Yanishlieva-Maslarova, 2001) 
 

2.4.4.3 วิธีการวดัความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชนั ของโปรตีน     
ไฮโดรไลเสต 

โปรตีนไฮโดรไลเสต ซึง่ประกอบด้วย เพปไทด์สายสัน้ ๆ และกรดอะมิโน ท่ีมี
สมบตัใินการเป็นสารต้านออกซิเดชนัได้  โดยท าหน้าท่ีเป็นทัง้ primary antioxidant สามารถก าจดั
อนมุลูอิสระ (scavenge free radicals)  ซึง่เป็นสาเหตสุ าคญัของการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัท่ี
สง่ผลให้เกิดการเป ล่ียนแปลงของสี กลิ่น รสในอาหาร   และยงัสามารถท าหน้าท่ีเป็น synergistic 
antioxidant ท่ีสามารถยบัยัง้  reactive oxygen species ไมใ่ห้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนักบัสารอ่ืน
ตอ่ไปได้      นอกจากนีเ้พปไทด์สายสัน้ ๆ และกรดอะมิโนยงัสามารถ ท าปฏิกิริยากบัไอออนของ
โลหะบางชนิด    ท าให้สาร hydroperoxide ไมส่ามารถเกิดปฏิกิริยากบัโลหะแล้วเปล่ียนเป็น 
peroxyl radical และ alkoxyl radical ได้ (Rajalakshmi and Narasimhan, 1996; Yanishlieva-
Maslarova, 2001)     ในการศกึษาความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชนัของโปรตีน
ไฮโดรไลเสตนัน้สามารถท าได้หลายวิธี แตว่ิธีท่ีนิยมใช้ในการศกึษา ได้แก่ 

 การวิเคราะห์คา่ ferric reducing antioxidant power (FRAP) 
การวิเคราะห์คา่ FRAP เป็นการวิเคราะห์ความสามารถของสารต้าน

ออกซิเดชนัในการรีดวิซ์  ferric ion (Fe(III)) ให้เปล่ียนเป็น ferrous ion (Fe(II)) ภายใต้ภาวะท่ีเป็น
กรด (Benzie and Strain, 1996)    การวิเคราะห์คา่ FRAP ท าได้โดยการวดัคา่การดดูกลืน แสง
ของสารประกอบ Fe(II)-2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ)  ซึง่เกิดจากสารประกอบ Fe(III)-TPTZ 
ถกูรีดวิซ์โดยสารต้านออกซิเดชนั (รูปท่ี 2.6)  ท่ีความยาวคล่ืน 593 นาโนเมตร 
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รูปท่ี 2.5   ปฏิกิริยาระหวา่งสารต้านออกซิเดชนักบัสารประกอบ  Ferric-TPTZ 
               ท่ีมา: Prior, Wu, and Schaich (2005) 

 

 การวิเคราะห์คา่ metal chelating 
  คา่ metal chelating เป็นคา่ท่ีแสดงถึงความสามารถของสารต้าน

ออกซิเดชนัในการ chelate Fe(II)  จงึสามารถชะลอการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัได้ (Rajalakshmi 
and Narasimhan, 1996 ; Gordon, 2001)    การวิเคราะห์คา่  metal chelating activity ท าโดย
การวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีลดลงของสารประกอบเชิงซ้อน  Fe(Ferrozine)3

2+   ซึง่เป็นผลมาจาก
การท่ีสารท่ีมีอยูใ่นโปรตีนไฮโดรไลเสต chelate Fe(II)  ท าให้ Fe(II) ไมส่ามารถเกิดปฏิกิริยากบั 
ferrozine ได้ 

Li และคณะ (2008) ศกึษาความสามารถในการเป็นสารต้านอนมุลูอิสระของโปรตีน
ไฮโดรไลเสตจาก chickpea โดยใช้เอนไซม์ Alcalase® (Novo Nordish, Denmark) ท่ีความเข้มข้น 
2% w/w ยอ่ยท่ี pH 8.0 อณุหภมูิ 50C  40 นาที   จากนัน้น าโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้ไปแยก 
fraction โดยใช้ gel filtration  แล้วน าไปท าแห้งแบบแชเ่ยือกแข็ง และศกึษาความสามารถในการ
เป็นสารต้านอนมุลูอิสระของแตล่ะ fraction ด้วยการวิเคราะห์คา่ DPPH radical scavenging, 
superoxide radical scavenging และ hydroxyl radical scavenging     จากการทดลองพบวา่ 
fraction IV ซึง่มีขนาดเพปไทด์อยูใ่นชว่ง 200-3000 Da  มีความสามารถในการเป็นสารต้านอนมุลู
อิสระท่ีดีท่ีสดุเม่ือเปรียบเทียบกบั fraction I,  fraction II และ fraction III  โดย fraction IV มีคา่ 
DPPH radical scavenging, superoxide radical scavenging และ hydroxyl radical 
scavenging ร้อย ละ 85.82, 69.15, และ 81.39 ตามล าดบั  ซึง่มากกวา่คา่ DPPH radical 
scavenging, superoxide radical scavenging และ hydroxyl radical scavenging ของ  
fraction I, fraction II และ fraction III อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p  0.05) 

[Ferric (TPTZ)2]
3+ [Ferrous (TPTZ)2]

2+ 
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งานวิจยัของ Zhu, Zhou และ Qian (2006) ศกึษาความสามารถในการเป็นสารต้าน
ออกซิเดชนัจากโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก wheat germ ท่ียอ่ยด้วยเอนไซม์ Alcalase® (Novo 
Nordish, Denmark)  โดยใช้อตัราสว่นระหวา่งเอนไซม์กบัสารตัง้ต้นเทา่กบั 4:10 ยอ่ยท่ี pH 8.0 
อณุหภมูิ 50C  6 ชัว่โมง แล้วน าไปท าแห้งแบบแชเ่ยือกแข็ง   จากการทดลองพบวา่โปรตีน
ไฮโดรไลเสตจาก wheat germ มีความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชนัโดยการก าจดัอนมุลู
อิสระ ได้แก่ DPPH radical, superoxide radical และ hydroxyl radical ได้  โดยมีคา่ EC50 ของ
การวิเคราะห์คา่ DPPH radical scavenging, superoxide radical scavenging และ hydroxyl 
radical scavenging  เทา่กบั 1.30, 0.40 และ 0.12 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ตามล าดบั   นอกจากนี ้
พบวา่โปรตีนไฮโดรไลเสตจาก wheat germ มีความสามารถในการจบักบั ferrous ion (Fe2+) ได้   
โดยโปรตีนไฮโดรไลเสตเข้มข้น 1,000 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร  มีคา่ ferrous chelating activity สงู
ถึงร้อยละ 89 
 
2.5 สมบัตเิชิงหน้าที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสต 

สมบตัเิชิงหน้าท่ีของโปรตีน  หมายถึง สมบตัทิางกายภาพและเคมีซึง่มีผลตอ่พฤตกิรรม ของ
โปรตีนในระบบอาหารระหวา่ งกระบวนการผลิต  การเก็บรักษา  การเตรียมการผลิต  และการ
บริโภค   โดยสมบตัทิางกายภาพและเคมีท่ีมีอิทธิพลตอ่พฤตกิรรมเชิงหน้าท่ีของโปรตีน 
(functional behavior of proteins) ในอาหารนัน้รวมถึงขนาด รูปร่าง และโครงสร้างของโปรตีน  
องค์ประกอบและล าดบัของกรดอะมิโน  ประจุ สทุธิและการกระจายตวัของประจ ุ ตลอดจนความ
ยืดหยุน่และความแข็งแรงของโมเลกลุในการตอบสนองตอ่สิ่งแวดล้อมภายนอก (เชน่ pH  
อณุหภมูิ  ความเข้มข้นของเกลือ) ตลอดจนความสามารถในการจบักบัน า้  ไขมนั  และสารให้กลิ่น  
(Adler-Nissen, 1986; Damodaran, 1996) 

โปรตีนไฮโดรไลเสตเ ป็นผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการยอ่ยโปรตีน  ท าให้สายพอลิเพปไทด์ถกูตดั
เป็นกรดอะมิโนอิสระหรือเพปไทด์สายสัน้ ๆ  สง่ผลให้เกิดการเปล่ียนแปลงของสมบตัเิชิงหน้าท่ีบาง
ประการของโปรตีน   โดยสมบตัเิชิงหน้าท่ีของโปรตีนไฮโดรไลเสต จะแตกตา่งกนัไป   ทัง้นีข้ึน้กบั
แหลง่ท่ีมาของโปรตีน และวิธีการในการเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสต เชน่ ชนิดของเอนไซม์ท่ีใช้ และ
ระดบัการยอ่ยโปรตีน     สมบตัเิชิงหน้าท่ีของโปรตีนไฮโดรไลเสตมีบทบาทส าคญัตอ่การพิจารณา
น าโปรตีนไฮโดรไลเสตไปประยกุต์ใช้ในด้านตา่ง ๆ  เชน่ ความสามารถในการละลายของโปรตีน
ไฮโดรไลเสตเป็นสมบตัเิชิงหน้ าท่ีท่ีมีความส าคญัในการพิจารณาน าโปรตีนไฮโดรไลเสตไปใช้เป็น
สว่นผสมในผลิตภณัฑ์ตา่ง ๆ    นอกจากนีค้วามสามารถในการละลายยงัสง่ผลตอ่สมบตัเิชิงหน้าท่ี
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ในด้านการเกิดโฟม และการเป็นสารอิมลัซิไฟเออร์ด้วย     สมบตัเิชิงหน้าท่ีของโปรตีนไฮโดรไลเสต 
ได้แก่ 

 
2.5.1 การละลาย (Solubility) 

การละลายของโปรตีนส าหรับนกัเคมีทางอาหารและเทคโนโลยีอาหารนัน้ หมายถึง
ปริมาณของโปรตีนทัง้หมดในอาหารซึง่สามารถสกดัได้ด้วยน า้ หรือสารละลายเกลือในภาวะท่ี
จ าเพาะ   โดยปัจจยัท่ีมีผลตอ่สมบตักิารละลายของโปรตีนดงักลา่วนัน้ขึน้กบัสมบตัขิองโปรตีนแต่
ละชนิด  ขนาดโมเลกลุ  คา่ pH  คา่ ionic strength  รวมทัง้อณุหภมูิ และชนิดของตวัท าละลายท่ี
ใช้    การละลายเป็นสมบตัเิชิงหน้าท่ีท่ีมีความส าคญัเน่ืองจากความสามารถในการละลายจะ
สง่ผลตอ่สมบตัเิชิงหน้าท่ีด้านอ่ืน ๆ เชน่ การเป็นสารอิมลัซิไฟเออร์  การเกิดเจล  และการเกิดโฟม 
เป็นต้น   ความสามารถในการละลายของโปรตีนไฮโดรไลเสตสามารถรายงานในรูป nitrogen 
solubility index (NSI) (Sikorski, 2001) 

Bejosano และ Corke (1999) ศกึษาสมบตัเิชิงหน้าท่ีของโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก 
Amaranthus 2 ชนิด (Amaranthus cruentus และ  Amaranthus hybridus) และ  buckwheat 
(Fagopyrum esculentum)  เพ่ือน ามาใช้ประโยชน์ในการเป็นสว่นผสมในอาหาร โดยใช้เอนไซม์ 
pepsin A (Sigma, USA) 0.2 มิลลิกรัมตอ่ 1 มิลลิลิตรของสารตัง้ต้น   ในการยอ่ยโปรตีนเข้มข้น   
ในภาวะ pH 2.0 อณุหภมูิ 37C เป็นเวลา  16 ชัว่โมง  แล้วจงึปรับ pH เป็น 6.5  ก่อนน าโปรตีน
ไฮโดรไลเสตท่ีได้ไปท าแห้งแบบแชเ่ยือกแข็ง    จากนัน้ศกึษาสมบตัเิชิงหน้าท่ี    ผลการทดลอง
ชีใ้ห้เห็นวา่ โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้จากพืชทัง้สองชนิดมีความสามารถในการละลาย ท่ี pH 7 
เพิ่มขึน้เม่ือเปรียบเทียบกบัโปรตีนเข้มข้นท่ีไมไ่ด้ผา่นการยอ่ย  โดยโปรตีนไฮโดรไลเส ตจาก 
Amaranthus มีความสามารถในการละลายเพิ่มสงูขึน้ถึง ร้อยละ  221     ขณะท่ี โปรตีน         
ไฮโดรไลเสตจาก  buckwheat มีความสามารถในการละลายเพิ่มสงูขึน้ ร้อยละ 35   ทัง้นีเ้น่ืองจาก
การยอ่ยท าให้ โปรตีนถกูตดัเป็นเพปไทด์สายสัน้ ๆ และกรดอะมิโนอิสระ  ท าให้ไฮโดรไลเสตท่ีไ ด้มี
ความสามารถในการละลายท่ีเพิ่มสงูขึน้ 

Tsumura และคณะ (2005) ศกึษาสมบตัเิชิงหน้าท่ีในการละลายของโปรตีน           
ไฮโดรไลเสตจากถัว่เหลืองด้วยเอนไซม์ papain (EC 3.4.22.2 จาก Sigma, USA) และเอนไซม์ 
pepsin (EC 3.4.23.1 จาก Sigma, USA)   โดยใช้เอนไซม์ papain 0.2 มิลลิกรัมตอ่  1 กรัมโปรตีน
ในตวัอยา่ง ในภาวะท่ีมี pH 7  อณุหภมูิ 70C เป็นเวลา 30 นาที และใช้เอนไซม์ pepsin  0.5 
มิลลิกรัมตอ่ 1 กรัมโปรตีนในตวัอยา่ง ในภาวะ pH 2  อณุหภมูิ 37C เป็นเวลา 30 นาที    จากนัน้
น าตวัอยา่งโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้จากการยอ่ยด้วยเอนไซม์ ทัง้สองชนิดไปท าแห้งแบบพน่ฝอย   



 
 

23 

แล้วน าไปศกึษาสมบตัเิชิงหน้าท่ีด้านการละลายในชว่ง pH 3-9   จากการทดลองพบวา่โปรตีน
ไฮโดรไลเสตท่ียอ่ยด้วยเอนไซม์ทัง้สองชนิดมีความสามารถในการละลายต ่าสดุท่ี pH 4.5 ซึง่เป็น 
isoelelectric point (pI) ของโปรตีนจากถัว่เหลือง    เม่ือเ ปรียบเทียบความสามารถในการละลาย
ของโปรตีนไฮโดรไลเสตทัง้สองกบัโปรตีนท่ีไมไ่ด้ผา่นการยอ่ยพบวา่ในชว่ง pH 4-5 โปรตีน 
ไฮโดรไลเสตทัง้สองมีความสามารถในการละลายมากกวา่โปรตีนท่ีไมไ่ด้ผา่นการยอ่ย   เน่ืองจาก
โปรตีนท่ีผา่นการยอ่ยด้วยเอนไซม์ถกูตดัเป็นเพปไทด์สายสัน้ ๆ  ซึ่ งเพปไทด์ท่ีได้นีส้ามารถท่ีจะ
ละลายน า้ได้   ดงันัน้โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้จงึมีความสามารถในการละลายเพิ่มขึน้  ขณะท่ี
ในชว่ง pH มากกวา่ 7 โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ียอ่ยด้วยเอนไซม์ papain เทา่นัน้ท่ีมีความสามารถใน
การละลายสงูกวา่โปรตีนท่ีไมไ่ด้ผา่นการยอ่ย    เม่ือพิจาร ณาในชว่ง pH ท่ีต ่ากวา่ 3.5 พบวา่
โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ียอ่ยด้วยเอนไซม์ทัง้สองกลบัมีความสามารถในการละลายต ่ากวา่โปรตีนท่ี
ไมไ่ด้ผา่นการยอ่ย   ทัง้นีอ้าจเน่ืองจากในชว่ง pH ท่ีเป็นกรด   สว่นของโปรตีนท่ีมีหมู ่
hydrophobic จะสามารถเผยออกมามากขึน้  ท าให้ความสามารถในการละลายของโปรตีนลดลง 
 

2.5.2 การเกิดโฟม (Foaming properties) 
การเกิดโฟมของโปรตีน หมายถึง ความสามารถของโปรตีนท่ีท าให้เกิดพืน้ท่ีผิวสมัผสั

ระหวา่งอากาศกบัของเหลว และรักษาความคงตวัให้กบัฟิล์มไมใ่ห้เกิดการเปล่ียนแปลงเน่ืองจาก
แรงกระท าจากภายนอก   โดยสามารถพิจารณาได้จาก foam ability และ  foam capacity ของ
โปรตีนซึง่จะรายงานในรูป foaming power (FP) หรือ foam expansion (FE)  ดงัสมการ  

 
FP =     ปริมาตรของโฟมท่ีเกิดขึน้   x   100                   ………………..(8) 

            ปริมาตรของของเหลว  
 
ปัจจยัท่ีมีผลตอ่การเกิดโฟมและความคงตั วของโฟม ได้แก่  คา่ pH  ปริมาณไขมนั  ความเข้มข้น
ของโปรตีน   คา่ surface hydrophobicity  ประจแุละ คา่ pI ของโปรตีน  รวมทัง้โครงสร้างของ
โปรตีน (Kristinsson and Rasco, 2000) 

Larre และคณ ะ (2006 ) ศกึษาสมบตัเิชิงหน้าท่ีด้านการเกิดโฟมของโปรตีน               
ไฮโดรไลเสตจาก rapeseed isolate โดยใช้เอนไซม์ pepsin ซึง่มีอตัราสว่นของเอนไซม์ตอ่สารตัง้
ต้นเทา่กบั 1:50 ในการยอ่ย  โดยยอ่ยท่ี pH 4.0 อณุหภมูิ 37C จนมีระดบัการยอ่ยโปรตีนร้อยละ 
3 และ 7   และเปรียบเทียบกบัการใช้ โซเดียมไฮดรอกไซด์ เข้มข้น 1.5, 2.0, 2.5, และ 3.0 M ในการ
ย่อย (ยอ่ยท่ีอณุหภมูิ 20C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง) ซึง่ให้ระดบัการยอ่ยโปรตีนร้อยละ 2.3, 2.9, 3.2 
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และ 4.1 ตามล าดบั     จากการทดลอ งพบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสต ท่ีได้จากการยอ่ยทัง้สองแบบ มี
ความสามารถในการเกิดโฟม (พิจารณาจากความหนาแนน่ของโฟมท่ีเกิดขึน้ ) อยูใ่นชว่ง 0.163 ถึง 
0.176  และมีความคงตวัของโฟม (พิจารณาจากเวลาท่ีท าให้ปริมาตรโฟมลดลงคร่ึงหนึง่ ) ในชว่ง 
213 ถึง 306 วินาที  ซึง่ดีกวา่ความสามารถในการเกิดโฟม และความคงตวัของโฟมของโปรตีน 
isolate ท่ีไมไ่ด้ผา่นการยอ่ยท่ีมีคา่ 0.142 และ 125 วินาที ตามล าดบั     เม่ือเปรียบเทียบ โฟมท่ีได้
จากโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ียอ่ยด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์กบัโฟมท่ีได้จากโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ียอ่ย
ด้วยเอนไซม์  พบวา่ โฟมท่ีได้จากโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ียอ่ยด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ (มีระดบัการ
ยอ่ยโปรตีนต ่ากวา่ร้อยละ 3  และมีน า้หนกัโมเลกลุอยูใ่นชว่ง 7-26 kDa)  มีความหนาแ นน่ของ
โฟม 0.176   ซึง่มากกวา่ความหนาแนน่ของโฟมท่ีได้จากโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ียอ่ยด้วยเอนไซม์    
(มีระดบัการยอ่ยโปรตีนร้อยละ 3 และมีน า้หนกัโมเลกลุ 15 kDa) ท่ีมีคา่ 0.169     แตพ่บวา่โฟมท่ี
ได้จากโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ียอ่ยด้วยเอนไซม์ใช้เวลาท่ีท าให้ปริมาตรโฟมลดลงคร่ึ งหนึง่มากกวา่
โฟมท่ีได้จากโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ียอ่ยด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 70 วินาที   ซึง่อาจเป็นผลมาจาก
ขนาดของเพปไทด์ของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้ 

Kong, Zhou และ Qian (2007) ศกึษาสมบตัเิชิงหน้าท่ีด้านการเกิดโฟมของโปรตีน
ไฮโดรไลเสตจาก wheat gluten โดยใช้ เอนไซม์ Alcalase® (Novo Nordish, Denmark) ใน
อตัราสว่นเอนไซม์ตอ่สารตัง้ต้นเทา่กบั 1:100 ยอ่ยท่ี pH 8.5  อณุหภมูิ 60C  จนได้ระดบัการยอ่ย
โปรตีนซึง่วิเคราะห์ด้วยวิธี  pH-stat ร้อยละ 5, 10 และ 15 ตามล าดบั     จากการทดลองเม่ือระดบั
การยอ่ยโปรตีนเพิ่มขึน้จากร้อยละ 5 เป็นร้อยละ 15   ความสามารถในการเกิดโฟมจะมีคา่ลดลง
จากร้อยละ 158 เป็นร้อยละ 90   เชน่เดียวกบัความคงตวัของโฟมซึง่มีคา่ลดลงจากร้อยละ 40 เป็น
ร้อยละ 35    เน่ืองจากระดบัการยอ่ยโปรตีนเพิ่มขึน้สง่ผลให้โมเลกลุโปรตีนท่ีมีขนาดเล็กเพิ่มขึน้ 
และท าให้คา่ surface activity ลดลง   ดงันัน้โปรตีน จงึมีความสามารถในการจดัเรียงตวัเป็น
แผน่ฟิล์มบริเวณผิวสมัผสัระหวา่งอากาศกบัของเหลว และรักษาความคงตวัของฟิล์มท่ีหุ้มอากาศ
ได้ลดลง 
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บทที่  3 

อุปกรณ์และวิธีด าเนินงานวิจัย 

 
วัตถุดบิ 

ใบยาสบูสายพนัธุ์เบอร์เลย์ โดยใช้ใบยาสบูซึง่อยูส่ว่นกลางของต้นยาสู บพนัธุ์เบอร์เลย์ สาย
พนัธุ์ Ky 14 (ใบยา B หมู ่C พนัธุ์ Ky 14)  ชนิดใบยามดัก า  จากสถานีทดลองยาสบูแมโ่จ้ อ าเภอ
แมริ่ม จงัหวดัเชียงใหม ่ บดละเอียดให้มีขนาดผา่นตะแกรง 0.1 มิลลิเมตร (150 mesh) บรรจุใน
ขวดแก้วปิดสนิท เก็บท่ีอณุหภมูิ 4C 
 
เอนไซม์ 

Flavourzyme (Novo Nordisk, Bagsvserd, Denmark) เป็นเอนไซม์ท่ีได้จากจลุินทรีย์

ชนิด Aspergillus oryzae    เอนไซม์ Flavourzyme เป็น protease/peptidase complex  ซึง่
สามารถท าหน้าท่ีเป็นได้ทัง้ endoprotease และ exopeptidase    ภาวะท่ีเหมาะสมตอ่การท างาน
ของเอนไซม์อยูใ่นชว่ง pH 5.0-7.0  อณุหภมูิ 40- 60 C โดยมี activity 500 leucine amino 
peptidase units per gram (LAPU/g)  
 
สารเคมี 

Acetic acid BDH England A.R. grade 
L-ascorbic acid Sigma Germany A.R. grade 
Boric acid Univar Australia A.R. grade 
Bovine serum albumin (98%) Sigma Germany A.R. grade 
Brij® 35 Merck Germany A.R. grade 
Chloramine-T Merck Germany A.R. grade 
Copper sulphate Carlo Erba Italy A.R. grade 
2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl Sigma Germany A.R. grade 
Di-sodium hydrogen phosphate Univar Australia A.R. grade 
Ethylenediamine tetraacetic acid Sigma Germany A.R. grade 
Folin-Ciocalteu phenol reagent Carlo Erba Italy A.R. grade 
    

 



 
 

26 

6-hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethyl 
chroman-2-carboxylic acid Sigma Germany A.R. grade 
Hydrochloric acid J.T. Baker USA A.R. grade 
Iron (II) chloride tetrahydrate Merck Germany A.R. grade 
Iron (III) chloride Sigma Germany A.R. grade 
Maltodextrin (DE = 10) Tate and Lyle USA A.R. grade 
Mono-Sodiumhydrogen 
phosphate Univar Australia A.R. grade 
3-(2-pyridyl)-5, 6-diphenyl-1, 2, 
4-triazine-4’,4”-disulfonic acid 
sodium salt Sigma Germany A.R. grade 
Potassium cyanide Merck Germany A.R. grade 
Potassium hydrogen phathalate Carlo Erba Italy A.R. grade 
Picrylsulfonic acid Sigma Germany A.R. grade 
Sodium carbonate Univar Australia A.R. grade 
Sodium chloride Univar Australia A.R. grade 
Sodium citrate Univar Australia A.R. grade 
Sodium deoxycholate Himedia India A.R. grade 
Sodium dodecyl sulphate Sigma Germany A.R. grade 
Sodium hydroxide Univar Australia A.R. grade 
Sodium tetraborate Univar Australia A.R. grade 
Sulfanilic acid Merck Germany A.R. grade 
Trichloroacetic acid Merck Germany A.R. grade 
2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine Sigma  Germany A.R. grade 

 
สารเคมีท่ีใช้ในการวิเคราะห์กรดอะมิโน 

Acetonitrile (HPLC grade) Fisher Scientific UK 
Waters AccQ-Tag eluent A concentrate (HPLC grade) Waters USA 
Waters AccQ. fluor reagent kit ประกอบด้วย 

- Waters AccQ. fluor borate buffer (Waters, Milford, Massachusetts, USA) 
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- Waters AccQ. fluor reagent powder (Waters, Milford, Massachusetts, USA) 

- Waters AccQ. fluor reagent diluent (Waters, Milford, Massachusetts, USA) 
Waters amino acid hydrolysate standard ampoules (Pierce, Rockford, Illinois, 

USA) 
 

อุปกรณ์ 
Automatic wet chemistry analyzer (Skalar รุ่น SA1050, Breda, Netherlands) 
Differential scanning calorimeter (PerkinElmer รุ่น Diamond DSC, Waltham, 
Massachusetts, USA) 
Freeze dryer (Heto รุ่น DW8-85, hetoholten, Allerod, Denmark) 
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) (Waters, Milford, Massachusetts, 
USA) ประกอบด้วย 

- ระบบฉีดตวัอยา่ง (Waters รุ่น 717, Milford, Massachusetts, USA) 

- คอลมัน์ Waters AccQ-Tag amino acid analysis column ขนาด 3.9 x 150 มิลลิเมตร 
(Waters, Milford, Massachusetts, USA) 

- เคร่ืองตรวจวดัชนิด UV/VIS (Waters รุ่น 2487, Milford, Massachusetts, USA) 
ชดุคอลมัน์โครมาโตรกราฟี ประกอบด้วย 

- คอลมัน์ C 16/100 (Amersham Bioscience, Uppsala, Sweden) 
- เคร่ืองป๊ัม (Pharmacia Biotech รุ่น P-1, Uppsala, Sweden) 

- เคร่ืองเก็บ fraction (Pharmacia Biotech รุ่น RediFrac, Uppsala, Sweden) 
pH meter (Horiba รุ่น F-21, Kyoto, Japan) 
Scanning electron microscope (Jeol รุ่น JSM-5410LV, Tokyo, Japan) 
Spectrofluorometer (Jasco รุ่น FP-6200, Tokyo, Japan) 
UV/VIS spectrometer (Thermo Spectronic รุ่น Genesys 10 uv, Rochester, New York,  
USA) 
เคร่ืองวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน (Leco รุ่น TruSpec® N, St.Joseph, Michigan, USA) 
เคร่ืองชัง่น า้หนกัชนิดละเอียด (Sartorius รุ่น BP210S, Goettingen, Germany) 
เคร่ืองหมนุเหว่ียงความเร็วสงูแบบควบคมุอณุหภมูิ (Hettich รุ่น Mikro 22 R, Tuttlingen, 
Germany) 
ตู้อบลมร้อน (Memmert รุ่น 600, Schwabach, Germany) 
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ขัน้ตอนและวิธีการด าเนินงานวิจัย 
3.1 วิเคราะห์องค์ประกอบของใบยาสูบ 

3.1.1 องค์ประกอบทางเคมีของใบยาสบู 
วิเคราะห์ปริมาณความชืน้ (ภาคผนวก ก 1)  ปริมาณโปรตีน (ภาคผนวก ก 2)  และ

ปริมาณนิโคตนิ (ภาคผนวก ก 3) ของใบยาสบูตามวิธีการใน A.O.A.C. (1995)  
 

3.1.2 ปริมาณกรดอะมิโนทัง้หมดในใบยาสบู 
เตรียมตวัอยา่งเพื่อวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโน 17 ชนิด (aspartic acid, serine, 

glutamic acid, glycine, histidine, arginine, threonine, alanine, proline, cysteine, tyrosine, 
valine, methionine, lysine, isoleucine, leucine, และ  phenylalanine) ด้วยวิธีการยอ่ยด้วยกรด 
โดยชัง่ใบยาสบู 0.04 กรัม ลงในหลอด vacuum hydrolysis ขนาด 19 × 100 มิลลิเมตร (Kontes, 
Vineland, New Jersey, USA)   จากนัน้เตมิสารละลาย กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 6 M (ท่ีมีฟีนอล  
0.1% w/v ผสมอยู)่ 4 มิลลิลิตร   ผา่นก๊าซไนโตรเจนลงในหลอดเป็นเวลา 10 นาที  ดดูอากาศออก
จากหลอดด้วยเคร่ืองป๊ัมสญุญากาศ   น าหลอดแก้วดงักลา่วไปอบ ท่ีอณุหภมูิ 110C เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง    จากนัน้ตัง้ไว้ ให้เย็นท่ีอณุหภมูิห้อง  ปรับ pH ของสารละลายให้ได้ 2-3 ด้วยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 6 M ปรับปริมาตรเป็น 5 มิลลิลิตร ด้วยน า้กลัน่   แล้วกรองสารสกดัท่ีได้
ผา่นกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1   น าสารสกดัท่ีได้ไปท าปฏิกิริยากบั Waters AccQ. 
reagent (Waters, USA)    จากนัน้วิเคราะห์ปริ มาณกรดอะมิโนทัง้หมดด้วยเคร่ือง  HPLC (AccQ. 
Taq method; Waters, USA) (ภาคผนวก ก 5)   โดยใช้คอลมัน์ Waters AccQ-Tag amino acid 
analysis column ขนาด 3.9 x 150 มิลลิเมตร  ใช้เฟสเคล่ือนท่ี คือ acetonitrile 60% v/v และ 
AccQ. Tag Eluent A concentrate ซึง่ใช้ระบบ gradient ในการท างาน  (ตารางท่ี 3.1)  อตัราการ
ไหลของเฟสเคล่ือนท่ีเทา่กบั 1.0 มิลลิลิตรตอ่นาที   วิเคราะห์ท่ีอณุหภมูิ 37C 
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ตารางท่ี 3.1   ปริมาณของเฟสเคล่ือนท่ีท่ีใช้ในระบบ gradient ท่ีเวลาตา่ง ๆ 
เวลา (นาที) ร้อยละของ acetonitrile 60%(v/v) 

ท่ีใช้ 
ร้อยละของ AccQ. Tag Eluent A 

concentrate ท่ีใช้ 
0 100 0 
0.5 98 2 
15 93 7 
19 90 10 
32 67 33 
34 0 100 
38 100 0 
 

การวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโน  tryptophan เตรียมตวัอยา่งด้วยวิธีการยอ่ยด้วย
ดา่ง A.O.A.C. บทท่ี 45 หน้า 66 (A.O.A.C.,1995)  ชัง่ใบยาสบู 0.05 กรัม  ลงในหลอด vacuum 
hydrolysis   เตมิสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 4.5 N 3 มิลลิลิตร   ท าให้เป็นสญุญากาศ  
แล้วปิดหลอดให้สนิท  น าไป อบท่ีอณุหภมูิ 110C เป็นเวลา 19 ชัว่โมง  ทิง้ให้เย็นท่ีอณุหภมูิห้อง    
จากนัน้ปรับ pH ให้เป็นกลางด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 6 M แล้วปรับปริมาตรเป็น 
10 มิลลิลิตร ด้วยน า้กลั่ น กรองผา่นกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1    น าสารสกดัท่ีได้มา
วิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโน tryptophan ด้วยเคร่ือง HPLC (Amino acid analyzer รุ่น LC-6A; 
Shimadzu, Japan) (ภาคผนวก ก  6)  โดยใช้คอลมัน์ Shim-pack ISC-07/S 1504Na               
เฟสเคล่ือนท่ี คือ สารละลาย  sodium citrate 0.6 N (ท่ีมี boric acid 0.2 N ผสมอยู่) ซึง่ใช้ระบบ 
isocratic ในการท างาน  และมีอตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีเทา่กบั 0.4 มิลลิลิตรตอ่นาที  
วิเคราะห์ท่ีอณุหภมูิ 55C 
 

3.2 ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสตจากใบยาสูบ 
3.2.1 ภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดันิโคตนิ 

ชัง่ใบยาสบู 7.5 กรัม เตมิตวัท าละลาย 150 มิลลิลิตร ใสล่งใน flask ขนาด 250 
มิลลิลิตร  น าไปเขยา่เป็นเวลา 1 ชัว่โมง โดยแปรตวัท าละลาย คือ น า้กลัน่ กรดแอซิตกิเข้มข้น 1% 
และ 5% v/v  แปรอณุหภมูิในการสกดัเป็นสองระดบั (30 และ 40C)   จากนัน้กรองส ารละลาย
ผา่นกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 4  โดยใช้เคร่ืองป๊ัมสญุญากาศ  เพ่ือแยกใบยาสบูออกจาก
สารละลาย   น าใบยาสบูท่ีได้ไปวิเค ราะห์หาปริมาณนิโคตนิด้วยเคร่ือง  automatic wet 
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chemistry analyzer (ภาคผนวก ก 3)   เลือกภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดันิโคตนิจากปริมาณ
นิโคตนิท่ีเห ลืออยูใ่นใบยาสบูควบคูก่บัระดบัการยอ่ยโปรตีน  โดยน าตวัอยา่งใบยาสบูท่ีได้จาก
การสกดันิโคตนิด้วยตวัท าละลายแตล่ะชนิด ผสมกบัสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (pH 6.5) โดย
ใช้อตัราสว่นระหวา่งใบยาสบูตอ่สารละลายเทา่กบั 1 ตอ่ 20   ยอ่ยด้วยเอนไซม์ Flavourzyme® ท่ี
ความเข้มข้น 1.0% w/w  อณุหภมูิ  50C เป็นเวลา  2 ชัว่โมง   จากนัน้หยดุปฏิกิริยาของเ อนไซม์
โดยให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ  80C 10 นาที  กรองผา่นกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1  โดยใช้
เคร่ืองป๊ัมสญุญากาศ   น าสารละลายสว่นใสซึง่คือโปรตีนไฮโดรไลเสต ไปวิเคราะห์ระดบัการยอ่ย
โปรตีน (degree of hydrolysis (%); DH (%)) โดยค านวณจาก 
 

DH (%)        =         ปริมาณโปรตีนท่ีได้ภายหลงัการยอ่ย  x  100               ……(1) 
                                                            ปริมาณโปรตีนทัง้หมด 
 

โดยปริมาณโปรตีนทัง้หมดได้จากการวิเคราะห์โปรตีนท่ีมีอยู่ ในใบยาสบูด้วยวิธี 
Dumas combustion (conversion factor = 6.25) (ภาคผนวก ก 2) และค านวณปริมาณโปรตีนท่ี
ได้ภายหลงัจากการยอ่ยใบยาสบูด้วยเอนไซม์ Flavourzyme® ด้วยวิธี Modified Lowry 
(Peterson, 1977) (ภาคผนวก ก 4) ทดลอง 3 ซ า้  เพ่ือคดัเลือกภาวะท่ีเหมาะสมในการสกั ด
นิโคตนิ   โดยพิจารณาจากภาวะท่ีให้ปริมาณนิโคตนิคงเหลือน้อย และให้ระดบัการยอ่ยโปรตีนท่ีดี
ท่ีสดุ  วางแผนการทดลองแบบ completely randomized design (CRD)   วิเคราะห์ความ
แปรปรวนทางสถิตโิดยใช้ analysis of variance (ANOVA)  เปรียบเทียบความแตกตา่งของ
คา่เฉล่ียโดยใช้ Duncan’s new multiple range test (Cochran and Cox, 1992) 

 
 3.2.2 ภาวะท่ีเหมาะสมในการยอ่ยโปรตีนจากใบยาสบู  

น าใบยาสบูท่ีผา่นการสกดันิโคตนิตามภาวะท่ีดีท่ีสดุในข้อ 3.2.1 ปริมาณ 2.0 กรัม 
ผสมกบัสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (pH 6.5) ปริมาตร 40 มิลลิลิตร   ยอ่ยใบยาสบูด้ วยเอนไซม์ 

Flavourzyme ท่ี pH 6.5 อณุหภมูิ 50C โดยแปรความเข้มข้นเอนไซม์เป็นห้าระดบั คือ 0, 1.0, 
2.0, 5.0 และ 7.5 % w/w และแปรระยะเวลาการยอ่ยเป็นห้าระดบั คือ 0, 1, 2, 3 และ 4 ชัว่โมง   
จากนัน้น าไปให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ 80C เป็นเวลา 10 นาที  เพ่ือหยดุปฏิกิ ริยาของเอนไซม์  
กรองผา่นกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1  โดยใช้เคร่ืองป๊ัมสญุญากาศ   แล้วน าสารละลายสว่น
ใสท่ีได้ไปวิเคราะห์ระดบัการยอ่ยโปรตีน และปริมาณกรดอะมิโนอิสระ 
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  3.2.2.1 วิเคราะห์ระดบัการยอ่ยโปรตีน  
วิเคราะห์ระดบัการยอ่ยโปรตีนจากสมการท่ี 1 (ข้อ 3.2.1) ทดลอ ง 3 ซ า้   

เพ่ือเลือกภาวะในการยอ่ยโปรตีนท่ีมีระดบัการยอ่ยโปรตีนสงูท่ีสดุ  โดยวางแผนการทดลองแบบ 
symmetric factorial design ขนาด 5x5   วิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิตโิดยใช้ ANOVA 
เปรียบเทียบความแตกตา่งของคา่เฉล่ียโดยใช้ Duncan’s new multiple range test 

 
3.2.2.2 วิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนอิสระในโปรตีนไฮโดรไลเสต  

 น าโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้ ไปท าอนพุนัธ์  และ วิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโน
อิสระด้วยเคร่ือง HPLC (AccQ. Taq method; Waters, USA) (ภาคผนวก ก 5)    จากนัน้ค านวณ
ปริมาณกรดอะมิโนอิสระทัง้หมด  กรดอะมิโนอิสระท่ีให้กลิ่นรสท่ี ดี  และกรดอะมิโนอิสระท่ีมีหมูท่ี่
เป็น hydrophobic  ทดลอง 3 ซ า้  เพ่ือเลือกภาวะการยอ่ยโปรตีนท่ีท าให้ได้โปรตีนไฮโดรไลเสตซึง่
มีปริมาณกรดอะมิโนอิสระทัง้หมด  กรดอะมิโนอิสระท่ีให้กลิ่นรสท่ีดี  และกรดอะมิโนอิสระท่ีมีหมูท่ี่
เป็น hydrophobic ในปริมาณสงู  โดยวางแผนก ารทดลองแบบ symmetric factorial design 
ขนาด 5x5   วิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิตโิดยใช้ ANOVA เปรียบเทียบความแตกตา่งของ
คา่เฉล่ียโดยใช้ Duncan’s new multiple range test 
 
3.3 ศึกษาผลของมอลโทเดกซ์ทรินต่อสมบัตทิางเคมีและกายภาพ  และสมบัตเิชิงหน้าที่
ของโปรตีนไฮโดรไลเสต 

น าโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้จากการยอ่ยด้วยภาวะท่ีเหมาะสมท่ีเลือกได้ในข้อ 3.2.2 (โดยใช้
อตัราสว่นระหวา่งใบยาสบูตอ่สารละลาย ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ เทา่กบั 1 ตอ่ 5)  มาเตมิ                  
มอลโทเดกซ์ทริน (DE = 10)  0 และ 5% w/v    น าไปท าแห้งด้วยวิธีการท าแห้งแบบแชเ่ยือกแ ข็งท่ี
ความดนั 0.05 hPa vacuum  อณุหภมูิ - 60C   จากนัน้เก็บตวัอยา่งท่ีได้ในถงุ aluminum foil 
(polyester/nylon/aluminium foil/cast polypropylene) ขนาด 15 x 23 เซนตเิมตร  หนา 100 
ไมครอน  ถงุละ 2 กรัม  ปิดสนิทแบบสญุญากาศเก็บท่ีอณุหภมูิ 4C   วิเคราะห์สมบตัทิางเคมีและ
กายภาพ  และสมบตัเิชิงหน้าท่ีของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้ ดงันี ้

 
 3.3.1 สมบตัทิางเคมีและกายภาพของโปรตีนไฮโดรไลเสต 
  3.3.1.1 วิเคราะห์คา่ surface hydrophobicity  
 วิเคราะห์คา่ surface hydrophobicity ของโปรตีนไฮโดรไลเสตตามวิธีการ
ของ Wagner และ Anon (1990)   โดยละลายโปรตีนไฮโดรไลเสตในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์  



 
 

32 

(pH 7.0) ให้มีความเข้มข้น ของโปรตีน  0.010%, 0.015%, 0.020%, 0.025%, 0.030% และ 
0.035% w/v ตามล าดบั   จากนัน้เตมิ  1-anilino-8-naphthalene sulfonate (ANS) ท่ีมีความ
เข้มข้น 0.01 % w/v 10 ไมโครลิตร   น าไปวดัค่ า fluorescence intensity (FI) โดยใช้เคร่ือง  
spectrofluorometer ซึง่ตัง้คา่ excitation และ  emission ท่ีความยาวคล่ืน 390 และ 470          
นาโนเมตร ตามล าดบั   แล้วพลอต กราฟระหวา่งคา่ FI กบัปริมาณโปรตีนเพ่ือค านวณหาความชนั
ซึง่ก็คือคา่ surface hydrophobicity ของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้ ทดลอง 2 ซ า้  เพ่ือศกึษาผลของ
มอลโทเดกซ์ทรินตอ่คา่ surface hydrophobicity  และเปรียบเทียบคา่ surface hydrophobicity 
ของโปรตีน ไฮโดรไลเสตท่ีได้กบัคา่ surface hydrophobicity ของ bovine serum albumin (BSA)   
โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD   วิเ คราะห์ความแปรปรวนทางสถิตโิดยใช้  ANOVA  
เปรียบเทียบความแตกตา่งของคา่เฉล่ียโดยใช้ Duncan’s new multiple range test 
 
   3.3.1.2 วิเคราะห์ปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระ 

วิเคราะห์ปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระซึง่ดดัแปลงจากวิธีการของ Adler-Nissen 
(1979)  โดยเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเส ตเข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร (ละลายในสารละลาย  
sodium dodecyl sulphate 1% w/v) 0.25 มิลลิลิตร    เตมิ สารละลาย sodium tetraborate 
buffer (pH 9.3) 2 มิลลิลิตร  เขยา่ให้เข้ากนั   จากนัน้เตมิ trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS) 
เข้มข้น 0.10% w/w 2 มิลลิลิตร   น าไปให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ 50C  เป็นเวลา 60 นาที  หยดุ
ปฏิกิริยาโดยการเตมิสารละลาย กรดไฮโดรคลอริก เข้มข้น  0.1 M 4 มิลลิลิตร   แล้วตัง้ทิง้ไว้เป็น
เวลา  30 นาที   จากนัน้น าไป วดัคา่ การดดูกลืนแส งท่ี 420 นาโนเมตร   และค านวณหาปริมาณ            
หมูอ่ะมิโนอิสระจาก 

 
ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ (ไมโครโมลตอ่กรัมโปรตีน) =                                                                                         ....(2) 
 
 

ε = molar extinction coeffienct (20300 M-1 cm-1) 
ปริมาตรสารละลายทัง้หมด = 0.00825 ลิตร (ปริมาตรโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีใช้ + ปริมาตรสารละลาย sodium 

tetraborate buffer + ปริมาตร TNBS + ปริมาตรสารละลายกรดไฮโดรคลอริก) 

 

ทดลอง 2 ซ า้ เพ่ือศกึษาผลของ มอลโทเดกซ์ทริน ตอ่ ปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระ ของโปรตีน        
ไฮโดรไลเสตท่ีได้  และเปรียบเทียบปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสต ท่ีได้กบัปริมาณ
หมูอ่ะมิโนอิสระของ BSA   โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD  วิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติ

Absorbance420 × ปริมาตรสารละลายทัง้หมด 
ε × 1 เซนตเิมตร × น า้หนกัโปรตีนในตวัอย่าง (กรัม) 

× 106 
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โดยใช้ ANOVA  เปรียบเทียบความแตกตา่งของคา่เฉล่ียโดยใช้ Duncan’s new multiple range 
test 

 3.3.1.3 วิเคราะห์การเป็นสารต้านออกซิเดชนั 
 วิเคราะห์ความสามารถในการเป็นสา รต้านออกซิเดชนัของโปรตีน      
ไฮโดรไลเสตท่ีเตมิและไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน ดงันี ้
 3.3.1.3.1 คา่ ferric reducing antioxidant power (FRAP) 

วิเคราะห์คา่ FRAP ซึง่ดดัแปลงจากวิธีการของ Binsan และ
คณะ (2008) โดยใช้โปรตีนไฮโดรไลเสตเข้มข้น 20 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร  ปริมาตร 200 ไมโครลิตร  
เตมิสารละลาย  FRAP (ประกอบด้วยสารละลาย acetate buffer (pH 3.6) เข้มข้น 300 mM 25 
มิลลิลิตร   สารละลาย  ferric chloride เข้มข้น  20 mM 2.5 มิลลิลิตร  และสารละลาย 2,4,6-
tripyridyl-s-triazine (TPTZ) เข้มข้น 10 mM  ในกรดไฮโดรคลอริก 40 mM 2.5 มิลลิลิตร)  โดยน า
สารละลาย  FRAP ไปให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ  37C เป็นเวลา 30 นาที  ก่อนน ามาใช้  และ ใช้
อตัราสว่นระหวา่งโปรตีนไฮโดรไลเสตกบัสารละลาย FRAP เทา่กบั 1:10   ตัง้ไว้ในท่ีมืดเป็นเวลา 
30 นาที  วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี  593 นาโนเมตร     จากนัน้ค านวณเปรียบเที ยบกบัปริมาณของ
สารละลาย trolox (ภาคผนวก ก 7)  ท าการทดลอง 2 ซ า้   เพ่ือศกึษาผลของมอลโทเดกซ์ทริ นตอ่
ความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้ 

 
3.3.1.3.2 คา่ metal chelating activity 

วิเคราะห์คา่  metal chelating activity ซึง่ดดัแปลงจากวิธีกา ร
ของ Klompong และคณะ  (2007)   โดยใช้โปรตีนไฮโดรไลเสตเข้มข้น  20 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 
0.3 มิลลิลิตร  เตมิน า้กลัน่ 6 มิลลิลิตร   จากนัน้เตมิสารละลาย FeCl2 เข้มข้น 2 mM 0.1 มิลลิลิตร 
และสารละลาย ferrozine เข้มข้น 5 mM 0.2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั  ได้ปริมาตรรวมทัง้หมด 6.6 
มิลลิลิตร   เก็บไว้ในท่ีมืดเป็นเวลา  20 นาที  วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี  562 นาโนเมตร    ค านวณหา
คา่ metal chelating activity (%) จาก 
 

Metal chelating activity (%) =                                                     ……(4) 
  

Ac = Absorbance562 ของ control 
As = Absorbance562 ของตวัอยา่ง 
 

× 100 
(Ac –  As) 

Ac 
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โดย control จะใช้น า้กลัน่แทนตวัอยา่งในการทดลอง  ท าการ ทดลอง  2 ซ า้  เพ่ือศกึษาผลของ      
มอลโทเดกซ์ทรินตอ่ความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้  และ
เปรียบเทียบ ความสามารถในการเป็นสารต้าน ออกซิเด ชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้กบั  
ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA)   โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD วิเคราะห์ความ
แปรปรวนทางสถิตโิดยใช้  ANOVA เปรียบเทียบความแตกตา่งของคา่เฉล่ียโดยใช้ Duncan’s new 
multiple range test 
 

3.3.1.4 วิเคราะห์น า้หนกัโมเลกลุของโปรตีนไฮโดรไลเสต 
วิเคราะห์น า้หนกัโมเลกลุของโปรตีนไฮโดรไลเสต ทัง้สองตวัอยา่ง ด้วยวิธี gel 

filtration chromatography โดยใช้โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีมีความเข้มข้นโปรตีน 10 มิลลิกรัมตอ่
มิลลิลิตร  ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร    วิเคราะห์ด้วยคอลมัน์โครมาโตกราฟี  โดยใช้คอลมัน์ C 16/100 
ภายในบรรจเุรซินชนิด Sephacryl S-200 HR ท่ีมีความสงู  83 เซนตเิมตร   และใช้เฟสเคล่ือนท่ี คือ 
สารละลายโซเดียมคลอไรด์เข้มข้น 50 mM  อตัราเร็วของเฟสเคล่ือนท่ี 0.2 มิลลิลิตรตอ่นาที   
ปริมาตรของ fraction ท่ีเก็บ 3 มิลลิลิตรตอ่หลอด    จากนัน้น า fraction ท่ีแยกได้มาวดัการดดูกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร    ค านวณหาน า้หนกัโมเลกลุของโปรตีนไฮโดรไลเสต โดย
เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานท่ีได้จากการใช้โปรตีนมาตรฐาน  ได้แก่ conalbumin จาก chicken 
egg white (75.0 kDa), ovalbumin จากไขไ่ก่ (43.0 kDa), carbonic anhydrase จาก  bovine 
erythrocytes (29.0 kDa), ribonuclease A จาก bovine pancreas (13.7 kDa), และ aprotinin 
จาก bovine lung (6.5 kDa) (ภาคผนวก ก 8) 

 
3.3.1.5 วิเคราะห์ลกัษณะทางกายภาพของพืน้ผิวของโปรตีนไฮโดรไลเสต 

วิเคราะห์ลกัษณะทางกายภาพของพืน้ผิวของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิแ ละ
ไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทรินโดยใช้เคร่ือง scanning electron microscop (SEM)   เพ่ือเปรียบเทียบ
ความแตกตา่งของลกัษณะทางกายภาพของพืน้ผิวของโปรตีนไฮโดรไลเสต 

 
3.3.1.6 วิเคราะห์สมบตัทิางความร้อนของโปรตีนไฮโดรไลเสต 

วิเคราะห์ สมบตัทิางความร้อน ของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเติ มและไมไ่ ด้เตมิ
มอลโทเดกซ์ทรินด้วยเคร่ือง differential scanning calorimeter (DSC)   โดยชัง่ตวัอยา่ง โปรตีน
ไฮโดรไลเสต 2 มิลลิกรัม ลงใน aluminum pan ขนาดบรรจ ุ 20 ไมโครลิตร (PerkinElmer, 
Waltham, Massachusetts, USA) แล้วปิดผนกึ   น าไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง  DSC โดย scan 
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ในชว่งอณุหภมูิ -50C ถึง 110C  ใช้อตัราการให้ความ ร้อน 2C ตอ่นาที   พิจารณาลกัษณะของ
กราฟระหวา่ง heat flow และอณุหภมูิ     จากนัน้ค านวณ พลงังาน เอนทาลปี ท่ีเกิดขึน้  (   H, J/g)   
เพ่ือ เปรียบเทียบความแตกตา่งของ พลงังาน เอนทาลปี ของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เ ตมิ               
มอลโทเดกซ์ทรินกบัโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทริน 
 

3.3.2 สมบตัเิชิงหน้าท่ีของโปรตีนไฮโดรไลเสต 

3.3.2.1 วิเคราะห์ความสามารถในการละลาย 
วิเคราะห์ ความสามารถในการละลาย ของโปรตีนไฮโดรไลเสต ซึง่ดดัแปลง

จากวิธีการของ Tsumura และคณะ  (2005)   เตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสตเข้มข้น 1% w/v  โดยชัง่
โปรตีนไฮโดรไลเสต 0.10 กรัม   จากนัน้เตมิน า้กลัน่ซึง่ปรับ  pH เป็น 3-10 (โดยใช้สารละลาย กรด        
ไฮโดรคลอริก หรือโซเดียมไฮดรอกไซด์ เข้มข้น  0.1 M) 10 มิลลิลิตร  ผสมให้เข้ากนั   ตัง้ทิง้ไว้ 30 
นาที   แล้วน าไปหมนุเหว่ียงท่ี ความเร็ว 5,000 g เป็นเวลา 15 นาที   วิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนท่ี
ได้ด้วยวิธี Modified Lowry (ภาคผนวก ก 4)  และวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนทัง้หมดโดยละลาย
โปรตีนไฮโดรไลเสตด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ เข้มข้น 0.1 M   จากนัน้น าไปวิเคราะห์ ด้วย
วิธี Modified Lowry   ค านวณความสามารถในการละลายจาก 
 

% Solubility = ปริมาณโปรตีนท่ีละลายได้   x  100                 ……(5) 
                  ปริมาณโปรตีนทัง้หมด 

 
ทดลอง 2 ซ า้ เพ่ือศกึษาผลของ มอลโทเดกซ์ทริน  และ pH ตอ่ความสามารถในการละลายของ
โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้   โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD  วิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติ
โดยใช้ ANOVA เปรียบเทียบความแตกตา่งของคา่เฉล่ียโดยใช้ Duncan’s new multiple range 
test 
 

3.3.2.2 วิเคราะห์ความสามารถในการเกิดโฟม 
วิเคราะห์ความสามารถในการเกิดโฟมซึง่ดดัแปลงจากวิธีของ Tsumura และ

คณะ (2005)   เตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสตเข้มข้น 2% w/v  โดยชัง่โปรตีนไฮโดรไลเสต 1 กรัม  เตมิน า้
กลัน่ประมาณ 30 มิลลิลิตร  แล้ว ปรับ pH เป็น 4, 5, 6 และ 7 โดยใช้สารละลาย กรดไฮโดรคลอริก
หรือโซเดียมไฮดรอกไซด์ เข้มข้น 0.1 M   จากนัน้ปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร ด้วยน า้กลัน่โดยใช้
ขวดวดัปริมาตร    ตีสารละลายท่ีได้ด้วยเคร่ืองตีไข ่ความเร็ว 1,100 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที   
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วดัปริมาตรโฟมท่ีลดลงและปริมาตรของเหลวท่ีเพิ่มขึน้ทกุ 1 นาที เป็นเวลา 10 นาที  หลงัจากนัน้วดั
ปริมาตรโฟมและปริมาตรของเหลวทกุ 10 นาที จนครบ  60 นาที   ค านวณความสามารถในการเกิด
โฟมจาก 

 
Foam expansion (FE%) = ปริมาตรโฟมท่ีเกิดขึน้     x  100           ……(6) 

                                   ปริมาตรของเหลวเร่ิมต้น 
 

และความคงตวัของโฟม โดยค านวณจากเวลาท่ีท าให้ปริมาตรโฟมลดลง ร้อยละ  50 ของปริมาตร
โฟมเร่ิมต้น   ท าการ ทดลอง 2 ซ า้   เพ่ือศกึษาผลของมอลโทเ ดกซ์ทริน และ pH ตอ่ความสามารถ
ในการเกิดโฟมและความคงตวัของโฟมท่ีเกิดขึน้ ของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้   วางแผนการทดลอง
แบบ CRD  วิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิตโิดยใช้  ANOVA เปรียบเทียบความแตกตา่งของ
คา่เฉล่ียโดยใช้  Duncan’s new multiple range test 
 
3.4 ศึกษาผลการเปล่ียนแปลงของสมบัติทางเคมีของโปรตีนไฮโดรไลเสตในระหว่าง
การเก็บรักษา 

เตรียมตวัอยา่งโปรตีนไฮโดรไลเสตเชน่เดียวกบัข้อ 3.3 บรรจใุนถงุ aluminum foil ชนิด 
polyester/nylon/aluminium foil/cast polypropylene ถงุละ 2 กรัม   แล้ว ปิดสนิทแบบ
สญุญากาศ  เก็บท่ีอณุหภมูิ 4C   จากนัน้วิเคราะห์สมบตัิ ทางเคมีของโปรตีนไฮโดรไลเสตในข้อ 
3.4.1-3.4.3 ทกุ 3 สปัดาห์ เป็นเวลา 15 สปัดาห์ 
 

3.4.1 คา่ surface hydrophobicity 
วิเคราะห์คา่  surface hydrophobicity ของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้  โดยท าการ

ทดลองเชน่เดียวกบัข้อ 3.3.1.1  ทดลอง 2 ซ า้   เพ่ือศกึษา ผลการเปล่ียนแปลงของคา่ surface 
hydrophobicity ของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้ในระหวา่งการเก็บรักษา  โดยวางแผนการทดลอง
แบบ CRD  วิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิตโิดยใช้  ANOVA เปรียบเทียบความแตกตา่งของ
คา่เฉล่ียโดยใช้ Duncan’s new multiple range test 
 
 3.4.2 ปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระ 

วดัปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระ ของโปรตีนไฮโดรไลเสต  โดยท าการทดลองเชน่เดียวกบั
ข้อ 3.3.1.2   ทดลอง 2 ซ า้   เพ่ือศกึษาผลการเปล่ียนแปลงของปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระ ของโปรตีน
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ไฮโดรไลเสตท่ีได้ในระหวา่งการเก็บรักษา  โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD  วิเคราะห์ความ
แปรปรวนทางสถิตโิดยใช้ ANOVA เปรียบเทียบความแตกตา่งของคา่เฉล่ียโดยใช้ Duncan’s new 
multiple range test 

 
3.4.3 การเป็นสารต้านออกซิเดชนั 

วิเคราะห์ความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิ
และไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน ดงันี ้

3.4.3.1 คา่ FRAP 
วิเคราะห์ ค่า FRAP โดยท าการทดลองเชน่เดียวกบัข้อ 3.3.1.3.1  ท าการ

ทดลอง 2 ซ า้   เพ่ือศกึษาผล การเปล่ียนแปลงความสามารถในการเป็นสารต้าน ออกซิเดชนัของ
โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้ในระหวา่งการเก็บรักษา 
 

3.4.3.2 คา่ metal chelating activity 
วิเคราะห์ ค่า metal chelating activity โดยท า การทดลองเชน่เดียวกบัข้อ 

3.3.1.3.2  ท าการทดลอง 2 ซ า้   เพ่ือศกึษาผลการเปล่ียนแปลงความสามารถในการเป็นสารต้าน
ออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้ในระหวา่งการเก็บรักษา 
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บทที่  4 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 

4.1 องค์ประกอบของใบยาสูบ 
4.1.1 องค์ประกอบทางเคมีของใบยาสบู 

ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของใบยาสบูพนัธุ์เบอร์เลย์  ชนิดใบยามดัก า 
จากจงัหวดัเชียงใหม ่ท่ีน ามาใช้ในการทดลองแสดงดงัตารางท่ี 4.1 
 

ตารางท่ี 4.1   องค์ประกอบทางเคมีของใบยาสบู 
องค์ประกอบทางเคมี ปริมาณ (%) 
ความชืน้ 12.98 ± 0.03 
โปรตีน* 21.19 ± 0.09 
นิโคตนิ*   3.42 ± 0.00 
* โดยน า้หนกัแห้ง 
 

จากผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของใบยาสบู (ตารางท่ี 4.1) พบวา่ปริมาณ
โปรตีน และนิโคตนิจาก ใบยาสบูพนัธุ์เบอร์เลย์ ท่ีได้มีคา่ใกล้เคียงกบัปริมาณ โปรตีน และนิโคตนิ ท่ี
พบในใบยาสบูพนัธุ์เบอร์เลย์ท่ีได้จากงานวิจยัของ  Leffingwell (2001) ท่ีมีคา่ร้อยละ 24.75 และ 
2.91 โดยน า้หนกัแห้ง ตามล าดบั      นอกจากนีผ้ลการวิเคราะห์ท่ีได้ยงัมีคา่สอดคล้องกบัปริมาณ
โปรตีน และนิโคตนิในใบยาสบูพนัธุ์เบอร์เลย์ ชนิดใบยามดัก า จากงานวิจยัของวิลาศนีิ           
สวุรรประศาสน์ (2550)  ท่ีศกึษาองค์ประกอบทางเคมี ของใบยาสบูพนัธุ์เบอร์เลย์ท่ีปลกูในจงัหวดั
สโุขทยั เพชรบรูณ์ แพร่ หนองคาย และนครพนม   โดยพบวา่ปริมาณโปรตีน และนิโคตนิในใบ
ยาสบูจากทัง้ห้าจงัหวดัมีปริมาณอยูใ่นชว่งร้อยละ 23.00-26.31 และร้อยละ 1.97-3.72 โดย
น า้หนกัแห้ง ตามล าดบั 

 

4.1.2 ปริมาณกรดอะมิโนทัง้หมดในใบยาสบู 
ผลการวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนทัง้หมดใน ใบยาสบูพนัธุ์เบอร์เลย์ ชนิดใบยามดั

ก าด้วย เคร่ือง  HPLC แสดงดงัตารางท่ี 4.2    จาก ผลการ วิเคราะห์พบวา่ ใบยาสบู มีปริมาณ     
กรดอะมิโนทัง้หมด  1,009.50 มิลลิกรัมตอ่ตวัอยา่ง  100 กรัม โดยน า้หนกัแห้ง   และพบวา่ มี
ปริมาณมากกวา่ปริมาณกรดอะมิโนทัง้หมดท่ีมีในใบยาสบูพนัธุ์เบอร์เลย์ท่ีผา่นการบม่ซึง่มีปริมาณ 
784 .00 มิลลิกรัมตอ่ตวัอยา่ง  100 กรัม (Leffingwell, 2001)    การท่ีใบยาสบู พนัธุ์เดียวกนั มี
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ปริมาณกรดอะมิโนทัง้หมดแตกตา่งกนัเป็นผลมาจาก ปัจจยัตา่ง ๆ ได้แก่ สภาพแวดล้อมในการ
ปลกู  คณุภ าพของดนิ  และชนิดของธาตอุาหารท่ีมีอยูใ่นดนิ  ตลอดจน ต าแหนง่ของใบยาสบูบน  
ล าต้น (Leffingwell, 2001)    เม่ือพิจารณาปริมาณกรดอะมิโนแตล่ะชนิดพบวา่กรดอะมิโนท่ีมีอยู่
มากท่ีสดุในใบยาสบู คือ aspartic acid รองลงมา คือ glutamic acid  ซึง่ กรดอะมิโนทัง้สองชนิด
นีจ้ดัเป็นกรดอะมิโนท่ี เป็นแหลง่ของกลิ่นรสท่ีดีในผลิตภณัฑ์จากใบ ยาสบู   เน่ืองจากเม่ือใบยาสบู
ได้รับความร้อนในระหวา่งกระบวนการผลิต  กรดอะมิโนทัง้สองชนิดนี ้ สามารถท าปฏิกิริยากบั
ผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยา Maillard  ท าให้ได้สารท่ีให้กลิ่นรสดี     นอกจากนี ้ กรดอะมิโนทัง้สองชนิด
ยงัสามารถเกิดการ deamidation ให้แอมโมเนีย   ซึง่แอมโมเนียท่ีเกิดขึน้สามารถเกิดปฏิกิริยากบั
น า้ตาล (ammonia-sugar reaction)  ท าให้เกิดสารท่ีให้กลิ่นรสท่ีดีในใบยาสบูได้ (Hwang, 
Hartman and Ho, 1995; Sohn and Ho, 1995) 
 

ตารางที่ 4.2   ปริมาณกรดอะมิโนทัง้หมดท่ีมีในใบยาสบู 
ชนิดกรดอะมิโน ปริมาณกรดอะมิโน (มิลลิกรัมต่อตัวอย่าง 100 กรัม โดยน า้หนักแห้ง)* 
Aspartic acid 179.81 ± 39.75 
Serine 39.30 ± 2.14 
Glutamic acid 127.59 ± 15.25 
Glycine 61.43 ± 0.74 
Histidine 16.59 ± 0.72 
Arginine 44.48 ± 2.07 
Threonine 46.11 ± 1.63 
Alanine 28.19 ± 4.92 
Proline 54.84 ± 1.74 
Cysteine 10.38 ± 3.82 
Tyrosine 38.66 ± 5.86 
Valine 56.17 ± 5.83 
Methionine 17.63 ± 3.86 
Lysine   25.02 ± 17.44 
Isoleucine 49.99 ± 7.80 
Leucine 79.43 ± 12.33 
Phenylalanine 66.67 ± 23.71 
Tryptophan 67.21 ± 0.34 

Total 1,009.50 ± 26.15 
* วเิคราะห์ 2 ซ า้ 
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4.2 ภาวะท่ีเหมาะสมในการเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสตจากใบยาสูบ 
4.2.1 ภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดันิโคตนิ 

ภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดันิโคตนิออกจากใบยาสบูจะพิจารณาจากปริมาณ
นิโคตนิคงเหลือ และระดบัการยอ่ยโปรตีนในใบยาสบู   โดยเลือกจากภาวะท่ีให้ปริมาณนิโคตนิ
คงเหลือน้อยควบคูก่บัระดบัการยอ่ยโปรตีนท่ีสงู   เน่ืองจากในใบยาสบูมีนิโคตนิซึง่เป็นสารท่ีมี
อนัตรายตอ่ ระบบประสาทสว่นกลาง ของมนษุย์    ดงันัน้ในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากใบ
ยาสบูจงึจ าเป็นต้องค านงึถึงปริมาณนิโคตนิคงเหลือ  ซึง่เป็นสิ่งส าคญัตอ่การน าโปรตีนไปใช้
ประโยชน์ตอ่ไป    ผลการสกดันิโคตนิแสดงในตารางท่ี 4.3 
 

ตารางท่ี 4.3   ปริมาณนิโคตนิคงเหลือในตวัอยา่งใบยาสบูหลงัผา่นการสกดั 
ภาวะในการสกัดนิโคตนิ ปริมาณนิโคตนิคงเหลือ 

(% โดยน า้หนักแห้ง) ตัวท าละลายที่ใช้ อุณหภูมิที่ใช้ (oC) 
น า้ 30 1.14a ± 0.07 

40 1.02b ± 0.04 
กรดแอซิตกิ 1% 30 0.96b ± 0.06 

40 0.85c ± 0.03 
กรดแอซิตกิ 5% 30 0.76c ± 0.00 

40 0.75c ± 0.00 
a,b,c  ตวัเลขที่มีอกัษรก ากบัตา่งกนัแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p  0.05) 
* ตวัอยา่งใบยาสบูท่ียงัไมไ่ด้ผา่นการสกดั มีปริมาณนิโคตินร้อยละ 3.42 โดยน า้หนกัแห้ง 
 

จากตารางท่ี 4.3 พบวา่ภาวะในการสกดัมีผล ให้ปริมาณนิโคตนิคงเหลือ ในใบยาสบู
ลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ (p  0.05) (ตารางวิเคราะห์ความแปรปรวน ค 1)   โดยภาวะท่ีใช้
กรดแอซิตกิ  5% v/v อณุหภมูิ 40oC มีประสิทธิภาพในการสกดันิโคตนิออกได้ดีท่ีสดุ    โดยให้
ปริมาณนิโคตนิคงเหลือร้อยละ 0.75 โดยน า้หนกัแห้ง ซึง่คดิเป็นร้อยละ 21.93 เม่ือเปรียบเทียบกบั
ปริมาณนิโคตนิในตวัอยา่งท่ีไมไ่ด้ผา่นการสกดั (รูปท่ี 4.1)     ขณะท่ีภาวะท่ีใช้น า้ อณุหภมูิ 30oC มี
ประสิทธิภาพในการสกดันิโคตนิออกได้น้อยท่ีสดุ  โดยให้ปริมาณนิโคตนิคงเหลือร้อยละ  1.14 (คดิ
เป็นร้อยละ 33.33 ของตวัอยา่งท่ีไมไ่ด้ผา่นการสกดั (รูปท่ี 4.1)) 
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รูปท่ี 4.1   คา่ relative nicotine content ของตวัอยา่งใบยาสบูหลงัผา่นการสกดันิโคตนิ 
 

เม่ือ พิจารณาระดบัการยอ่ยโปรตีน ภายใต้ ภาวะควบคมุ ( โดยใช้เอนไซม์ 
Flavourzyme® เข้มข้น  1.0% w/w ในภาวะ pH 6.5 อุณหภมูิ 50oC ยอ่ย เป็นเวลา  2 ชัว่โม ง) 
(ตารางท่ี 4.4)  พบวา่ภาวะในการสกดัมีผล ให้ระดบัการยอ่ยโปรตีนลดลง อยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิต ิ(p  0.05) (ตารางวิเคราะห์ความแปรปรวน ค 2)   โดยตวัอยา่งใบยาสบูท่ีผา่นการสกดัด้วย
น า้ อณุหภมูิ 30oC ให้ระดบัการยอ่ยโปรตีนท่ีดีท่ีสดุคื อ 34.13%    ขณะท่ีตวัอยา่ง ท่ีผา่นการสกดั
ด้วยกรดแอซิตกิ เข้มข้น  5% v/v อณุหภมูิ 40oC ให้ระดบัการยอ่ยโปรตีนน้อยท่ีสดุคือ 20.14%    
ทัง้นีเ้น่ืองจากการใช้กรดแอซิตกิสกดั นิโคตนิ  ท าให้ตวัอยา่งมี pH ต ่า   โดยตวัอยา่งท่ีใช้             
กรดแอซิตกิ  5% v/v มี pH 3.4    ขณะท่ีตวัอยา่งท่ีใช้น า้มี  pH 7.6   การท่ีคา่ pH ของตวัอยา่ง
แตกตา่งกนั  สง่ผลให้เกิดการเปล่ียนแปลงของคา่ electrostatic interaction ระหวา่งโมเลกลุ
โปรตีน   ท าให้โมเลกลุโปรตีนมีการจดัเรียงตวัท่ีแตกตา่งกนั (Damodaran, 1996)   จงึอาจเป็นผล
ให้เอนไซม์ยอ่ยโปรตีนไ ด้ตา่งกนั     และถึงแม้ก่อนการยอ่ยโปรตีนใช้สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 
pH 6.5    แตเ่น่ืองจากตวัอยา่ง ท่ีใช้กรดแอซิตกิ 5% v/v ในการสกดั มี  pH ต ่า   อาจ ท าให้
สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ไมส่ามารถ ปรับคา่ pH ให้สงูขึน้ถึงระดบัท่ีเหมาะสมตอ่การท างาน
ของเอนไซม์ได้  จงึอาจ สง่ผลใ ห้เอนไซม์ท างานได้ไมเ่ตม็ท่ี   ท าให้ระดบัการยอ่ยโปรตีนของ
ตวัอยา่งท่ีใช้กรดแอซิตกิในการสกดัมีคา่น้อยเม่ือเปรียบเทียบกบัระดบัการยอ่ยโปรตีนของตวัอยา่ง
ท่ีใช้น า้ในการสกดั  และจากผลการทดลองท่ีได้พบวา่ภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดันิโคตนิออกจาก
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ใบยาสบู คือ ภาวะท่ีสกดัด้วยน า้ อณุหภมูิ 30oC    เน่ืองจากเป็นภาวะท่ีสกดันิโคตนิออกได้ร้อยละ 
66.67 และยงัคงให้ระดบัการยอ่ยโปรตีนสงู (34.13%) 

 

ตารางท่ี 4.4   ระดบัการยอ่ยโปรตีนในตวัอยา่งใบยาสบูท่ีภาวะในการสกดัตา่ง ๆ 
ตัวอย่างใบยาสูบที่ภาวะใน

การสกัดต่าง ๆ 
ความเข้มข้นของ           
เอนไซม์ (% w/w) 

เวลาในการย่อย 
(ชั่วโมง) 

ระดับการย่อยโปรตีน 
(%) 

AT 
pH 7.6 

0 0 
2 

9.73hi ± 1.53 
30.33abcd ± 3.89 

1 0 
2 

9.28hi ± 2.92 

34.13a ± 3.73 
AF 

pH 7.6 
0 0 

2 
6.97ij ± 0.76 

25.23defg ± 1.73 
1 0 

2 
9.91hi ± 0.92 

33.27ab ± 0.42 
BT 

pH 4.2 
0 0 

2 
11.71hi ± 1.94 

28.93abcde ± 3.55 
1 0 

2 
14.45h ± 0.18 

32.45abc ± 2.24 
BF 

pH 4.2 
0 0 

2 
2.06j ± 1.32 

27.07cdef ± 2.55 
1 0 

2 
10.74hi ±2.57 

27.78bcdef ± 4.01 
CT 

pH 3.4 
0 0 

2 
2.90j ± 0.60 

23.37efg ± 1.41 
1 0 

2 
5.76ij ± 0.89 

24.69defg ± 0.05 
CF 

pH 3.4 
0 0 

2 
1.74j ± 0.56 

22.58fg ± 2.43 
1 0 

2 
2.96j ± 1.49 

20.14g ± 9.76 
a, b, c,… ตวัเลขท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั (p  0.05) 
AT: ตวัอย่างที่สกดัด้วยน า้  อณุหภมูิ  30 oC,  AF: ตวัอย่างที่สกดัด้วยน า้  อณุหภมูิ  40 oC,  BT: ตวัอย่างที่สกดัด้วย                                
กรดแอซติกิ  1% v/v อณุหภมูิ 30oC,  BF: ตวัอย่างที่สกดัด้วยกรดแอซติกิ 1% v/v อณุหภมูิ 40oC,  CT: ตวัอย่างที่สกดั
ด้วยกรดแอซติกิ 5% v/v อณุหภมูิ 30oC และ CF: ตวัอย่างที่สกดัด้วยกรดแอซติกิ 5% v/v อณุหภมูิ 40oC 
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4.2.2 ภาวะท่ีเหมาะสมในการยอ่ยโปรตีนจากใบยาสบู 
  4.2.2.1 ระดบัการยอ่ยโปรตีน 

ยอ่ย ใบยาสบูท่ีผา่นการสกดันิโคตนิ ด้วยน า้ อณุหภมูิ 30oC ด้วยเอนไซม์ 
Flavourzyme®  ตามวิธีการในข้อ 3.2.2    ผลการวิเคราะห์ระดบัการยอ่ยโปรตีนท่ีภาวะตา่ง ๆ 
แสดงในตารางท่ี 4.5 
 
ตารางท่ี 4.5   ระดบัการยอ่ยโปรตีนจากใบยาสบูท่ีภาวะตา่ง ๆ 
ความเข้มข้น
ของเอนไซม์ 

(% w/w) 

ระดับการย่อยโปรตีน (%) 
เวลาในการย่อย (ชั่วโมง) 

0 1 2 3 4 

0 
1 
2 
5 

7.5 

3.44Cb ± 0.50 

8.84Bc ± 2.88 

8.44Bb ± 0.70 

12.22Bb ± 2.15 

16.60Ab ± 2.56 

22.23Ba ± 0.98 

25.20Bb ± 3.08 

26.39Ba ± 2.29 
34.92Aa ± 3.76 

34.64Aa ± 2.33 

23.00Ba ± 2.51 

30.09ABa ± 1.97 

27.53ABa ± 1.96 

32.91Aa ± 6.41 

35.66Aa ± 6.76 

26.28Ba ± 6.66 

32.07ABa ± 1.13 

26.76Ba ± 1.22 

35.78Aa ± 3.70 

35.25Aa ± 5.26 

25.51Ca ± 4.20 

32.11ABa ± 1.15 

28.53BCa ± 1.82 

33.41ABa ± 3.45 

36.31Aa ± 3.35 

A, B, C ตวัเลขในคอลมัน์เดียวกนัท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั (p  0.05) 
a, b, c  ตวัเลขในแถวเดียวกนัท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั (p  0.05) 

 
จากการวิเคราะห์ข้อมลูทางสถิติ พบวา่ความเข้มข้นเอนไซม์และเวลาในการ

ยอ่ยโปรตีนมีผลตอ่ระดบัการยอ่ยโปร ตีนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ (p  0.05)   แตไ่มพ่บอิทธิพล
ร่วมระหวา่งความเข้มข้นเอนไซม์และเวลาในการยอ่ยโปรตีน (p > 0.05) (ตารางวิเคราะห์ความ
แปรปรวน ค 3)    เม่ือเวลาในการยอ่ยโปรตีนสงูขึน้   ระดบัการยอ่ยโปรตีนจะเพิ่มสงูขึน้ และเร่ิม
คงท่ีเม่ือเวลาในการยอ่ยผา่นไ ปหนึง่ชัว่โมง (ตารางท่ี 4.5)    ซึง่สอดคล้องกบังานวิจยัของ       
Guan และคณะ (2007) ท่ีศกึษาการท าโปรตีนไฮโดรไลเสตจากร าข้าวโอ๊ต  โดยใช้เอนไซม์ trypsin 
ปริมาณ 1.5% ของสารตัง้ต้น  ยอ่ยท่ีอณุหภมูิ 45oC pH 8 เป็นเวลา 4 ชัว่โมง  พบวา่ระดบัการยอ่ย
โปรตีนเพิ่มสงูขึน้เม่ือเวลาในการยอ่ยโปรตีนเพิ่มขึน้ และเร่ิมคงท่ีเม่ือเวลาในการยอ่ยโปรตีนผา่นไป
สองชัว่โมง     ทัง้นีเ้น่ืองจากโปรตีนท่ีเป็นสารตัง้ต้นของปฏิกิริยาถกูยอ่ยด้วยเอนไซม์ท าให้มี
ปริมาณลดลง   ดงันัน้เม่ือเวลาผา่นไประดบัก ารยอ่ยโปรตีนจงึคอ่นข้างคงท่ี    หรือเกิดจาก การท่ี
สารตัง้ต้นถกูยอ่ย เป็นผลิตภณัฑ์มากขึน้   ท าให้ผลิตภณัฑ์ท่ีได้ไปยบัยัง้การท างานของเอนไซม์  
ระดบัการยอ่ยโปรตีนจงึคงท่ี 
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เม่ือพิจารณาความเข้มข้นของเอนไซม์พบวา่ ท่ีเวลาในการยอ่ยโปรตีนเทา่กนั  
เม่ือความเข้มข้นของเอนไซม์สงูขึน้ ระดบัการยอ่ยโปรตีนจะมีคา่สงูขึน้  โดยพบวา่ท่ีความเข้มข้น
เอนไซม์เทา่กบั 5.0 และ 7.5% w/w ใช้เวลาในการยอ่ย 3 และ 4 ชัว่โมง  ให้ระดบัการยอ่ยโปรตีนท่ี
สงูท่ีสดุ  และมีคา่ไมแ่ตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ (p > 0.05)    แต่ในการเลือกภาวะใน
การเตรียม โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเหมาะสม ควรพิจารณาระดบัการยอ่ ยโปรตีนควบคูก่บัปริมาณ
กรดอะมิโนอิสระท่ีได้  เพ่ือให้ได้โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเหมาะสมตอ่การน าไปใช้ประโยชน์ตอ่ไป 

 
4.2.2.2 ปริมาณกรดอะมิโนอิสระในโปรตีนไฮโดรไลเสต 

จากการวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนอิสระท่ีได้จากการยอ่ยตวัอยา่งใบยาสบู
ด้วยเอนไซม์ Flavourzyme® ตามภาวะต่าง ๆ  โดยใช้ HPLC (ภาคผนวก ก 5)    ผลของปริมาณ
กรดอะมิโนอิสระทัง้หมดในโปรตีนไฮโดรไลเสตแสดงดงัรูปท่ี 4.2 (ข้อมลูในตารางท่ี ข 1) 

 

 
รูปท่ี 4.2   ปริมาณกรดอะมิโนอิสระทัง้หมดท่ีได้จากการยอ่ยโปรตีนจากใบยาสบูท่ีภาวะตา่ง ๆ 
 

จากการวิเคราะห์ข้อมลูทางสถิติ พบวา่ความเข้ มข้นเอนไซม์และเวลาในการ
ยอ่ยโปรตีนมีผลตอ่ ปริมาณกรดอะมิโนอิสระทัง้หมด อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ (p  0.05)   และ
พบอิทธิพลร่วมระหวา่งความเข้มข้นเอนไซม์และเวลาในการยอ่ยโปรตีน (p  0.05) (ตาราง
วิเคราะห์ความแปรปรวน ค 4)    โดยเม่ือความเข้มข้นเอนไซม์และ เวลาในการยอ่ยโปรตีนมากขึน้ 
ปริมาณกรดอะมิโนอิสระทัง้หมดจะเพิ่มมากขึน้  และมีปริมาณคงท่ีเม่ือเวลาในการยอ่ยโปรตีนผา่น
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ไปหนึง่ชัว่โมง   ซึง่สอดคล้องกบัผลการวิเคราะห์ระดบัการยอ่ยโปรตีนท่ีได้   และพบวา่ท่ีความ
เข้มข้นของเอนไซม์ 7.5% w/w  เวลาในการยอ่ย 3 และ 4 ชัว่โมง  ให้ปริมาณของกรดอะมิโนอิสระ
ทัง้หมดสงูท่ีสดุ 414.13 และ 435.71 มิลลิกรัมตอ่ตวัอยา่ง 100 กรัม ตามล าดบั 

เม่ือพิจารณาปริมาณกรดอะมิโนอิสระท่ีให้กลิ่นรสดีในใบยาสบูได้แก่  
aspartic acid,  glutamic acid และ  proline (Hwang et al., 1995) ( ข้อมลูใน ตารางท่ี  ข 2)  
เปรียบเทียบกั บปริมาณกรดอะมิโนอิสระชนิดอ่ืน ๆ    ผลแสดงดงัรูปท่ี 4.3    จากการ วิเคราะห์
ข้อมลูทางสถิติพบวา่ความเข้มข้นเอนไซม์และเวลาในการยอ่ยโปรตีนมีผลตอ่ ปริมาณกรดอะมิโน
อิสระ ท่ีให้กลิ่นรสดี อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ (p  0.05)   และพบอิทธิพลร่วมระหวา่งความ
เข้มข้นของเอนไซม์และเวลาในการยอ่ยโปรตีน (p  0.05) (ตารางวิเคราะห์ความแปรปรวน ค 5)    
เม่ือความเข้มข้นของเอนไซม์   และเวลาในการยอ่ยโปรตีน เพิ่มขึน้  กรดอะมิโนอิสระท่ีให้กลิ่นรสดี
ในใบยาสบูจะมีปริมาณมากขึน้    โดยพบวา่ท่ีความเข้มข้นเอนไซม์  7.5% w/w เวลาในการยอ่ย 2, 
3 และ 4 ชัว่โมง  ให้ปริมาณกรดอะมิโนอิสระท่ีให้กลิ่นรสดีท่ีสงูท่ีสดุ     เม่ือเปรียบเทียบกบัปริมาณ
กรดอะมิโนอิสระชนิดอ่ืนพบวา่ปริมาณกรดอะมิโนอิสระท่ีให้กลิ่นรสดีมีปริมาณน้อยกวา่     
เน่ืองจากเม่ือความเข้มข้นเอนไซม์เพิ่มขึน้ท าให้ปริมาณกรดอะมิโนอิสระชนิดตา่ง ๆ ทัง้ท่ีเป็น
กรดอะมิโนอิสระท่ีให้กลิ่นรสดี  และกรดอะมิโนอิสระชนิดอ่ืนท่ีได้จากการยอ่ยโปรตีนของเอนไซม์ก็
จะมีปริมาณเพิ่มมากขึน้ 

เม่ือพิจารณาปริมาณกรดอะมิโนอิสระท่ีมีหมูท่ี่เป็น hydrophobic ในใบ
ยาสบูซึง่ได้แก่ tyrosine, valine, isoleucine, leucine และ phenylalanine (ข้อมูลในตารางท่ี ข 3)  
เปรียบเทียบกบัปริมาณกรดอะมิโนอิสระชนิดอ่ืน     ผลแสดงดงัรูปท่ี 4.4    จากผลการ วิเคราะห์
พบวา่เม่ือความเข้มข้นของเอนไซม์   และเวลาในการยอ่ย เพิ่มขึน้ปริมาณของกรดอะมิโนอิสระท่ีมี
หมูท่ี่เป็น hydrophobic จะมีปริมาณเพิ่มมากขึน้   และเม่ือเปรียบเที ยบกบัการเพิ่มขึน้ของ     
กรดอะมิโนอิสระชนิดอ่ืนพบวา่ปริมาณกรดอะมิโนท่ีมีหมูท่ี่เป็น hydrophobic จะมีปริมาณเพิ่มขึน้
แตน้่อยกวา่กรดอะมิโนอิสระชนิดอ่ืน ๆ     ทัง้นีเ้น่ืองจากเม่ือความเข้มข้นเอนไซม์เพิ่มขึน้ท าให้
ปริมาณกรดอะมิโนอิสระชนิด  ตา่ง ๆ ทัง้ท่ีเป็นกรดอะมิ โนอิสระท่ีมีหมูท่ี่เป็น hydrophobic และ
กรดอะมิโนอิสระชนิดอ่ืน ๆ ท่ีได้จากการยอ่ยโปรตีนของ เอนไซม์มีปริมาณเพิ่มมากขึน้    ดงันัน้เม่ือ
เปรียบเทียบปริมาณของ   กรดอะมิโนอิสระท่ีมีหมูท่ี่เป็น hydrophobic กบักรดอะมิโนอิสระชนิด  
อ่ืน ๆ ท่ีความเข้มข้นเอนไซม์มากขึน้จึงพบวา่มีปริมาณกรดอะมิโนอิสระท่ีมีหมูท่ี่เป็น  hydrophobic 
เพิ่มขึน้เล็กน้อย   ซึง่ให้ผลในท านองเดียวกบักรดอะมิโนอิสระท่ีให้กลิ่นรสดี   ซึง่ปริมาณกรดอะมิโน
อิสระท่ีมีหมูท่ี่เป็น hydrophobic จะมีผลตอ่สมบตัเิชิงหน้าท่ี ด้านการละลาย การเกิดโฟม และการ
เกิดอิมลัชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสต 



 
 

1 

 

รูปท่ี 4.3   ปริมาณกรดอะมิโนอิสระท่ีให้กลิ่นรสดีเปรียบเทียบกบัปริมาณกรดอะมิโนอิสระชนิดอ่ืนท่ีได้จากการยอ่ยโปรตีนจากใบยาสบูท่ีเวลาในการยอ่ย ตา่ง ๆ   
(F0, F1, F2, F5 และ F7.5 คือ กรดอะมิโนอิสระท่ีให้กลิ่นรสดีท่ี ได้จากภาวะท่ีใช้เอนไซม์ เข้มข้น 0%, 1%, 2%, 5% และ 7.5% w/w ตามล าดบั และ  R0, R1, R2, R5 

และ R7.5 คือ กรดอะมิโนอิสระชนิดอ่ืนท่ีได้จากภาวะท่ีใช้เอนไซม์เข้มข้น 0%, 1%, 2%, 5% และ 7.5% w/w ตามล าดบั) 
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รูปท่ี 4.4   ปริมาณกรดอะมิโนอิสระท่ีมีหมูท่ี่เป็น hydrophobic เปรียบเทียบกบัปริมาณกรดอะมิโนอิสระชนิดอ่ืนท่ีได้จากการยอ่ยโปรตีนจากใบยาสบูท่ีเวลาในการ
ยอ่ยตา่ง ๆ  (H0, H1, H2, H5 และ  H7.5 คือ  กรดอะมิโนอิสระท่ีมีหมูท่ี่เป็น  hydrophobic ท่ีได้จากภาวะท่ีใช้เอนไซม์เข้มข้น  0%, 1%, 2%, 5% และ  7.5% w/w 

ตามล าดบั และ R0, R1, R2, R5 และ R7.5 คือ กรดอะมิโนอิสระชนิดอ่ืนท่ีได้จากภาวะท่ีใช้เอนไซม์เข้มข้น 0%, 1%, 2%, 5% และ 7.5% w/w ตามล าดบั) 
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จากงานวิจยัของ Nilsang และคณะ (2005) ท่ีศกึษาการผลิตโปรตีน

ไฮโดรไลเสตจากปลาโดยใช้เอนไซม์ Flavourzyme เข้มข้น 50 leucine aminopeptidase unit/g 
โปรตีน  และยอ่ยท่ีอณุหภมูิ 45oC pH 6 เป็นเวลา  6 ชัว่โมง  แสดงให้เห็นวา่ เม่ือเวลาในการยอ่ย
โปรตีนเพิ่มขึน้   ปริมาณของ tryptophan อิสระในโปรตีนไฮโดรไลเสตจะเพิ่มสงูขึน้  และเร่ิมคงท่ี
เม่ือเวลาในการยอ่ยผา่นไปหนึง่ชัว่โมง    ซึง่จากผลการวิเคราะห์ปริมาณ กรดอะมิโนอิสระทัง้หมด 
กรดอะมิโนอิ สระท่ีให้กลิ่นรสดี  และกรดอะมิโนอิสระท่ีมีหมูท่ี่เป็น hydrophobic ในใบยาสบู ท่ีได้
ให้ผลในท านองเดียวกบัผลการทดลองดงักลา่ว  โดยพบวา่ท่ีความเข้มข้นของเอนไซม์เทา่กนั  เม่ือ
เวลาในการยอ่ยโปรตีนเพิ่มขึน้  ปริมาณกรดอะมิโนอิสระทัง้หมด กรดอะมิโนอิสระ ท่ีให้กลิ่นรสดี  
และกรดอะมิโนอิสระท่ีมีหมูท่ี่เป็น hydrophobic จะเพิ่มสงูขึน้  และเร่ิมมีปริมาณคงท่ีเม่ือเวลาผา่น
ไปหนึง่ชัว่โมง 

เชน่เดียวกบังานวิจยัของ Imm และ Lee (1999) ท่ีศกึษาการผลิตกลิ่นรส
อาหารทะเล (seafood flavor) จากปลา red hake (Uraophycis chuss) โดยใช้เอนไซม์ 

Flavourzyme เข้มข้น 0.3% w/w ยอ่ยท่ีอณุหภมูิ 50oC pH 6.8  เป็นเวลา 6 ชัว่โมง   จากการ
ทดลองพบวา่เม่ือเวลาในการยอ่ยเพิ่มขึน้   ความเข้มข้นของกรดอะมิโนอิสระ จะมีคา่สงูขึน้  ยกเว้น
กรดอะมิโน arginine และ histidine ท่ีคอ่นข้างคงท่ี     นอกจากนีย้งัพบวา่ความเข้มข้นของ   
กรดอะมิโน glutamine ซึง่เป็นกรดอะมิโนท่ีให้รส umami มีคา่เพิ่มขึน้ 6-9 เทา่ เม่ือเปรียบเทียบกบั
ตวัอยา่งท่ีไมไ่ด้ผา่นการยอ่ย    ในท านองเดียวกนัความเข้มข้นของกรดอะมิโนท่ีให้รสขม ได้แก่ 
leucine, phenylalanine และ valine ก็มีคา่ท่ีสงูขึน้ด้วย 

ในการเลือกภาวะท่ี เหมาะสมในการยอ่ยโปรตีนจากใบยาสบูโดยใช้เอนไซม์ 
Flavourzyme® จะพิจารณาจากภาวะท่ีให้ระดบัการยอ่ยโปรตีนท่ีสงูและปริมาณกรดอะมิโนอิสระ
ทัง้หมด   รวมทัง้ปริมาณกรดอะมิโนในกลุม่ตา่ง ๆ ท่ีสงู     จากการวิเคราะห์ระดบัการยอ่ยโปรตีน
พบวา่ภาวะท่ีใช้เอนไซม์ 5.0 และ 7.5% w/w เวลาในการยอ่ย 3 และ 4 ชัว่โมง  ให้ระดบัการยอ่ย
โปรตีนท่ีสงูท่ีสดุ     เม่ือพิจารณาปริมาณกรดอะมิโนอิสระทัง้หมด  ปริมาณกรดอะมิโนอิสระท่ีให้
กลิ่นรสดี และปริมาณกรดอะมิโนอิสระท่ีมีหมูท่ี่เป็น hydrophobic พบวา่ภาวะท่ีใช้เอนไซม์ 7.5% 
w/w  เวลาในการยอ่ย  3 และ  4 ชั่วโมง   ให้ปริมาณกรดอะมิโนอิสระทัง้หมด และปริมาณ     
กรดอะมิโนอิสระในกลุม่ตา่ง ๆ สงูท่ีสดุไมแ่ต กตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  (p > 0.05) 
(ตารางวิเคราะห์ความแปรปรวน ค 4  ค 5  และค 6)   ดงันัน้ในการยอ่ยโปรตีนจงึเลือกภาวะท่ีใช้
ความเข้มข้นของเอนไซม์ 7.5% w/w   เวลาในการยอ่ย 3 ชัว่โมง  เพ่ือน าไปใช้ในการศกึษาขัน้
ตอ่ไป 
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4.3 ผลของมอลโทเดกซ์ทรินต่อสมบัตทิางเคมีและกายภาพ  และสมบัตเิชิงหน้าที่ของ
โปรตีนไฮโดรไลเสต 

จากการศกึษาสมบตัทิางเคมีและกายภาพ  และ สมบตัเิชิงหน้าท่ีของโปรตีนไฮโดรไลเสตซึง่
เตรียมโดยใช้อตัราสว่นของใบยา สบู ท่ีผา่นการสกดันิโคตนิด้วยน า้ อณุหภมูิ 30C ตอ่สารละลาย
บฟัเฟอร์เทา่กบั 1 ตอ่ 5  ยอ่ยด้วยเอนไซม์ Flavourzyme® เข้มข้น 7.5% w/w  เป็นเวลา 3 ชัว่โมง   
เตมิมอลโทเดกซ์ทริน (DE = 10)  0 และ 5% w/v    แล้วท าแห้งด้วยวิธีการท าแห้งแบบแชเ่ยือกแข็ง  
(ข้อ 3.3) ได้ผลดงันี ้
 4.3.1 สมบัตทิางเคมีและกายภาพของโปรตีนไฮโดรไลเสต 
  4.3.1.1 คา่ surface hydrophobicity 

ผลการวิเคราะห์คา่ surface hydrophobicity ของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิ
และไมเ่ตมิมอลโทเดกซ์ทริน  โดยใช้ 1-anilino-8-naphtalene-sulphonate (ANS) เป็น 
fluorescence probe ในการวดัหมูท่ี่เป็น hydrophobic ท่ีบริเวณผิวด้านนอกของโมเลกลุโปรตีน 
แสดงในตารางท่ี 4.6 

 
ตารางท่ี 4.6   คา่  surface hydrophobicity ของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิและไมไ่ด้เตมิ         
มอลโทเดกซ์ทรินจากใบยาสบู และ BSA 

ชนิดของตัวอย่าง 
Surface hydrophobicity                          

(ANS hydrophobicity index) 
โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน 9.40b  ± 0.32 
โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทริน (5% w/v) 6.03b  ± 0.59 
BSA 844.30a ±  52.47 
a,b   ตวัเลขที่มีอกัษรก ากบัตา่งกนัแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p  0.05) 
 

จากการวิเคราะห์ผลของมอลโทเดกซ์ทรินตอ่คา่ surface hydrophobicity 
พบวา่มอลโทเดกซ์ทรินมีผลให้คา่ surface hydrophobicity ของโปรตีนไฮโดรไลเสตลดลง  แตไ่มมี่
ความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ (p > 0.05) (ตารางวิเคราะห์ความแปรปรวน ค 7)   
ทัง้นีอ้าจเน่ืองมาจากการท่ีโมเลกลุของมอลโทเดกซ์ทรินเกิดอนัตรกิริยากบัโมเลกลุของโปรตีน  โดย
เกิดการสร้างพนัธะไฮโดรเจน  ท าให้โมเลกลุโปรตีน มีการจดัเรียงตวัใหม่   หรืออาจจะมีสาเหตมุา
จากการท าแห้งแบบแชเ่ยือกแข็งท าให้ hydration shell ของโปรตีนถกูก าจดัออกไป   โครงสร้าง
ของโปรตีนจงึเกิ ดการเปล่ียนแปลง    สง่ผลให้ต าแหนง่ของหมูท่ี่เป็น hydrophobic ท่ีบริเวณผิว
ด้านนอกของโมเลกลุโปรตีนเกิดการเปล่ียนแปลงได้ (Wang, 2000; Anokhina et al., 2005)         
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เม่ือ เปรียบเทียบคา่  surface hydrophobicity ของโปรตีนไฮโดรไลเสตกบัคา่  surface 
hydrophobicity ของ BSA พบวา่คา่ surface hydrophobicity ของโปรตีนไฮโดรไลเสตทัง้สอง
กลุม่มีคา่น้อยกวา่คา่ surface hydrophobicity ของ BSA อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ (p ≤ 0.05)    
ซึง่สอดคล้องกบังานวิจยัของธนัยพร จนัท์แสนโรจน์ (2550) ท่ีพบวา่คา่  surface hydrophobicity 
ของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้จากการยอ่ยโปรตีนจากหอยเป๋าฮือ้ด้วยเอนไซม์ Flavourzyme® มีคา่
น้อยกวา่คา่ surface hydrophobicity ของ BSA   อาจเพราะ  BSA เป็นโปรตีนท่ีมีขนาดโมเลกลุ
ใหญ่และซบัซ้อน  มีน า้หนกัโมเลกลุเทา่กบั 66 kDa  และมีหมูท่ี่เป็น hydrophobic ท่ีอยูด้่านนอก
ผิวมาก  ดงันัน้  BSA จงึมี affinity binding site ในการจบักบั ANS สงู (Moller and Denicola, 
2002)  ท าให้คา่ surface hydrophobicity ของ  BSA ท่ีวิเคราะห์ได้มีคา่มากกวา่โปรตีน       
ไฮโดรไลเสตซึง่มีขนาดโมเลกลุเล็กเน่ืองจากเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการยอ่ยโปรตีน    นอกจากนี ้
โปรตีนไฮโดรไลเสตจากใบยาสบูยงัประกอบด้วยกรดอะมิโนท่ีมี หมูท่ี่เป็นวงแหวน aromatic ได้แก่ 
tyrosine และ phenylalanine (ข้อมลูในตารางท่ี 4.2) ปริมาณน้อย   ท าให้ เกิดปฏิกิริยากบั ANS 
ได้น้อย   ดงันัน้คา่ surface hydrophobicity ของโปรตีนไฮโดรไลเสตทัง้สองจงึมีคา่น้อย 

 
  4.3.1.2 ปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระ 

ปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิและไมเ่ตมิ             
มอลโทเดกซ์ทรินวิเคราะห์ได้จากการวดัการดดูกลืนแสงของสารประกอบระหวา่ง 
trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS)  กบัหมูอ่ะมิโนอิสระ รายละเอียดในข้อ 3.3.1.2    ผลการ
ทดลองแสดงในตารางท่ี 4.7 
 

ตารางท่ี 4.7   ปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิและไมไ่ด้เตมิ                  
มอลโทเดกซ์ทรินจากใบยาสบู และ BSA 

ชนิดของตัวอย่าง 
ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ 

(ไมโครโมลต่อกรัม) 
โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน 3342.19b ± 46.43 
โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทริน (5% w/v) 5005.34a ± 136.74 
BSA 120.73c ± 7.77 
a,b,c  ตวัเลขที่มีอกัษรก ากบัตา่งกนัแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p  0.05) 
 

จากผลการทดลองพบวา่มอลโทเดกซ์ทรินมีผลให้ปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระ
ของโปรตีนไฮโดรไลเสตเ พิ่มขึน้อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ (p ≤ 0.05) (ตารางวิเคราะห์            
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ความแปรปรวน ค 8)     ทัง้นีอ้าจเป็นผลจากมอลโทเดกซ์ทริ นท่ีเตมิลงไปในโปรตีนไฮโดรไลเสต 
ประกอบด้วย พอลิแซคคาไรด์  และ โอลิโกแซคคาไรด์    ซึง่เป็น interference ในการวิเคราะห์
ปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระ โดยใช้ TNBS (Owusu-Apenten, 2002)   ท าให้ปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระ
ของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทรินมีคา่สงูกวา่โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิ           
มอลโทเดกซ์ทรินมาก       และเม่ือเปรียบเทียบปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตกบั 
BSA พบวา่โปรตีนไ ฮโดรไลเสตทัง้สองกลุม่มี ปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระท่ีมากกวา่  BSA อยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิต ิ(p ≤ 0.05)   ทัง้นีเ้น่ืองจากโปรตีนไฮโดรไลเสตเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการยอ่ย
โปรตีน  ซึง่ประกอบด้วยกรดอะมิโนอิสระและเพปไทด์สายสัน้ ๆ    ดงันัน้ โปรตีนไฮโดรไลเสตจงึมี
หมูอ่ะมิโน อิสระ ท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยากบัสารละลาย TNBS ได้มากกวา่ BSA   ท าให้ปริมาณ
หมูอ่ะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตทัง้สองกลุม่ท่ีวิเคราะห์ได้มีคา่สงูกวา่ BSA ซึง่เป็นโปรตีนท่ี
ไมไ่ด้ผา่นการยอ่ย    จากผลการทดลองดงักลา่วสอดคล้องกบังานวิจยัของ Krasaechol และคณะ 
(2008) ศกึษาผลของการยอ่ย sarcoplasmic โปรตีนจาก threadfin beam ด้วยเอนไซม์ trypsin 
โดยใช้อตัราสว่นของเอนไซม์ตอ่สารตัง้ต้น 1: 50  ยอ่ยท่ีอณุหภมูิ 55C pH 7 เป็นเวลา 1 และ 24 
ชัว่โมง ตามล าดบั    จากผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่โปรตีนท่ีผา่นการยอ่ยด้วยเอนไซม์เป็นเวลา 
1 และ 24 ชัว่โมง มีปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระ 594 และ 890 ไมโครโมลตอ่กรัม ตามล าดบั ซึง่มี
ปริมาณมากกวา่ปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระท่ีวิเคราะห์ได้จากโปรตีนท่ีไมไ่ด้ผา่นการยอ่ยด้วยเอนไซม์ 
(318 ไมโครโมลตอ่กรัม) 
 

 4.3.1.3 การเป็นสารต้านออกซิเดชนั 
การวิเคราะห์ความสามารถในการเป็ นสารต้านออกซิเดชนัของโปรตีน

ไฮโดรไลเสตสามารถท าได้หลายวิธี  โดยแตล่ะวิธีจะวิเคราะห์กลไกในการต้านออกซิเดชนัของสาร
ท่ีแตกตา่งกนั     ในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากใบยาสบู ซึง่ประกอบด้วยเพปไทด์สายสัน้ ๆ และ        
กรดอะมิโนอิสระ  และอาจประกอบด้วย สารประกอบฟีนอลิก ท่ีเหลืออยู่ภายหลงัการสกดันิโคตนิ   
ซึง่สารทัง้สามชนิดนีมี้ฤทธ์ิต้านออกซิเดชนัได้   โดยสารแตล่ะชนิดมีกลไกในการต้านออกซิเดชนัได้
แตกตา่งกนัไป  (Rajalakshmi and Narasimhan, 1996 ; Johnson, 2001; Yanishlieva-
Maslarova, 2001; Klompong et al., 2007; Elias, Kellerby, and Decker, 2008)    ดงันัน้
งานวิจยันี ้ จงึวิเคราะห์ความสามารถของสาร ต้านออกซิเดชนัในโปรตีนไฮโดรไลเสต  โดยการ
วิเคราะห์คา่ตา่ง ๆ   รายละเอียดในข้อ 3.3.1.3  ได้ผลการวิเคราะห์ ดงันี ้
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4.3.1.3.1 คา่ ferric reducing antioxidant power (FRAP) 
คา่ FRAP เป็นคา่ท่ีแสดงถึงควา มสามารถในการเป็นสารต้าน

ออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสตในการรีดวิซ์  ferric ion (Fe(III)) ให้เปล่ียนเป็น ferrous ion 
(Fe(II)) ภายใต้ภาวะท่ีเป็นกรด (Benzie and Strain, 1996)    การวิเคราะห์คา่ FRAP ท าโดยการ
วดัคา่การดดูกลืนแสงของสารประกอบ Fe(II)-2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ)  ท่ีมีสี น า้เงิน   
ซึง่เกิดจากสารประกอบ  Fe(III)-TPTZ ถกูรีดวิซ์โดยสารต้านออกซิเดชนั     และวดัได้ท่ีความยาว
คล่ืน 593 นาโนเมตร     จากนัน้น ามาค านวณเปรียบเทียบกบัสารละลายมาตรฐาน trolox    จาก
ผลการทดลอง (ตารางท่ี 4.8)  แสดงให้เห็นวา่โปรตีนไฮโด รไลเสตทัง้สองกลุม่มีความสามารถใน
การรีดวิซ์  Fe(III) ได้    ทัง้นีอ้าจเน่ืองมาจากเพปไทด์สายสัน้ ๆ และกรดอะ มิโนอิสระ  หรือ
สารประกอบฟีนอลิกในโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีสามารถรีดวิซ์  Fe(III) ได้ (Kartika et al., 2007; Elias 
et al.,2008)    จากการวิเคราะห์ผลของมอลโทเดกซ์ทรินตอ่คา่ FRAP พบวา่มอลโทเดกซ์ทรินมีผล
ให้คา่ FRAP ลดลงประมาณ 51%  เม่ือเปรียบเทียบกบัโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์
ทรินอาจเป็นผลมาจากโมเลกลุมอลโทเดกซ์ทรินเกิดอนัตรกิริยากบัโมเลกลุโปรตีน  ท าให้
ความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสตในการรีดวิซ์ Fe(III) ลดลง    หรือเกิดจากโปรตีนไฮโดรไลเสต
ท่ีเติมมอลโทเดกซ์ทรินมีปริมาณโปรตีน น้อยกวา่ปริมาณโปรตีนในโปรตีนไฮโดรไล เสตท่ีไมไ่ด้เตมิ      
มอลโทเดกซ์ทริน ประมาณ 3 เทา่   ท าให้ปริมาณ เพปไทด์สายสัน้ ๆ และกรดอะมิโนอิสระซึง่มี
ความสามารถในการรีดวิซ์ Fe(III) ลดลง 
 

ตารางท่ี 4.8   ความสามารถในการเป็นสารท่ีมีฤทธ์ิต้านออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิ
และไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทรินจากใบยาสบู 

ความสามารถในการเป็นสารต้าน
ออกซิเดชัน 

โปรตีนไฮโดรไลเสต 
มอลโทเดกซ์ทริน 

0% w/v 
มอลโทเดกซ์ทริน 

5% w/v 
FRAP (mmole trolox equivalent /g ตวัอยา่ง) 204.08a ± 0.29 98.09b ± 0.73 
Metal chelating activity (%) 50.98a ± 0.91 43.00b ± 1.56 

a, b   ตวัเลขที่มีอกัษรก ากบัตา่งกนัในแถวเดียวกนัมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p  0.05) 

 
4.3.1.3.2 คา่ metal chelating activity 

Metal chelating activity เป็นปฏิกิริยาขอ งสารต้านออกซิเดชนั
ของโปรตีนไฮโดรไลเสตในการ  chelate Fe(II)  ท าให้สาร hydroperoxide ไมส่ามารถเกิดปฏิกิริยา
กบั Fe(II) แล้วเปล่ียนเป็น peroxyl radical (ROO•) และ alkoxyl radical (RO•) ได้ จงึสามารถ
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ชะลอการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัได้ (Rajalakshmi and Narasimhan, 1996 ; Gordon, 2001)    
การวิเคราะห์คา่ metal chelating activity ท าโดยการวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีลดลงของ
สารประกอบเชิงซ้อน  Fe(Ferrozine)3

2+   ซึง่เป็นผลมาจากการท่ีสารท่ีมีอยูใ่นโปรตีนไฮโดรไลเสต 
chelate Fe(II)  ท าให้ Fe(II) ไมส่ามารถเกิดปฏิกิริยากบั ferrozine ได้      จากการวิเคราะห์ผลของ
มอลโทเดกซ์ทรินตอ่คา่ metal chelating activity (ตารางท่ี 4.8)  พบวา่มอลโทเดกซ์ทรินมีผลให้คา่  
metal chelating activity ของโปรตีนไฮโดรไลเสตลดลงเล็กน้อย (p ≤ 0.05) (ตารางวิเคราะห์
ความแปรปรวน ค  9)  และจากคา่ metal chelating activity ท่ีได้แสดงให้เห็นวา่โปรตีน      
ไฮโดรไลเสตสามารถ chelate Fe(II) ได้เม่ือเปรียบเทียบกบั control ท่ีไมไ่ด้เตมิโปรตีน      
ไฮโดรไลเสต   ทัง้นีเ้ป็นผลจากสารประกอบฟีนอลิก   รวมทัง้เพปไทด์สายสัน้ ๆ และกรดอะมิโน
อิสระในโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีประกอบด้วยหมูซ่ึง่มีอิเล็ก ตรอนคูอิ่สระ (unshared pair of 
electron)  ท าให้สามารถ chelate Fe(II) ได้     จากการน าคา่ metal chelating activity ของ
โปรตีนไฮโดรไลเสต ทัง้สองกลุม่มาเปรียบเทียบกบัคา่  metal chelating activity ของ  
ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) (ตารางท่ี 4.9) พบวา่โป รตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิ     
มอลโทเดกซ์ทรินและไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทรินมีคา่ metal chelating activity เทียบเทา่กบั  EDTA 
ท่ีมีความเข้มข้นอยูใ่นชว่ง 0.10 ถึง 0.15 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร    เน่ืองจาก  EDTA เป็น metal 
chelator ท่ีสามารถ chelate กบัโลหะได้ดี     ดงันั ้นท่ีความเข้มข้นของ EDTA เพียง 0.10 ถึง 0.15 
มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร  จงึมีความสามารถในการ chelate Fe(II) ได้ใกล้เคียงกบัโปรตีนไฮโดรไลเสต
ท่ีใช้ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร     จากผลการเปรียบเทียบคา่ metal chelating activity 
ของโปรตีนไฮโดรไลเสตทัง้สอ งกลุม่กบั EDTA  พบวา่สอดคล้องกบังานวิจยั ของ Zhu, Zhou และ 
Qian (2006) ท่ีศกึษาความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชนัจากโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก 
wheat germ ท่ียอ่ยด้วยเอนไซม์ Alcalase® โดยใช้อตัราสว่นระหวา่งเอนไซม์กบัสารตัง้ต้น 4:10 
ยอ่ยท่ี  pH 8.0 อณุหภมูิ  50C  6 ชัว่โมง    พบวา่โปรตีนไฮโดรไลเสตจาก wheat germ มี
ความสามารถในการ chelating Fe(II) ได้น้อยกวา่ EDTA  โดยท่ีความเข้มข้น เดียวกนั  (1000 
ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร )  โปรตีนไฮโดรไลเสตมีคา่ ferrous chelating activity ร้อยละ 89   ขณะท่ี 
EDTA มีคา่ร้อยละ 99 
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ตารางท่ี  4.9   Metal chelating activity (%) ของโปรตีนไฮโ ดรไลเสตท่ีเตมิและไมไ่ด้เตมิ        
มอลโทเดกซ์ทรินจากใบยาสบู และ EDTA 

ชนิดของตัวอย่าง 
ความเข้มข้นของ
ตัวอย่าง (มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร) 

Metal chelating 
activity (%) 

โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน 20.00 50.98 ± 0.91 
โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทริน (5% w/v) 20.00 43.00 ± 1.56 
EDTA  0.10 39.88 ± 2.60 
EDTA 0.15 61.04 ± 1.30 
EDTA 0.20 75.77 ± 2.17 

 
จากการวิเคราะห์ความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชนัของโปรตีน

ไฮโดรไลเสต  โดยการวิเคราะห์คา่ FRAP  และ metal chelating activity  แสดงให้เห็นวา่โปรตีน
ไฮโดรไลเสตจากใบยาสบูมีความสามารถในการเป็นสารต้านออ กซิเดชนั   โดยการ รีดวิซ์ Fe(III)  
และ chelate Fe(II) ได้     ซึง่ผลท่ีได้สอดคล้องกบัรายงานของ Rao และคณะ (2007) ท่ีศกึษา
ความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชนัขอ งโปรตีนไฮโดรไลเสตจากใบยาสบูท่ีเหลือใช้จาก
กระบวนการผลิต ซึง่ยอ่ยด้วยเอนไซม์ papain (โดยใช้อตัราสว่นของเอนไซม์ตอ่สารตัง้ต้น 1:100 
ยอ่ยท่ีอณุหภมูิ 50C  pH 6 เป็นเวลา 6 ชัว่โมง )   จากรายงานพบวา่โปรตีนไฮโดรไลเสตจากใบ
ยาสบูมีความสามารถในการป้องกนัการเกิดออกซิเดชั นของกรด linoleic ได้   โดยมีอตัราสว่นการ
ยบัยัง้ออกซิเดชนั (oxidation inhibitory ratio  ซึง่วิเคราะห์ได้ด้วยวิธี thiobarbituric acid assay) 
ประมาณร้อยละ  23    การท่ีโปรตีนไฮโดรไลเสตมีความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชนัได้
นัน้  อาจเป็นผลจากสารต้านออกซิเดชั นท่ีมีอยูใ่นโปรตีนไฮโดรไลเสต ได้แก่ กรดอะมิโนอิสระ เชน่ 
tryptophan, histidine, cysteine และ methionine  หรือเพปไทด์สายสัน้ ๆ   ตลอดจน
สารประกอบฟีนอลิกท่ีมีฤทธ์ิต้านออกซิเดชนัได้     โดยเพปไทด์สาย สัน้ ๆ และกรดอะมิโนอิสระ
จดัเป็น  miscellaneous antioxidant ท่ีท า หน้าท่ีเป็น ได้ทัง้  primary antioxidation และ 
synergistic antioxidant (Rajalakshmi and Narasimhan, 1996 ; Yanishlieva-Maslarova, 
2001)     ขณะท่ีสารประกอบ ฟีนอลิกสามารถให้ไฮโดรเจนกบัอนมุลูอิสระ   ท าให้อนมุลูอิสระ
เปล่ียนเป็นสารท่ีเสถียรจงึไมส่ามารถเข้าสูป่ฏิกิริยาแบบลกูโซไ่ด้    นอกจากนีส้ารประกอบฟีนอลิก
บางกลุม่ เชน่ ฟลาโวนอยด์ ยงัสามารถก าจดั superoxide anion หรือ chelate โลหะ  ท าให้
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สามารถชะลอการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัได้ (Rajalakshmi and Narasimhan, 1996; Johnson, 
2001) 

จากผลการวิเคราะห์ยงัพบวา่คา่  FRAP  และ metal chelating activity  ของ
โปรตีนไฮโดรไลเสตจากใบยาสบูแตกตา่งกนัไป     ทัง้นีอ้าจเป็นผลมาจากสารต้านออกซิเดชนัท่ีมี
อยูด้่วยกนัหลายกลุม่ในโปรตีนไฮโดรไลเสต  ซึง่เข้ามามีบทบาทในการต้านออกซิเดชนัได้แตกตา่ง
กนัไปในแตล่ะวิธีซึง่จะวิเคราะห์กลไกในการต้านออกซิเดชนัข องสาร ท่ีแตกตา่งกนั    ดงันัน้คา่ท่ี
วิเคราะห์ได้จงึตา่งกนั 

 

4.3.1.4 น า้หนกัโมเลกลุของโปรตีนไฮโดรไลเสต 
น า้หนกัโมเลกลุของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิและไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน 

ซึง่วิเคราะห์ด้วยวิธี gel filtration chromatography แสดงดงัรูปท่ี 4.5 
 

 
 

รูปท่ี 4.5   Gel filtration chromatography ของ โปรตีนไฮ โดรไลเสต ท่ีเตมิและไมไ่ด้เตมิ            
มอลโทเดกซ์ทริน (PM0 คือ โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ี ไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน และ PM5 คือ โปรตีน
ไฮโดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทริน) 
 

จากผลการวิเคราะห์แสดงให้เห็นวา่โปรตีนไฮโดรไลเสตจากใบยาสู บท่ีไมไ่ด้
เตมิมอลโทเดกซ์ทรินมีน า้หนกัโมเลกลุ ในชว่งกว้าง  มีน า้หนกัโมเลกลุในชว่ง  11,000 Da   และมี

                    PM0                                         PM5  
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สว่นบา่ของกราฟท่ีแสดงน า้หนกัโมเลกลุในชว่ง 24,000 Da     ขณะท่ีโปรตีนไฮโดรไลเสตจากใบ
ยาสบูท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทรินมีน า้หนกัโมเลกลุสองชว่ง ท่ีชดัเจนกวา่คือ ประมาณ 10,000 Da และ
ประมาณ 24,000 Da โดยจะเห็น peak แยกออกคอ่นข้างชดัเจน    โดยจากการวิเคราะห์พบวา่ 
peak ท่ี 2 ท่ีมีน า้หนกัโมเลกลุประมาณ 10,000 Da มีขนาดใหญ่กวา่ peak ท่ี 1  ซึง่แสดงให้เห็นวา่
โปรตีนท่ีได้มีขนาดโมเลกลุในชว่ง 10,000 Da มากกวา่ในชว่ง 24,000 Da    การท่ี โปรตีน    
ไฮโดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทรินมี peak ในชว่ง 24,000 Da เพิ่มขึน้มาอาจเป็นผลมาจากการท่ี
มอลโทเดกซ์ทริน  ซึง่มีน า้หนกัโมเลกลุประมาณ 1,000 Da (Argaiz et al., 1993) เกิดอนัตรกิริยา
กบัโปรตีนบางสว่น   เกิดเป็นโมเลกลุของโปรตีนท่ีมีขนาดใหญ่ขึน้ 
 

4.3.1.5 ลกัษณะทางกายภาพของพืน้ผิวของผงโปรตีนไฮโดรไลเสต 
ลกัษณะทางกายภาพของพืน้ผิวของ ผงโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิและไมไ่ด้

เตมิมอลโทเดกซ์ทรินจากการใช้เคร่ือง scanning electron microscope (SEM) แสดงดงัรูปท่ี 4.6    
จากผลการวิเคราะห์พบวา่ลกัษณะทางกายภาพของพืน้ผิวของโปรตี นไฮโดรไลเสต ทัง้สองกลุม่ มี
ความแตกตา่งกนั  โดยโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน (รูป D, E และ  F) จะมี
ลกัษณะท่ีไมเ่ป็นโพรงเม่ือเปรียบเทียบกบัโปรตีนไฮโดร ไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทริน (รูป G, H 
และ I) ซึง่มีลกัษณะ ท่ีเป็นโพรง     ทัง้นี ้ อาจเป็นผลมาจาก มอลโทเดกซ์ทรินท าให้ขนาดของผลกึ
น า้แข็งท่ีเกิดขึน้ในระหวา่งการท าแห้งแบบแชเ่ยือกแข็งมีขนาดเล็ก และกระจายตวั    ดงันัน้เม่ือท า
แห้งโปรตีนไฮโดรไลเสตแล้ว  โปรตีนไฮโดรไลเสต ท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทรินจงึมีลกัษณะพืน้ผิว ท่ีเป็น
โพรง (ซึง่เกิดจากผลกึน า้แข็งขนาดเล็ก ) มากกวา่โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน          
นอกจากนีบ้ริเวณผิว สมัผสัของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทริน ยงัพบอนภุาคท่ีมีรูปร่าง
กลมเกาะอยู ่ ซึง่อาจเป็ นอนภุาคท่ีผสมอยูใ่นมอลโทเดกซ์ทริน (รูป A, B และ C) ท่ีเข้าไปเกาะอยู่
บริเวณดงักลา่ว    จากความแตกตา่ งของลกัษณะทางกายภาพของพืน้ผิวของโปรตีนไฮโดรไลเสต
ท่ีเตมิและไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทรินจงึอาจสง่ผลให้โปรตีนไฮโดรไลเสตทัง้สองกลุม่มีสมบตัิ ทาง
เคมีท่ีแตกตา่งกนั  ซึง่สอดคล้องกบัผลการทดลองในข้อ 4.3.1.1 ถึง 4.3.1.4 
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A   B   C  

D   E   F  

G   H    I  
 

รูปที่ 4.6   ลกัษณะทางกายภาพของพืน้ผิวของมอลโทเดกซ์ทริน และโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิ
และไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน  จากเคร่ือง scanning electron microscope ท่ีก าลงัขยายตา่ง ๆ  
(A, B และ C คือ ลกัษณะพืน้ผิวของมอลโทเดกซ์ทรินท่ีก าลงัขยาย 350, 750 และ 1,500 เทา่ 
ตามล าดบั  D, E และ F คือ ลกัษณะพืน้ผิวของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทรินท่ี
ก าลงัขยาย 350, 750 และ 1,500 เทา่ ตามล าดบั  และ G, H และ I คือ ลกัษณะพืน้ผิวของโปรตีน
ไฮโดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทรินท่ีก าลงัขยาย 350, 750 และ 1,500 เทา่ ตามล าดบั) 
 

4.3.1.6 สมบตัทิางความร้อนของโปรตีนไฮโดรไลเสต 
สมบตัทิางความร้อน ของโปรตีนไฮโดรไล เสตท่ีเตมิและไมไ่ด้เตมิ              

มอลโทเดกซ์ทรินท่ี วิเคราะห์ ได้จากเคร่ือง differential scanning calorimeter (DSC)  แสดงดงัรูป
ท่ี 4.7 
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รูปท่ี 4.7   กราฟระหวา่ง heat flow และอณุหภมูิท่ีได้ จากการวิเคราะห์โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิ
และไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน  และ มอลโทเดกซ์ทริน  จากเคร่ือง differential scanning 
calorimeter (A คือกราฟท่ีได้จากการวิเคราะห์ โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ี ไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน  B 
คือกราฟท่ีได้จากการวิเคราะห์ มอลโทเดกซ์ทริน  และ C คือกราฟท่ีได้จากการวิเคราะห์ โปรตีน
ไฮโดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทริน) 
 

จากผลการวิเคราะห์สมบตัทิางความร้อนของโปรตีนไฮโดรไลเสตทัง้สองกลุม่
ด้วยเคร่ือง DSC (รูปท่ี 4.7)  พบวา่โปรตีนไฮโดรไล เสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน มีอณุหภมูิ 
onset  และ พลงังาน เอนทาลปี ในชว่ง 73 ถึง 85C แตกตา่งจากโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิ         
มอลโทเดกซ์ทริน เล็กน้อย    ทัง้นีอ้าจเน่ืองมาจากการเกิดอนัตรกิริยาระหวา่ง มอลโทเดกซ์ทรินกบั
โมเลกลุโปรตีน  ท าให้โมเลกลุของโปรตีนเกิดการเปล่ียนแปลง  สง่ผลให้อณุหภมูิ onset และ
พลงังาน เอนทาล ปีในชว่ง 73 ถึง 85C ซึง่ เป็นชว่งอณุหภมูิท่ีโปรตีนเกิดการเสียสภาพ   มีคา่
แตกตา่งกนั       การท่ีพลงังานเอนทาลปี ท่ีได้มีคา่น้อยอาจเป็นผลมาจากโปรตีนไฮโดรไลเสตทัง้
สองกลุม่เป็นผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการยอ่ยโปรตีน   ดงันัน้พลงังานท่ี ท าให้เกิดการเสียสภาพของ
โปรตีนจงึมีคา่น้อย   ซึง่สอดคล้องกบัง านวิจยัของ Ryan และคณะ  (2008) ท่ีศกึษาสมบตัทิาง
ความร้อนของโปรตีนเข้มข้นและโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เหลืองด้วยเคร่ือง DSC  โดยชัง่ตวัอยา่ง
ท่ีมีความเข้มข้นโปรตีน 3.6% w/v 20 มิลลิกรัม ใสล่งใน pan  จากนัน้ scan ในชว่งอณุหภมูิ 30C 
ถึง 140C  โดยใช้อตัราการให้คว ามร้อน 5C ตอ่นาที    จากการทดลองพบวา่โปรตีนเข้มข้นและ
โปรตีนไฮโดรไลเสต จากถัว่เหลืองมีอณุหภมูิ onset 75.99 และ 78.80C  ตามล าดบั   โดยโปรตีน
เข้มข้นจากถัว่เหลือง มีพลงังานเอนทาลปี ท่ีมากกวา่โปรตีนไฮโดรไลเสต   โดยโปรตีนเข้มข้นมี
พลงังานเอนทาลปี 661.13 J/g  ขณะท่ีโปรตีนไฮโดรไลเสตมีพลงังานเอนทาลปี 92.15 J/g    ทัง้นี ้
การท่ีพลงังานเอนทาลปีของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากใบยาสบูมีคา่น้อยกวา่โปรตีนไฮโดรไลเสตจาก       
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ถัว่เหลืองท่ีได้จากงานวิจยั ของ Ryan และคณะ (2008) มาก  อาจเกิดจากการเตรียมตวัอยา่งใน
การวิเคราะห์ท่ีใช้โปรตีนไฮโดรไ ลเสตจากใบยาสบูแบบแห้ง  และใช้ปริมาณตวัอยา่ง  2 มิลลิกรัม    
ท าให้เห็นพลงังานเอนทาลปีไมช่ดัเจนเทา่กบัการใช้ตวัอยา่งในรูปสารละลายในการวิเคราะห์ 

 

4.3.2 สมบัตเิชิงหน้าที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสต 
4.3.2.1 ความสามารถในการละลาย 

รูปท่ี 4.8 แสดงความสามารถในการละลายของโปรตีน ไฮโดรไลเสตจากใบ
ยาสบูในชว่ง  pH 3-10 โดยใช้ความเข้มข้นของโปรตีนไฮโดรไลเสต 1% w/v    จากรูป พบวา่
ความสามารถในการละลายของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทรินในชว่ง pH 3-10 มี
คา่ไมแ่ตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั  (p > 0.05) (ข้อมลูในตารางท่ี ข 4 และตารางวิเคราะ ห์ความ
แปรปรวน ค 10)  โดยมีความสามารถในการละลายอยูใ่นชว่ง 82-91%     เชน่เดียวกบั โปรตีน
ไฮโดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทรินมีความสามารถในการละลายในชว่ง pH 3-10 ไมแ่ตกตา่งกนั
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ (p > 0.05)  โดยมีคา่อยูใ่นชว่ง  70-85%     การท่ีความสามารถในการ
ละลายของโปรตีนไฮโดรไลเสตทัง้สองกลุม่มีคา่ คอ่นข้าง สงู    เน่ืองจากโปรตีนไฮโดรไลเสตเป็น
ผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการยอ่ยโปรตีนท าให้โมเลกลุมีขนาดเล็ก   เป็นผลให้หมูท่ี่ชอบน า้เผยออกมา
ด้านนอกโครงสร้างของโมเลกลุโปรตีนมากขึน้   โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้จงึเกิดปฏิสมัพนัธ์กบัน า้ ได้
ดี (Kristinsson and Rasco, 2000)   ดงันัน้ความสามารถในการละลายของโปรตีนไฮโดรไลเสต
ทัง้สองกลุม่จงึมีคา่สงู 

 

รูปท่ี 4.8   ความสามารถในการละลายของโ ปรตีนไฮโดรไลเสตจากใบยาสบูในชว่ง  pH 3-10  
(PM0 คือ โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน และ PM5 คือ โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิ
มอลโทเดกซ์ทริน 5% w/v) 

                    PM0                                         PM5  



 
 

60 

เม่ือพิจารณาผลของมอลโทเดกซ์ทรินตอ่ความสามารถในการละลายของ
โปรตีนไฮโดรไลเสตพบวา่ความสามารถในการละลายของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิ                 
มอลโทเดกซ์ทรินมีคา่ลดลงเล็กน้อยเม่ือเปรียบเทียบกบัโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไม่ ได้เตมิ               
มอลโทเดกซ์ทรินท่ี pH เดียวกนั      ทัง้นี ้อาจเป็นผลมาจากการเกิด อนัตรกิริยา ระหวา่ง               
มอลโทเดกซ์ทรินกบัโปรตีนไฮโดรไลเสต  โดยมีการสร้างพนัธะไฮโดรเจนระหวา่งหมู ่ hydroxyl ของ
มอลโทเดกซ์ทรินกบัหมู ่ R ท่ีมีขัว้ (polar functional groups) ของกรดอะมิโนซึง่เป็นองค์ประกอบ
ของโปรตีนไฮโดรไลเสต (Anokhina et al., 2005)    ท าให้โปรตีนเกิดปฏิสมัพนัธ์กบัน า้ได้ น้อยลง   
ความสามารถในการละลายของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทรินจงึมีคา่ลดลงเล็กน้อย      
นอกจากนีค้วามสามารถในการละลายของโปรตีนไฮโดรไล เสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทรินท่ีลดลงอาจ
เป็นผลมาจากการท่ีโมเลกลุของมอลโทเดกซ์ทรินประกอบด้วยหมู ่ hydroxyl เป็นจ านวนมาก     ท า
ให้โมเลกลุของมอลโทเดกซ์ทรินมีโอกาสท่ีจะเกิดปฏิสมัพนัธ์กบัโมเลกลุของน า้ได้มาก     ดงันัน้เม่ือ
เตมิมอลโทเดกซ์ทรินจงึอาจเกิดการแยง่จบัน า้ระหว่ างโมเลกลุของมอลโทเดกซ์ทรินกบัโปรตีน   
ความสามารถในการละลายของโปรตีนไฮโดรไลเสตจงึมีคา่ลดลง 
 

4.3.2.2 ความสามารถในการเกิดโฟม 
ความสามารถในการเกิดโฟมของโปรตีนไฮโดรไลเสตในชว่ง pH 4-7 

พิจารณาจากคา่ foam expansion (%) (รูปท่ี 4.9 และตารางท่ี ข 5)   และความคงตวัของ โฟมซึง่
ค านวณจ ากเวลาท่ีท าให้ปริมาตรของโฟมลดลง  50% (ตารางท่ี 4.10)    เม่ือพิจารณา
ความสามารถในการเกิดโฟมของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน   พบวา่เม่ือ pH 
เพิ่มขึน้ (จาก pH 4.0 - pH 7.0)  ความสามารถในการเกิดโฟมจะมีคา่ลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิต ิ (p ≤ 0.05) (ข้อมลูใน ตารางท่ี ข 5 และตารางวิเคราะห์ความแปรปรวน ค 12)    และเม่ือ
พิจารณาความสามารถในการเกิดโฟมของโปรตีนไฮโดรไลเสตในกลุม่ท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทรินพบวา่
มีคา่ลดลง  (p ≤ 0.05) เชน่เดียวกนั   โดยท่ี  pH 4 โปรตีนไฮโดรไลเสตทัง้สองกลุม่จะมี
ความสามารถในการเกิ ดโฟมดีท่ีสดุ      เน่ืองจากท่ี  pH 4 อยูใ่นชว่ง pH ท่ีอาจมีคา่ใกล้เคียงกบัคา่ 
pI ของโปรตีนไฮโดรไลเสต     ดงันัน้ประจสุทุธิของโปรตีนจงึมีคา่เป็นบวกหรือลบเล็กน้อย   ท าให้
คา่ electrostatic repulsion ของโปรตีนมีคา่ไมม่าก  โมเลกลุของโปรตีนจงึมี flexibility ดีขึน้  เป็น
ผลให้ โมเลกลุ โปรตีน เกิดการเคล่ือนท่ี ไปยงั บริเวณผิวสมัผสัระหวา่งอากาศกบั น า้และ เกิดการ
จดัเรียงตวัใหม ่ เพ่ือหอ่หุ้มอนภุาคของอากาศได้ดี  โฟมจงึเกิดได้มาก (Guan et al., 2007)    แต่
เม่ือ pH เพิ่มขึน้ และมีคา่มากกวา่คา่ pI ของโปรตีนไฮโดรไลเสต  ประจสุทุธิขอ งโปรตีนมีคา่เป็น
ลบมากขึน้  คา่ electrostatic repulsion จงึมีคา่สงู  ท าให้โมเลกลุโปรตีนเกิดการผลกักนัมากขึน้  
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flexibility ของโมเลกลุโปรตีนมีคา่ลดลง  สง่ผลให้ความสามารถในการกระจายตวัและการจดัเรียง
ตวัของโปรตีนบริเวณผิวสมัผสัเกิดได้ไมดี่  การเกิดโฟมท่ี pH สงูจงึมีคา่ลดลง 
 

 

รูปท่ี 4.9   ความสามารถในการเกิดโฟมของ โปรตีนไฮโดรไลเสตจากใบยาสบู  และ BSA ในชว่ง 
pH 4-7 (PM0 คือ โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน และ PM5 คือ โปรตีน    
ไฮโดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทริน 5% w/v) 
 

เม่ือเปรียบเทียบความสามารถในการเกิดโฟม ของโปรตีนไฮโดรไลเสตกบั 
bovine serum albumin (BSA) (รูปท่ี 4.9) พบวา่ BSA มีความสามารถในการเกิดโฟม ท่ีดีท่ีสดุท่ี 
pH 6   รองลงมาคือท่ี pH 7, 5 และ 4 ตามล าดบั     เม่ือเปรียบเทียบความสามารถในการเกิดโฟม  
ของ BSA กบัโปรตีนไฮโดรไลเสตในแตล่ะชว่ง pH พบวา่ BSA มีความสามารถในการเกิดโฟมดี
กวา่โปรตีนไฮโดรไลเสตทัง้สองกลุม่    เน่ืองจากโปรตีนจะสามารถเกิดโฟมได้ดีนัน้จะต้องมีสมบตัิ
พืน้ฐาน คือ โปรตีนต้องสามารถดดูซบัท่ีบริเวณผิวสมัผสัระหวา่งอากาศกบัน า้  (adsorb to the air-
water interface) ได้ดีและรวดเร็ว     จากนั ้ นโปรตีนต้องสา มารถคลายตวัและจดัเรียงตวัเป็น
แผน่ฟิล์มบาง ๆ บริเว ณผิวสมัผสัระหวา่งอากาศกบั น า้ได้ดี   ซึง่สมบตัพืิน้ฐานนีข้ึน้กบัสมบตัขิอง
โมเลกลุโปรตีนแตล่ะชนิด ได้แก่ ความยืดหยุน่ของโมเลกลุ ความหนาแนน่และการกระจายตวั 
รวมทัง้คา่ hydrophobicity (Damodaran, 1996)      BSA เป็นโปรตีนท่ีมีโมเลกลุขนาดใหญ่  ท า
ให้สามารถจดัเรียงตวัเป็นแผน่ฟิล์มบริเว ณผิวสมัผสัระหวา่งอากาศกบั น า้  และหอ่หุ้มอนภุาคของ
อากาศไว้ได้ดีกวา่โปรตีนไฮโดรไลเสตซึง่มีขนาดโมเลกลุท่ีเล็ก    นอกจากนี ้ BSA ยงัมีหมูท่ี่เป็น 
hydrophobic มากซึง่สอดคล้องกบัคา่ surface hydrophobicity ท่ีวิเคราะห์ได้ในตารางท่ี 4.6      

               X        BSA                               PM0                            PM5  



 
 

62 

โดยคา่ surface hydophobicity ของโปรตีนแสดงถึงหมูท่ี่เป็น hydrophobic ท่ีบริเวณผิวด้านนอก
ของโมเลกลุโปรตีน  ซึง่จะมีผลตอ่การดดูซบัของโมเลกลุโปรตีนบริเวณผิวสมัผสั ระหวา่งอากาศกบั
น า้    ดงันัน้ BSA จงึมีความสามารถในการเกิดโฟม ท่ีดีกวา่โปรตีนไฮโดรไลเสตทัง้สองกลุม่ 

เม่ือพิจารณาผลของมอลโทเดกซ์ทรินตอ่ความสามารถในการเกิดโฟมพบวา่
มอลโทเดกซ์ทรินมีผลให้ความสามารถในการเกิดโฟมลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ (p ≤ 0.05) 
(ข้อมลูในตารางท่ี ข 5 และตารางวิเคราะห์ความแปรปรวน ค 13)    ซึ่งอาจเป็นไปได้วา่โมเลกลุ
ของมอลโทเดกซ์ทรินเข้าไปขดัขวางการจดัเรียงตวัของโปรตีนบริเว ณผิวสมัผสัระหวา่งอากาศกบั
น า้    ความสามารถในการเกิดโฟมของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทรินจงึมีคา่น้อยกวา่
โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน   หรือเป็นผลจากการท่ีโ ปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิ
มอลโทเดกซ์ทรินมีปริมาณโปรตีนน้อยกวา่โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน  ท าให้
การจดัเรียงตวัของโปรตีนบริเ วณผิวสมัผสัระหวา่งอากาศกบัน า้ เกิดได้ไมดี่   ความสามารถในการ
เกิดโฟมของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทรินจงึมีคา่ลดลง เม่ื อเปรียบเทียบกบัโปรตีน
ไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน 

จากผลการวิเคราะห์ความคงตวัของโฟมจากโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิและ
ไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน  และ BSA ในชว่ง pH 4-7 (ตารางท่ี 4.10)  พบวา่ความคงตวัของโฟม  
จากโปรตีนแตล่ะชนิดในชว่ง pH ท่ีศกึษามีความแตกตา่ งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ (p ≤ 0.05) 
(ตารางวิเคราะห์ความแปรปรวน ค 14)   เน่ืองจาก  pH มีผลตอ่การเปล่ียนแปลงประจสุทุธิของ
โปรตีน  ท าให้การจดัเรียงตวัของโมเลกลุโปรตีนเกิดการเปล่ียนแปลง    ต าแหนง่ของหมู ่
hydrophobic ซึง่มีผลตอ่ความสามารถในการดดูซบับริเว ณผิวสมั ผสัระหวา่งอากาศและ น า้ใน   
แตล่ะชว่ง pH ของโปรตีนจงึแตกตา่งกนั     ดงันัน้ความคงตวัของโฟมในแตล่ะชว่ง pH จงึมีคา่
ตา่งกนั (Damodaran, 1996)     เม่ือพิจารณาผลของมอลโทเดกซ์ทรินตอ่ความคงตวัของโฟมของ
โปรตีนไฮโดรไลเสตในแตล่ะชว่ง pH พบวา่มอลโทเดกซ์ทรินสง่ผลให้ความค งตวัของโฟมมีคา่
ลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  (p ≤ 0.05) (ตารางวิเคราะห์ความแปรปรวน ค 15)  โดยโปรตีน
ไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทรินจะมีความคงตวัของโฟมต ่าท่ีสดุท่ี pH 6     ขณะท่ีโปรตีน
ไฮโดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทรินมีความคงตวัของโฟมต ่าท่ีสดุท่ี pH 7   ทัง้นีอ้าจเป็นผลมาจาก
การท่ีมอลโทเดกซ์ทรินเกิดปฏิสมัพนัธ์กบัโปรตีนไฮโดรไลเสต  โดยมีการสร้างพนัธะไฮโดรเจน
ระหวา่งกนั  ท าให้โมเลกลุของโปรตีนมีโครงสร้างท่ีแตกตา่งไปจากเดมิ     ฟิล์มโปรตีนท่ีเกิดขึน้
บริเวณผิวสมัผสัระหวา่งอากาศและ น า้จงึไมเ่สถียร   ความสามารถในการหุ้ มอากาศของฟิล์มท่ี
เกิดขึน้จงึไมดี่   ดงันัน้โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทรินจงึมีความคงตวัของโฟมต ่าท่ีสดุท่ี 
pH ซึง่มีคา่ตา่งจากโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน    หรือเป็นผลจากโปรตีน
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ไฮโดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทรินมีปริมาณโปรตี นน้อยกวา่โปรตี นไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ ด้เตมิ     
มอลโทเดกซ์ทริน   โปรตีนจงึเกิดฟิล์มบริเวณผิวสมัผสัระหวา่งอากาศกบัน า้ได้ไมดี่  ความสามารถ
ในการหุ้มอากาศของฟิล์มโปรตีนจงึลดลง  ความคงตวัของโปรตีน ไฮโดรไลเสตท่ีเตมิ               
มอลโทเดกซ์ทรินจงึมีคา่ต ่ากวา่โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน 
 

ตารางท่ี 4.10   ความคงตวัของโฟมของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากใบยาสบู และ BSA ในชว่ง       
pH 4-7 

pH 

เวลาท่ีท าให้ปริมาตรโฟมลดลง 50% (นาที) 
โปรตีนไฮโดรไลเสต BSA 

ไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน เตมิมอลโทเดกซ์ทริน 5% 
w/v 

4 5.05Ba ± 1.48 1.35Ab ± 0.02 4.00Aab ± 0.14 
5 4.63Ba ± 0.64 0.70Bb ± 0.42 1.63Cb ± 0.17 
6 1.66Ca ± 0.02 0.30Bc ± 0.00 0.92Db ± 0.04 
7 7.75Aa ± 1.06 ND 2.34Bb ± 0.08 

A, B, C   ตวัเลขในคอลมัน์เดียวกนัท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p  0.05) 
a, b, c   ตวัเลขในแถวเดียวกนัท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p  0.05) 
ND คา่ที่ไมส่ามารถตรวจวดัได้ (non-detectable value) 
 

4.4 ผลการเปล่ียนแปลงของสมบัติทางเคมีของโปรตีนไฮโดรไลเสตในระหว่างการเก็บ
รักษา 

4.4.1 คา่ surface hydrophobicity 
จากการวิเคราะห์คา่ surface hydrophobicity ของโปรตีนไฮโดรไลเสตในระหวา่ง

การเก็บรักษาเป็นเวลา 15 สปัดาห์ (ตารางท่ี 4.11) พบวา่เม่ือระยะเวลาในการเก็บรักษาเพิ่มขึน้  
คา่ surface hydrophobicity ของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทรินมีคา่ลดลงอยา่ง
มีนยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.05) (ตารางวิเคราะห์ความแปรปรวน ค 16)   เชน่เดียวกบัคา่ surface 
hydrophobicity ของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทริน (p ≤ 0.05)    การท่ีคา่ surface 
hydrophobicity ของโปรตีนไฮโดรไลเสตมีคา่ลดลงอาจเป็นผลมาจากการจดัเรียงตวัใหมข่อง
โมเลกลุโปรตีน ในระหวา่งการเก็บรักษา    ซึง่เกิดจากการ  aggregation ระหวา่ง เพปไทด์ท่ีอยูใ่น
โปรตีนไฮโดรไลเสต    สง่ผลให้ปริมาณของหมูท่ี่เป็น hydrophobic มีคา่ลดลงในระหวา่งการ เก็บ
รักษา    ซึง่จากงานวิจยัของ  Lv, Guo, และ  Yang (2009) ท่ีศกึษาการเกิด aggregation ของ
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โปรตีน fraction ตา่ง ๆ (จากโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่เหลือง ) ท่ีผา่นการท าแห้งแบบแชเ่ยือกแข็ง     
ในระหวา่งการเก็บรักษาท่ีอณุหภมูิ -20oC เป็นเวลา 44 วนั    โดยวิเคราะห์การกระจายของน า้หนกั
โมเลกลุ (molecular weight distribution)     จากผลการวิจยัพบ วา่โปรตีน  fraction ตา่ง ๆ  ท่ีได้
จาก โปรตีนไฮโดรไล เสตจากถัว่ เหลือง สามารถเกิด aggregation ในระหวา่งการเก็บรักษาท่ี
อณุหภมูิ  -20oC ได้    โดย fraction ซึง่มีเพปไทด์ท่ีเป็น hydrophobic อยูส่งูจะเกิดการ 
aggregation ของเพปไทด์มากท่ีสดุ   ซึง่ aggregation ท่ีเกิดขึน้ นี เ้ป็นผลมาจาก การเกิด  
hydrophobic interaction ระหวา่งเพปไทด์    ดงันัน้จงึเป็นไปได้วา่การท่ีคา่ surface 
hydrophobicity ของโปรตีนไฮโดรไลเสต จากใบยาสบู ทัง้สองกลุม่ มีคา่ลดลงในระหวา่งการเก็บ
รักษาอาจเป็นผลมาจากการเกิดปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งเพปไทด์ภายในโมเลกลุของโปรตีน 
 
ตารางท่ี 4.11   คา่ surface hydrophobicity ของโปรตีนไฮโดรไลเสตในชว่งการเก็บรักษา 
เวลาในการ
เก็บรักษา 
(สปัดาห์) 

ANS hydrophobicity 

ตวัอย่างท่ีไมไ่ด้เติมมอลโทเดกซ์ทริน ตวัอย่างท่ีเติมมอลโทเดกซ์ทริน 5% w/v 

0 9.40Aa ± 0.32 7.13Ab ± 0.96 
3ns 7.24B ± 0.21 7.68A ± 0.83 
6ns 6.96B ± 0.49 5.12B ± 0.49 
9ns 6.20BC ± 0.98 5.00B ± 0.20 
12 6.10BCa ± 0.01 5.04Bb ± 0.06 

15ns 5.11C ± 0.18 4.79B ± 0.39 
A, B, C   ตวัเลขที่มีอกัษรก ากบัตา่งกนัในคอลมัน์เดียวกนัมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p  0.05) 
a, b, c   ตวัเลขในแถวเดียวกนัท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั (p  0.05) 
 

 4.4.2 ปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระ 
รูปท่ี 4.10 แสดงการเปล่ียนแปลงของปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสต

ท่ีเตมิและไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทรินในชว่งการเก็บรักษา 15 สปัดาห์    จากผลการวิเคราะห์พบวา่
ท่ีระยะเวลาการเก็บรักษาเดียวกนั  ปริมาณ หมูอ่ะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิ  
มอลโทเดกซ์ทรินมีคา่น้อยกวา่ปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิ                  
มอลโทเดกซ์ทริน     เม่ือพิจารณาการเปล่ียนแปลงปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระของโปรตีน         
ไฮโดรไลเสตทัง้สองกลุม่ในชว่งการเก็ บรักษา  พบวา่เม่ือระยะเวลาในการเก็บเพิ่มขึน้  ปริมาณ
หมูอ่ะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทรินมีคา่ลดลงอยา่งมีนยัส าคญั
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ทางสถิติ  (p ≤ 0.05) ( ข้อมลูใน ตาราง ท่ี  ข  6 และตารางวิเคราะห์ความแปรปรวน ค 18)   
เชน่เดียวกบัปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระของโปรตี นไฮโดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทริน (p ≤ 0.05)    
ทัง้นีอ้าจเน่ืองมาจากโมเลกลุโปรตีนเกิด อนัตรกิริยา กบัสารอ่ืน ท่ีมีอยูใ่นโปรตีนไฮโดรไลเสต ใน 
ระหวา่งการเก็บรักษา      ดงันัน้ปริมาณหมูอ่ะมิโนอิ สระท่ีวิเคราะห์ได้จงึมีคา่ลดลง   โดยปริมาณ
หมูอ่ะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโด รไลเสตทัง้สองกลุม่ท่ีลดลงไมน่า่จะ มีสว่น เก่ียวข้องกบัการ
เกิดปฏิกิริยา Maillard   เน่ืองจากโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิและไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทรินมีคา่ 
water activity (aw)  เทา่กบั 0.14 และ 0.07 ตามล าดบั   ซึง่คา่  aw ของโปรตีนไฮโดรไลเสตทัง้สอง
กลุม่ท่ีวิเคราะห์ได้ ไมไ่ด้อยูใ่นชว่งท่ีเหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา Maillard  ซึง่มีคา่อยูใ่นชว่ง   
0.40-0.67 (Rahman and Labuza, 1999)     นอกจากนีโ้ปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้ยงัเก็บไว้ในถงุ  
aluminum foil ท าให้ไมถ่กูแสง  และเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 4oC    ดงันัน้อนัตรกิริยาของโมเลกลุโปรตีน
ท่ีเกิดขึน้จงึไมน่า่มีผลมาจากปฏิกิริยา Maillard 

  
รูปท่ี 4.10   ปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตในชว่งการเก็บรักษา  (PM0 คือ 
โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน และ PM5 คือ โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิ           
มอลโทเดกซ์ทริน 5% w/v) 
 
 
 
 

                    PM0                                         PM5  
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4.4.3  การเป็นสารต้านออกซิเดชนั 
4.4.3.1 คา่ FRAP 

ผลการวิเคราะห์คา่ FRAP ของโปรตีนไฮโดรไลเสตทัง้สองกลุม่เป็น เวลา 15 
สปัดาห์ (รูปท่ี 4.11) พบวา่คา่ FRAP ของโปรตีนไฮโดรไลเสตทัง้สองกลุม่มีแนวโน้มคงท่ีตลอด
ระยะเวลาในการเก็บรักษา  และคา่ FRAP ของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทรินมีคา่น้อย
กวา่คา่ FRAP ของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทรินประมาณ 2 เทา่   ซึง่อาจเป็นผล
มาจากการเกิดอนัตรกิริยาระหวา่งโมเลกลุโปรตีนและมอลโทเดกซ์ทริน   หรือเป็นผลจากโปรตีน
ไฮโดรไลเสตทัง้สองกลุม่มีปริมาณโปรตีนท่ีแตกตา่งกนั  โดยโปรตีนไฮโด รไลเสตท่ีเตมิ               
มอลโทเดกซ์ทรินมีปริมาณโปรตีนน้อยกวา่ โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน 
ประมาณ 3 เทา่   จงึ ท าให้ความสามารถ ในการต้านออกซิเด ชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิ    
มอลโทเดกซ์ทรินมีคา่น้อยกวา่โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน 

 

  
รูปท่ี 4.11   คา่ FRAP ของโปรตีนไฮโดรไลเสตในชว่งการเก็บรักษา  (PM0 คือ โปรตีน        
ไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน และ PM5 คือ โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเติ มมอลโทเดกซ์ทริน 
5% w/v) 

 
4.4.3.2 คา่ metal chelating activity 

ผลการวิเคราะห์คา่ metal chelating activity ของโปรตีนไฮโดรไลเสตทัง้สอง
กลุม่ตลอดระยะเวลาในการเก็บ 15 สปัดาห์ (รูปท่ี 4.12) พบวา่ท่ีระยะเวลาในการเก็บเดียวกนั  
โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทรินมีคา่  metal chelating activity น้อยกวา่โปรตีน     

                    PM0                                         PM5  
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ไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน อยา่งมีนยัส าคญั (p ≤ 0.05) (ข้อมลูในตารางท่ี ข  8  และ
ตารางวิเคราะห์ความแปรปรวน ค 23)   โดยโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทรินมีคา่ 
metal chelating activity คอ่นข้างคงท่ีตลอดเวลาในการเก็บรักษา 15 สปัดาห์     ขณะท่ีคา่ metal 
chelating activity ของโปรตีนไฮโ ดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทรินมีแนวโน้มลดลงในชว่งหก
สปัดาห์แรก  จากนัน้มีคา่คงท่ี  ซึง่อาจเป็นผลมาจากการสร้างพนัธะไฮโดรเจนระหวา่งโมเลกลุ
โปรตีนกบัมอลโทเดกซ์ทริน  ท าให้ความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชนัของโปรตีน
ไฮโดรไลเสตเปล่ียนแปลงไป    หรือเกิดจากปริมาณโปรตี นท่ีแตกตา่งกนัของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ี
เตมิและไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน   ท าให้ความสามารถในการ chelate Fe(II) ของเพปไทด์สาย
สัน้ ๆ หรือกรดอะมิโนอิสระลดลง 

 

  
รูปท่ี 4.12   คา่ metal chelating activity (%) ของโปรตีนไฮโดรไลเสตในชว่งการเก็บรักษา  
(PM0 คือ โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน และ PM5 คือ โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิ
มอลโทเดกซ์ทริน 5% w/v) 
 

จากผลการวิเคราะห์ความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชนัของโปรตีน
ไฮโดรไลเสตจากใบยาสบู   โดยการวิเคราะห์คา่ FRAP และ metal chelating  พบวา่ตลอด
ระยะเวลาในการเก็บ  โป รตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทรินมีคา่ FRAP และ  metal 
chelating สงูกวา่โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิ มอลโทเดกซ์ทริน    ทัง้นีอ้าจเน่ืองมาจากกลไกการ
วิเคราะห์ความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชนัท่ีแตกตา่งกนัในแตล่ะวิธี   รวมทัง้ชนิดของ
สารต้านออกซิเดชนัในโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีมีบทบาทในการต้านออกซิเดชนัได้แตกตา่งกนั      การ

                    PM0                                         PM5  
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ท่ีโปรตีนไฮโดรไลเสตทัง้สองกลุม่มีความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชนัตลอดระยะเวลา
ในการเก็บคอ่นข้างคงท่ี  อาจเป็นผลมาจากภาวะในการเก็บรักษา ( ท่ีอณุหภมูิ 4oC ในถงุ 
aluminum foil ท่ีปิดสนิทแบบสญุญ ากาศ)  สามารถรักษาสมบตักิารเป็นสารต้านออกซิเดชนัของ
โปรตีนไฮโดรไลเสตทัง้สองกลุม่ไว้ได้ 
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บทที่  5 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการทดลอง 
 เม่ือน าใบยาสบูท่ีผา่นการสกดันิโคตนิออกโดยใช้น า้ ท่ีอณุหภมูิ 30oC  มายอ่ยด้วยเอนไซม์ 
Flavourzyme®  เข้มข้น 7.5% w/w  เป็นเวลา 3 ชัว่โมง  ซึง่เป็นภาวะท่ีให้ระดบัการยอ่ยโปรตีนท่ีสงู  
และให้ปริมาณกรดอะมิโนอิสระทัง้หมด สงู   มาท าแห้งแบบแชเ่ยือกแข็ง  โดยศกึษาผลของ      
มอลโทเดกซ์ทริน  (DE = 10) (0 และ  5% w/v)  พบวา่โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิและไมไ่ด้เตมิ     
มอลโทเดกซ์ทรินมีสมบตัด้ิานการละลายในชว่ง pH 3-10 ใกล้เคียงกนั  โดยมีความสามารถในการ
ละลายอยูใ่นชว่ง  70-85% และ 82-91% ตามล าดบั    โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทริน
จะมีสมบตัด้ิานการเกิดโฟมท่ีต ่ากวา่โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทรินตลอดชว่ง  pH 
4-7    โดยโปรตีนไฮโดรไลเสตทัง้สองกลุม่มีความสามารถในการเกิดโฟม  และความคงตวัของโฟม  
ดีท่ีสดุท่ี  pH 4     เม่ือพิจารณาคา่  surface hydrophobicity พบวา่โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิ      
มอลโทเดกซ์ทรินมีคา่ surface hydrophobicity ต ่ากวา่โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิเล็กน้อย    
ขณะท่ีปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทรินมีคา่สงูกวา่     เม่ือ
พิจารณาความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชนัพบวา่โปรตีนไฮโดรไลเสตทัง้สองกลุม่มี
ความสามารถในการต้านออกซิเดชนั   โดยโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทรินมีคา่ FRAP 
และ metal chelating activity ท่ีต ่ากวา่โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน      เม่ือ
พิจารณาลกัษณะทางกายภาพของพืน้ผิวของโปรตีนไฮโดรไลเสตทัง้สองกลุม่พบวา่โปรตีน   
ไฮโดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทรินมีลกัษณะพืน้ผิวท่ีเป็นโพรงมากกวา่โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้
เตมิมอลโทเดกซ์ทริน 
 ในชว่งการเก็บรักษาเป็นเวลา 15 สปัดาห์  พบวา่โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทริน
และไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทรินมีคา่ surface hydrophobicity ลดลง     เชน่เดียวกบัปริมาณ   
หมูอ่ะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตทัง้สองกลุม่ท่ีมีคา่ลดลง      เม่ือพิจารณาความสามา รถใน
การเป็นสารต้านออกซิเดชนัพบวา่ตลอดระยะเวลาในการเก็บโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีไมไ่ด้เตมิ     
มอลโทเดกซ์ทรินมีคา่ FRAP และ metal chelating คงท่ี     ขณะท่ีตลอดเวลาในการเก็บโปรตีน
ไฮโดรไลเสตท่ีเตมิมอลโทเดกซ์ทรินมีคา่ FRAP คงท่ี  แตมี่แนวโน้มของคา่ metal chelating ลดลง 
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5.2 ข้อเสนอแนะ 
 จากผลของสมบตัเิชิงหน้าท่ีของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้สามารถน าไปใช้เป็นข้อมลูเบือ้งต้น
ในการน าโปรตีนไฮโดรไลเสตจากใบยาสบูท่ีได้ไปประยกุต์ใช้ในผลิตภณัฑ์อ่ืน เชน่ การน าโปรตีน
ไฮโดรไลเสตไปใช้เป็นสว่นผสมของสารปรุงแตง่กลิ่นรสในผลิตภณัฑ์ยาสบู    เ น่ืองจากโปรตีน
ไฮโดรไลเสตท่ีได้มีความสามารถในการละลายสงู     นอกจากนีโ้ปรตีนไฮโดรไลเสตยงัมีปริมาณ
กรดอะมิโนอิสระท่ีให้กลิ่นรสดีและปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระอยูม่ากซึง่อาจเป็นสว่นส าคญัใน
กระบวนการเกิดสารให้กลิ่นรสท่ีดีในใบยาสบู    ดงันัน้หากน าโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้ ไปเตมิลงใน
ผลิตภณัฑ์จากใบยาสบูอาจชว่ยให้ผลิตภณัฑ์มีกลิ่นรสท่ีดีเพิ่มขึน้    นอกจากนีโ้ปรตีนไฮโดรไลเสต
ยงัมีความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชนัได้  ซึง่อาจน าไปสูก่ารลดพิษภยัจากสาร ท่ีมีอยู่ใน
บหุร่ี ได้      ทัง้นีค้วรศกึษาปริมาณของสารประกอบฟีนอลิกท่ี มีอยูใ่นโปร ตีนไฮโดรไลเสตท่ีได้   
รวมทัง้สารประกอบชนิดอ่ืนเพิ่มเตมิด้วย   เน่ืองจากโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีผลิตได้มีปริมาณโปรตีน
ประมาณร้อยละ 7    ดงันัน้จงึเป็นไปได้วา่ ในโปรตีนไฮโดรไลเสต จะประกอบด้วย สารประกอบ       
ฟีนอลิก และสารประกอบชนิดอ่ืน   นอกเหนือจากเพปไทด์สายสัน้ ๆ และกรดอะมิโนอิสระ   ซึง่มี
ฤทธ์ิต้านออกซิเดชนัได้ 
 การน าโปรตีนไฮโดรไลเสตจากใบยาสบูท่ีได้ไปใช้ประโยชน์ในด้านการเป็นสารให้กลิ่นรสใน
บหุร่ีจ าเป็นท่ีจะต้องศกึษาในเชิงลกึเก่ียวกบัสารให้กลิ่นรสท่ีมีอยูใ่นโปรตีนไฮโดรไลเสต    ดงันัน้จงึ
นา่จะมีการศกึษา flavor profile ของสารให้กลิ่นรสทัง้ท่ีมีอยูใ่นใบยาสบู  และโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ี
ได้   เพ่ือใช้เป็นข้อมลูเบือ้งต้นในการตดัสินใจน าโปรตีนไฮโดรไลเสตไปใช้ประโยชน์ในผลิตภณัฑ์
ยาสบูตอ่ไป 
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ภาคผนวก ก 
วิธีวิเคราะห์องค์ประกอบของใบยาสูบ 

 
ก 1 การวิเคราะห์ปริมาณความชืน้  

ตามวิธีของ A.O.A.C. บทท่ี 3 หน้า 30 (A.O.A.C., 1995)  
ชัง่ตวัอยา่งประมาณ 2-5 กรัม (ทศนิยม 4 ต าแหนง่) ใสภ่าชนะอะลมูิเนียมซึง่อบแห้ง  และชัง่

น า้หนกัแล้ว   จากนัน้น าตวัอยา่งเข้าอบแห้งในตู้อบท่ีอณุหภมูิ  99.5 ± 0.5C  เป็นเวลา 3 ชัว่โมง   
น าตวัอยา่งออกจากตู้อบ  ทิง้ ไว้ให้เย็นในเดซิคเคเตอร์  แล้วชัง่น า้หนกั    จากนัน้น าตวัอยา่งเข้าอบ
ในตู้อบ และชัง่น า้หนกัซ า้   จนกระทัง่ตวัอยา่งมีน า้หนกัคงท่ี  น ามาค านวณปริมาณความชืน้จาก 

 

ความชืน้ (%)   =   (น า้หนกัก่อนอบแห้ง (กรัม) – น า้หนกัหลงัอบแห้ง (กรัม)) × 100 
                                                                  น า้หนกัก่อนอบแห้ง (กรัม)  
 
ก 2 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Dumas combustion 

ชัง่ตวัอยา่ง  0.15 กรัม  (ทศนิยม  4 ต าแหนง่ ) ใส่ลงในแผน่อะลมูิเนียม ฟอยด์    แล้วใส่
ตวัอยา่ง เข้าเคร่ืองวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนซึง่จะเผาไหม้ตวัอยา่งท่ีอณุหภมูิ 950C  จนตวัอยา่ง
เกิดการเผาไหม้สมบรูณ์   จากนัน้เคร่ืองจะ เผาตวัอยา่งท่ีได้จากการเผาไหม้ในครัง้แรก อีกครัง้ ท่ี
อณุหภมูิ 850C เพ่ือขจดัสิ่งปนเปือ้นออกจนหมด    แล้ววิเคราะห์ปริมาณก๊าซไนโตรเจนท่ีเกิดขึน้    
ค านวณหาปริมาณโปรตีนจากปริมาณไนโตรเจนท่ีวิเคราะห์ได้จาก 

 

ปริมาณโปรตีน (%) =  ปริมาณไนโตรเจนท่ีได้ (% w/w) × CF 
           

            CF  =  Conversion Factor (ในการทดลองใช้ 6.25 (A.O.A.C.959.04, 1995))  
 
ก 3 การวิเคราะห์ปริมาณนิโคตนิ 

1 การเตรียมสารเคมี 
1.1 การเตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ pH 9.2 

ชัง่ sodium chloride 2.35 กรัม และ sodium tetraborate 7.60 กรัม ใสล่งใน      
บีกเกอร์    ละลายด้วยน า้กลัน่   แล้วปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร โดยใช้ขวดวดัปริมาตร   
จากนัน้เตมิสารละลาย Brij® 35 เข้มข้น 30% (w/v) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร    สารละลายท่ีเตรียมได้
สามารถเก็บไว้ได้ 1 สปัดาห์ 
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1.2 การเตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ pH 7.0 
ชัง่ di-sodium hydrogen phosphate 32.60 กรัม  กรดซิตริก 10.40 กรัม  และ

กรด sulfanilic 7.00 กรัม  ใสใ่นบีกเกอร์   น าไปละลายด้วยน า้กลัน่  แล้วปรับปริมาตรเป็น 1,000 
มิลลิลิตร ในขวดวดัปริมาตร   จากนัน้เตมิสารละลาย Brij® 35 เข้มข้น  30% w/v ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร  โดยสารละลายท่ีเตรียมได้สามารถเก็บไว้ได้ 1 สปัดาห์ 

1.3 การเตรียมสารละลาย potassium cyanide 
ละลาย  potassium cyanide 1.0 กรัม ด้วยน า้กลัน่  แล้วปรับปริมาตรเป็น 250 

มิลลิลิตร ในขวดวดัปริมาตร 
1.4 การเตรียมสารละลาย chloramines-T 

ละลาย chloramines-T 4.33 กรัม ด้วยน า้กลัน่  แล้วปรับปริมาตรเป็น 250 
มิลลิลิตร โดยใช้ขวดวดัปริมาตร    สารละลายท่ีเตรียมสามารถเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 4C ได้นาน 5 วนั 

2 การสกดันิโคตนิออกจากตวัอยา่งใบยาสบู  
ชัง่ตวัอยา่งใบยาสบู 0.2 กรัม ใสใ่น Erlenmeyer flask ขนาด 125 มิลลิลิตร   เตมิกรด

แอซิตกิเข้มข้น 5% v/v ปริมาตร 25 มิลลิลิตร   แล้วน า flask ไปเขยา่บนเคร่ืองเขยา่ท่ี อณุหภมูิห้อง
เป็นเวลา 1 ชัว่โมง   จากนัน้น าไปกรองผา่นกระดาษกรอง whatman เบอร์ 1  เพ่ือแยกใบยาสบู
ออกจากสารสกดั   น าสารสกดัท่ีได้ไปวิเคราะห์ปริมาณนิโคตนิโดยใช้เคร่ือง  automatic wet 
chemistry analyzer 

3 การวิเคราะห์ปริมาณนิโคตนิด้วยเคร่ือง automatic wet chemistry analyzer 
น าสารสกดันิโคติ นท่ีได้มาวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง automatic wet chemistry analyzer    

โดยเคร่ืองจะดดูสารสกดั 230 ไมโครลิตร  ผสมกบัสารละลายบฟัเฟอร์ pH 9.2  600 ไมโครลิตร  
และสารละลายบฟัเฟอร์ pH 7.0  800 ไมโครลิตร ตามล าดบั   จากนัน้เคร่ืองจะเตมิ สารละลาย 
potassium cyanide 100 ไมโครลิตร และ สารละลาย  chloramines-T 100 ไมโครลิตร เพ่ือท า
ปฏิกิริยากบันิโคตนิ   แล้ววดัการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 460 นาโนเมตร    ค านวณปริมาณ
นิโคตนิจาก 

 

ปริมาณนิโคตนิ (%) =  ปริมาณนิโคตนิท่ีได้จากเคร่ือง (ppm) × 100 
              100 – ปริมาณความชืน้ (%) 
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ก 4 การวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี Modified Lowry 
ตามวิธีของ Peterson (1977) 
1 การเตรียมสารเคมี 

1.1  การเตรียมสารละลาย A  
สารละลาย A ประกอบด้วยสารละลาย  copper tartrate carbonate (CTC)  

สารละลาย sodium dodecyl sulphate เข้มข้น 10% w/v  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เ ข้มข้น 
0.8 N และน า้กลัน่ในปริมาณท่ีเทา่กนั 

เตรียมสารละลาย CTC โดยเตมิสารละลาย sodium carbonate เข้มข้น 20% w/v 
ลงในสารละลาย  copper sulphate-tartrate ซึง่คนตลอดเวลา   จนสารละลายสดุท้ายท่ีได้มี 
copper sulphate pentahydrate เข้มข้น 0.1% w/v potassium tartrate เข้มข้น 0.2% w/v และ 
sodium carbonate เข้มข้น 10% w/v   

1.2  การเตรียมสารละลาย B 
ผสม Folin-Ciocalteu phenol reagent กบัน า้กลัน่ อตัราสว่น 1:5 

2 การทดลองหาปริมาณโปรตีน 
เตมิตวัอยา่ง  100 ไมโครลิตร  ใสล่งใน eppendorf tube จากนัน้ปรับปริมาตรเป็น             

1 มิลลิลิตร ด้วยน า้กลัน่    เตมิสารละลาย  sodium deoxycholate (DOC) เข้มข้น 0.15% w/v  
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร   เขยา่ให้เข้ากนั  ตัง้ทิง้ไว้ 10 นาที  แล้วเตมิสารละลาย trichloroacetic 
acid (TCA) เข้มข้น 72% w/v  ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  เขยา่ให้เข้ากนั   น าไป centrifuged ด้วย
ความเร็ว 8000×g เป็นเวลา 15 นาที    จากนัน้เทสว่นใส (supernatant) ทิง้  แล้วเตมิสารละลาย  
A 1 มิลลิลิตร  เขยา่จนตะกอนละลายหมด  ตัง้ท่ีไว้เป็นเวลา  10 นาที   เตมิสารละลาย  B 0.5 
มิลลิลิตร   เขยา่ให้เข้ากนั  ตัง้ทิง้ไว้ 30 นาที   น าไปวดัการดดูกลืนแสงท่ีควา มยาวคล่ืน 750        
นาโนเมตร 

3 การท ากราฟมาตรฐาน 
เตมิสารละลาย  bovine serum albumin (BSA) เข้มข้น 0.1% w/v  ปริมาตร 4, 8, 12, 

16, 20, 40, 60, 80 และ 100 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง  ปรับปริมาตรแตล่ะหลอดให้เป็น 1 
มิลลิลิตร  ด้วยน า้กลัน่  (ส าหรับ blank จะใช้น า้กลัน่  1 มิลลิลิตร แทนตวัอยา่ง )   จากนัน้เตมิ
สารละลาย DOC เข้มข้น 0.15% w/v  ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  เขยา่ให้เข้ากนั  ตัง้ทิง้ไว้ 10 นาที   
เตมิสารละลาย  TCA เข้มข้น 72 % w/v ปริมาณ  100 ไมโครลิตร   เขยา่ให้เข้ากนั  น าไป 
centrifuged ด้วยความเร็ว 8000×g เป็นเวลา 15 นาที   จากนัน้เทสว่นใสทิง้ แล้วเตมิสารละลาย  
A 1 มิลลิลิตร  เขยา่จนตะ กอนละลายหมด ตัง้ทิง้ไว้เป็นเวลา  10 นาที   เตมิสารละลาย  B 0.5 
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มิลลิลิตร  เขยา่ให้เข้ากนั  ตัง้ทิง้ไว้ 30 นาที    น าไปวดัก ารดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750       
นาโนเมตร  เทียบกบั blank   พลอตกราฟระ หวา่งคา่การดดูกลืนแสง และปริมาณของ BSA   ได้
กราฟมาตรฐานดงัรูป ก 1 

 
รูปท่ี ก 1   กราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Modified Lowry 

 
ก 5 การ วิเคราะห์ชนิดและปริมาณของกรดอะมิโน  17 ชนิด * ด้วย เคร่ือง high 
performance liquid chromatography (HPLC) 

1 การเตรียม Waters AccQ. reagent เพ่ือท าอนพุนัธ์กบัตวัอยา่งก่อนวิเคราะห์ด้วย เคร่ือง 
HPLC 

เตมิ  Water AccQ. fluor reagent diluents 1 มิลลิลิตร  ลงใน  Water AccQ. fluor 
reagent powder เขยา่ให้สารตวัอยา่งละลาย   จากนัน้น าไปอบท่ีอณุหภมูิ  55C เป็นเวลา  10 
นาที  โดย Waters AccQ. reagent ท่ีเตรียมได้สามารถเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิห้องได้นาน 1 สปัดาห์ 

2 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน และการท าอนพุนัธ์  
เตมิสารละลายมาตรฐานกรดอะมิโน  40 ไมโครลิตร  ลงในน า้ Milli-Q 960 ไมโครลิตร 

(เก็บท่ีอณุหภมูิ  –20C ได้นาน  1 เดือน )   สารละลายมาตรฐานท่ีเตรียมไ ด้ประกอบด้วย       
กรดอะมิโนแตล่ะชนิดเข้มข้น 100 พิโคโมลตอ่ไมโครลิตร 
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ท าอนพุนัธ์ โดยปิเปตตวัอยา่ง 20 ไมโครลิตร   ใสใ่นหลอดทดลองขนาด  6 x 50 
มิลลิเมตร  จากนัน้เตมิ  Waters AccQ. fluor borate buffer (Waters, USA) 60 ไมโครลิตร  ผสม
ให้เข้ากนั  แล้วเตมิ  Waters AccQ. reagent ท่ีเตรียมไว้ 20 ไมโครลิตร  เขยา่ให้เข้ากนั  ตัง้ไว้ท่ี
อณุหภมูิห้อง 1 นาที   จากนัน้ให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ 55C เป็นเวลา 10 นาที   แล้วน าตวัอยา่งไป
วิเคราะห์ด้วยเคร่ือง HPLC 

3 การท ากราฟมาตรฐาน  
เตมิสารละลายมาตรฐานเข้มข้น 100 พิโคโมลตอ่ไมโครลิตร ปริมาตร  5, 10, 15 และ 20 

ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง   จากนัน้เตมิ  Waters AccQ. fluor borate buffer ปริมาตร 75, 70, 
65 และ 60 ไมโครลิตร   ลงในหลอดทดลองท่ีเตมิสารละลายมาตรฐานเข้มข้นไว้ตามล าดบั    ผสม
ให้เข้ากนั    เตมิ Waters AccQ. reagent 20 ไมโครลิตร  ลงในหลอดทดลองแตล่ะห ลอด  ผสมให้
เข้ากนั   ตัง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง  1 นาที   จากนัน้ให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ  55C เป็นเวลา  10 นาที  
น าไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง  HPLC   แล้วพลอตกราฟระหวา่งพืน้ท่ี ใต้กราฟของโครมาโตแกรม       
(รูปท่ี ก 2) กบัปริมาณกรดอะมิโนแตล่ะชนิดท่ีแตล่ะความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน 

ภาวะในการวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนด้วยเคร่ือง HPLC 
ปริมาณตวัอยา่ง 10 ไมโครลิตร 
สารละลายเฟสเคล่ือนท่ี Eluent A ( AccQ. Tag Eluent A 

Concentrate: น า้  Milli-Q ; 1:10)  
Eluent B (acetonitrile 60%(v/v)) 

คอลมัน์ AccQ. Tag Amino Acid Analysis 
เคร่ืองตรวจวดั Water 2487 Dual Absorbance 

detector 
อตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ี 1.0 มิลลิลิตรตอ่นาที 
อณุหภมูิในการวิเคราะห์ 37C 
เวลาในการวิเคราะห์ 50 นาทีตอ่ตวัอยา่ง 

 
หมายเหต ุ * กรดอะมิโนทัง้ 17 ชนิด ได้แก่ aspartic acid, serine, glutamic acid, glycine, 
histidine, arginine, threonine, alanine, proline, cysteine, tyrosine, valine, methionine, 
lysine, isoleucine, leucine, และ phenylalanine 
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รูปท่ี ก 2   โครมาโตแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดอะมิโน 
 

ก 6 การวิเคราะห์ปริมาณของกรดอะมิโน tryptophan ด้วยเคร่ือง HPLC 
 วิ ธีการเตรียม  o-phthal aldehyde reagent (OPA) เพ่ือท าอนพุนัธ์กบักรดอะมิโน 
tryptophan ท่ีแยกได้จากตวัอยา่งด้วยเคร่ือง HPLC (Shimadzu, Japan) 
 ชัง่ o-phthal aldehyde 0.8 กรัม น าไปละลายด้วยเอทานอล  14 มิลลิลิตร  จากนัน้เตมิ 
polyoxyethylene lauryl ether 0.4 กรัม และ n-acetyl-L-cysteine 1.0 กรัม  น าสารละลายท่ีได้
ไปผสมกบัสารละลาย alkaline buffer 1 ลิตร ซึง่ประกอบด้วยสารละลาย sodium carbonate 
(0.384 M), boric acid (0.216 M) และ potassium sulphate (0.108 M)  

ภาวะในการวิเคราะห์ปริมาณของกรดอะมิโน tryptophan ด้วยเคร่ือง HPLC  
ปริมาณตวัอยา่ง 20 ไมโครลิตร 
สารละลายเฟสเคล่ือนท่ี สารละลาย sodium citrate 0.6 N   

pH 9 (ท่ีมี boric acid 0.2 N ผสมอยู่) 
อตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ี 0.4 มิลลิลิตรตอ่นาที 
คอลมัน์ Shim-pack ISC-07/S 1504 Na 
อตัราการไหลของ OPA ท่ีใช้ท าอนพุนัธ์ 0.3 มลิลิลิตรตอ่นาที 
เคร่ืองตรวจวดั Fluorescence detector 
อณุหภมูิในการวิเคราะห์ 55C 
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ก 7 การวิเคราะห์ค่า ferric reducing antioxidant power (FRAP) ของสารละลาย trolox 
1 การเตรียมสารละลาย FRAP  

เตรียมสารละลาย FRAP โดยปิเปต สารละลาย acetate buffer (pH 3.6) เข้มข้น        
300 mM 25 มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร์   จากนัน้เตมิสารละลาย  ferric chloride เข้มข้น 20 mM 2.5 
มิลลิลิตร  และสารละลาย 2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ) เข้มข้น  10 mM ( ท่ีละลาย ใน
สารละลายกรดไฮโดรคลอริก 40 mM) 2.5 มิลลิลิตร  ผสมให้เข้ากนั   น าสารละลายท่ีเตรียม ไปให้
ความร้อนท่ีอณุหภมูิ 37C เป็นเวลา 30 นาที   ก่อนน ามาใช้ในการวิเคราะห์ 

2 การวิเคราะห์คา่ FRAP ของสารละลาย trolox 
เตมิสารละลาย  trolox เข้มข้น 0.001 M  ปริมาตร 10, 20, 30, 40, 50 และ  60 

ไมโครลิตร   ลงในหลอดทดลอง    แล้วปรับปริมาตรแตล่ะหลอดเป็น  200 ไมโครลิตร  ด้วยน า้กลัน่    
จากนัน้ เตมิสารละลาย  FRAP 2,000 ไมโครลิตร เขยา่ให้เข้ากนั   ตัง้ไว้ในท่ีมืดเป็นเวลา 30 นาที  
วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี ความยาวคล่ืน  593 นาโนเมตร    พลอตกราฟระหวา่งคา่การดดูกลืนแสง
และปริมาณของ trolox (รูป ก 3) 

 
รูปท่ี ก 3   กราฟระหวา่งคา่การดดูกลืนแสงและปริมาณของ trolox 
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ก 8 การวิเคราะห์น า้หนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน 
เตรียมโปรตีนมาตรฐาน ได้แก่ conalbumin จาก chicken egg white (75.0 kDa), 

ovalbumin จากไขไ่ก่ (43.0 kDa), carbonic anhydrase จาก bovine erythrocytes (29.0 kDa), 
ribonuclease A จาก bovine pancreas ( 13.7 kDa), และ aprotinin จาก bovine lung          
(6.5 kDa)  เข้มข้น 2 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร  ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  น าไปวิเคราะห์ ด้วยคอลมัน์  
โครมาโตกราฟี ท่ีบรรจเุรซินชนิด Sephacryl S-200 HR  โดย ใช้เฟสเคล่ือนท่ี คือ สารละลาย
โซเดียมคลอไรด์เข้มข้ น 50 mM  อตัราเร็วของเฟสเคล่ือนท่ี 0.2 มิลลิลิตรตอ่นาที   ปริมาตรของ 
fraction ท่ีเก็บ 3 มิลลิลิตรตอ่หลอด    จากนัน้น า fraction ท่ีแยกได้มาวดัการดดูกลืนแสงท่ีความ
ยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร    พลอตกราฟ ระหวา่งคา่ log molecular weight และคา่ elution 
volume (Ve)/void volume (Vo) (รูป ก 4)  โดยคา่ Vo หาได้จากการวิเคราะห์  blue dextran เข้มข้น 
1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร  ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  ด้วยคอลมัน์ โครมาโตกราฟี 
 

 
รูปท่ี ก 4   กราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์น า้หนกัโมเลกลุด้วยคอลมัน์โครมาโตกราฟี 
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ภาคผนวก ข 
ข้อมูลการทดลอง 

 
ตารางท่ี ข 1 ปริมาณกรดอะมิโนอิสระทัง้หมดท่ีได้จากการยอ่ยโปรตีนจากใบยาสบูท่ีภาวะตา่ง ๆ  
ความเข้มข้น
เอนไซม์ (%) 

ปริมาณกรดอะมิโนอิสระที่เวลาในการย่อยต่างกัน (มิลลิกรัมต่อตัวอย่าง 100 กรัม) 
0 ชัว่โมง 1 ชัว่โมง 2 ชัว่โมง 3 ชัว่โมง 4 ชัว่โมง 

0.0 48.12gh ± 17.71 30.12h ± 1.86 34.53h ± 14.47 31.29h ± 19.17 36.79h ± 10.09 
1.0 33.20h ± 5.95 46.08gh ± 18.20 79.44fg ± 11.62 96.22f ± 29.84 95.73f ± 8.52 
2.0 104.78f ± 34.04 181.64e ± 8.30 158.42e ± 31.24 173.85e ± 23.28 165.67e ± 30.75 
5.0 221.99d ± 16.46 257.06cd ±27.44 277.29c ±29.51 277.25c ± 39.30 262.03c ± 11.75 
7.5 262.08c ±38.69 271.33c ± 13.12 326.90b ± 5.37 414.13a ± 15.96 435.71a ± 10.36 

a, b, c,… ตวัเลขท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัมีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั (p  0.05) 
หมายเหตุ: ปริมาณกรดอะมิโนอิสระเร่ิมต้นท่ีไม่ได้เตมิเอนไซม์เทา่กบั 30.12 ± 1.86 มิลลิกรัมตอ่ตวัอย่าง 100 กรัม 

 
ตารางท่ี ข 2 ปริมาณกรดอะมิโนอิสระท่ีให้กลิ่นรสดีท่ีได้จากการยอ่ยโปรตีนจากใบยาสบูท่ีภาวะ
ตา่ง ๆ 
ความ
เข้มข้น
เอนไซม์ 

(%) 

ปริมาณกรดอะมิโนอิสระที่เวลาในการย่อยต่างกัน (มิลลิกรัมต่อตัวอย่าง 100 กรัม) 

0 ชัว่โมง 1 ชัว่โมง 2 ชัว่โมง 3 ชัว่โมง 4 ชัว่โมง 

0.0 34.01ghi ± 8.65 23.87hi ± 1.39 25.72hi ± 3.89 28.98hi ± 3.84 29.83hi ± 2.56 
1.0 8.20i ± 2.27 7.80i ± 6.82 38.36fgh ± 5.66 39.14fgh ± 10.05 42.14efgh ± 2.63 
2.0 42.21efgh ± 10.58 68.89bcde ± 19.50 47.49defgh ± 14.59 50.32defgh ± 1.57 65.95cdef ± 12.49 
5.0 71.43bcd ± 1.83 58.20defg ± 1.82 95.08ab ± 12.30 64.23cdef ± 0.22 112.37a ± 4.14 
7.5 86.49abc ± 3.80 93.85ab ± 11.51 110.81a ± 5.66 104.66a ± 1.99 109.93a ± 17.50 

a, b, c,… ตวัเลขท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัมีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั (p  0.05) 
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ตารางท่ี ข 3 ปริมาณกรดอะมิโนอิสระท่ีมีหมูท่ี่เป็น hydrophobic ท่ีได้จากการยอ่ยโปรตีนจาก  
ใบยาสบูท่ีภาวะตา่ง ๆ 
ความ
เข้มข้น
เอนไซม์ 

(%) 

ปริมาณกรดอะมิโนอิสระที่เวลาในการย่อยต่างกัน (มิลลิกรัมต่อตัวอย่าง 100 กรัม) 

0 ชัว่โมง 1 ชัว่โมง 2 ชัว่โมง 3 ชัว่โมง 4 ชัว่โมง 

0.0 0j ± 0 0j ± 0 0j ± 0 0j ± 0 0j ± 0 
1.0 3.42j ± 2.60 3.79j ± 0.88 11.22j ± 6.35 32.17hi ± 1.33 13.55j ± 11.33 
2.0 28.61i ± 13.61 54.27def ± 19.45 39.09ghi ± 2.20 53.45defg ± 1.28 69.89bc ± 1.98 
5.0 40.42fghi ± 2.93 67.49bcd ± 3.19 48.47efg ± 3.91 66.24bcd ± 1.44 42.92fgh ± 5.40 
7.5 49.21efg ± 1.61 58.79cde ± 7.04 62.42cde ± 0.43 79.09ab ± 7.79 88.00a ± 4.27 

a, b, c,… ตวัเลขท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัมีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั (p  0.05) 
 
ตารางท่ี ข 4 ความสามารถในการละลายของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิและไมไ่ด้เตมิ                     
มอลโทเดกซ์ทริน 

pH 
Solubility (%) 

ตวัอยา่งที่ไมไ่ด้เติมมอลโทเดกซ์ทรินns ตวัอยา่งที่เติมมอลโทเดกซ์ทริน 5% (w/v)ns 

3ns 85.33 ± 1.53 83.64 ± 9.06 
4ns 82.52 ± 4.57 70.93 ± 5.96 
5ns 89.86 ± 1.07 85.69 ± 6.07 
6ns 86.54 ± 0.57 80.97 ± 2.46 
7ns 86.98 ± 1.54 75.66 ± 4.88 
8 87.44a ± 4.28 71.02b ± 3.21 

9ns 91.59 ± 5.11 81.73 ± 1.67 
10 86.81a ± 2.20 73.85b ± 2.13 

a, b   ตวัเลขท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัในแถวเดียวกนัมีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั (p  0.05) 
ns  ข้อมลูในแถวเดียวกนั และในคอลมัน์เดียวกนัไม่มีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั (p > 0.05) 

 
 
 
 
 

 

53 
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ตารางท่ี ข 5 ความสามารถในการเกิดโฟมของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิและไมไ่ด้เตมิ             
มอลโทเดกซ์ทริน และ BSA 

pH 
foam expansion (%) 

โปรตีนไฮโดรไลเสต BSA 
ไมไ่ด้เติมมอลโทเดกซ์ทริน เติมมอลโทเดกซ์ทริน 5% (w/v) 

4 515.17Ab ± 17.51 164.68Ac ± 7.79 646.00Ca ± 15.56 
5 386.44Bb ± 12.77 9.85Bc ± 6.75 720.00Ba ± 1.41 
6 42.17Cb ± 7.87 2.00Bc ± 0.00 890.00Aa ± 7.07 
7 12.22Cb ± 2.22 ND 735.00Ba ± 9.90 

A, B, C  ตวัเลขท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัในคอลมัน์เดียวกนัมีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั (p  0.05) 
a, b, c  ตวัเลขท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัในแถวเดียวกนัมีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั (p  0.05) 
ND  คือคา่ท่ีไม่สามารถตรวจวดัได้ (non-detectable value) 

 
ตารางท่ี ข 6 ปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิและไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน
ในชว่งการเก็บรักษา 15 สปัดาห์ 

เวลาในการ
เก็บรักษา 
(สปัดาห์) 

ปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระ (ไมโครโมลตอ่กรัมตวัอยา่ง) 

ตวัอยา่งที่ไมไ่ด้เติมมอลโทเดกซ์ทริน ตวัอยา่งที่เติมมอลโทเดกซ์ทริน 5% (w/v) 

0 3342.19Ab ± 46.43 5005.34 Aa ± 136.74 
3 3392.84Ab ± 93.23 3896.66Ba ± 20.08 
6 2351.77Bb ± 17.62 3136.87Ea ± 80.96 
9 2033.13Cb ± 103.47 3639.14Ca ± 74.93 
12 1808.84Db ± 112.38 3350.18Da ± 114.43 

15 1870.68CDb ± 58.73 3117.78Ea ± 11.05 

A, B, C,… ตวัเลขท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัในคอลมัน์เดียวกนัมีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั (p  0.05) 
a, b   ตวัเลขท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัในแถวเดียวกนัมีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั (p  0.05) 
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ตารางท่ี ข 7: คา่ FRAP ของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิและไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทรินในชว่งการ
เก็บรักษา 15 สปัดาห์ 

เวลาในการ
เก็บรักษา 
(สปัดาห์) 

FRAP (mmole trolox equivalent /g ตวัอยา่ง) 

ตวัอยา่งที่ไมไ่ด้เติมมอลโทเดกซ์ทริน ตวัอยา่งที่เติมมอลโทเดกซ์ทริน 5% (w/v) 

0 204.08ABa ± 0.29 98.09Bb ± 0.73 
3 191.19Ca ± 3.84 90.19Cb ± 1.05 
6 200.33ABCa ± 0.87 98.92Bb ± 0.45 
9 194.93BCa ± 6.16 94.55Cb ± 2.51 
12 208.86Aa ± 7.64 98.50Bb ± 1.04 
15 208.02Aa ± 0.00 111.18Ab ± 0.73 

A, B, C  ตวัเลขท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัในคอลมัน์เดียวกนัมีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั (p  0.05) 
a, b   ตวัเลขท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัในแถวเดียวกนัมีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั (p  0.05) 

 

ตารางท่ี ข 8: Metal chelating activity (%) ของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิและไมไ่ด้เตมิ         
มอลโทเดกซ์ทรินในชว่งการเก็บรักษา 15 สปัดาห์  

เวลาในการ
เก็บรักษา 
(สปัดาห์) 

 Metal chelating activity (%) 

ตวัอยา่งที่ไมไ่ด้เติมมอลโทเดกซ์ทริน ตวัอยา่งที่เติมมอลโทเดกซ์ทริน 5% (w/v) 

0 50.98Ba ± 0.91 43.00Ab ± 1.56 
3ns 54.60AB ± 0.43 27.62B ± 0.85 
6 56.24Aa ± 4.17 18.90Db ± 1.73 
9 54.58ABa ± 1.65 25.08BCb ± 0.11 
12 58.54Aa ± 0.10 28.22Bb ± 0.50 

15 50.01Ba ± 0.42 24.25Cb ± 1.70 

A, B, C  ตวัเลขท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัในคอลมัน์เดียวกนัมีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั (p  0.05) 
a, b   ตวัเลขท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัในแถวเดียวกนัมีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั (p  0.05) 
ns ข้อมลูในแถวเดียวกนัไม่มีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ (p > 0.05) 
 

ตารางท่ี ข 9: องค์ประกอบทางเคมีของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิและไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน  

องค์ประกอบ
ทางเคมี 

ปริมาณ (%) 
ตวัอยา่งที่ไมไ่ด้เติมมอลโทเดกซ์ทริน ตวัอยา่งที่เติมมอลโทเดกซ์ทริน 5% (w/v) 

โปรตีน 7.05 ± 0.07 2.06 ± 0.01 
นิโคติน 1.03 ± 0.00 0.32 ± 0.00 
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ภาคผนวก ค 
ตารางวิเคราะห์ความแปรปรวน 

 
ตารางท่ี ค 1 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของปริมาณนิโคตนิคงเหลือในตวัอยา่งใบยาสบูหลงั  
การสกดั 

SOV  df MS 
ปริมาณนิโคตนิคงเหลือ trt 5 0.047* 

 error 6 0.002 
*แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p  0.05) 

 
ตารางท่ี ค 2 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของระดบัการยอ่ยโปรตีนท่ีภาวะการสกดันิโคตนิตา่ง ๆ  

SOV  df MS 
ปริมาณนิโคตนิคงเหลือ trt 23 279.168* 

 error 24 7.234 
*แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p  0.05) 

 
ตารางท่ี ค 3 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของระดบัการยอ่ยโปรตีนท่ีภาวะตา่ง ๆ 

SOV df MS 
ความเข้มข้นของเอนไซม์ (A) 4 330.692* 
ระยะเวลาการยอ่ย (B) 4 1255.519* 

AB 16 6.854 
Error 50 11.607 

*แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p  0.05) 
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ตารางท่ี ค 4 การวิเคร าะห์ความแปรปรวนของ ปริมาณกรดอะมิโนอิสระทัง้หมดในโปรตีน 
ไฮโดรไลเสต 

SOV df MS 
ความเข้มข้นของเอนไซม์ (A) 4 266670.326* 
ระยะเวลาการยอ่ย (B) 4 14492.844* 

AB 16 4350.511* 
Error 50 554.607 

*แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p  0.05) 
 

ตารางท่ี ค 5 การวิเคราะห์ค วามแปรปรวนของ ปริมาณกรดอะมิโนอิสระท่ีให้กลิ่นรสดีในโปรตีน
ไฮโดรไลเสต 

SOV df MS 
ความเข้มข้นของเอนไซม์ (A) 4 12938.176* 
ระยะเวลาการยอ่ย (B) 4 1221.133* 

AB 16 420.100* 
Error 50 182.823 

*แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p  0.05) 
 

ตารางท่ี ค 6 การวิเคราะห์คว ามแปรปรวนของ ปริมาณกรดอะมิโนอิสระท่ีมีหมูท่ี่เป็น 
hydrophobic ในโปรตีนไฮโดรไลเสต 

SOV df MS 
ความเข้มข้นของเอนไซม์ (A) 4 9477.216* 
ระยะเวลาการยอ่ย (B) 4 884.526* 

AB 16 227.955* 
Error 50 46.558 

*แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p  0.05) 
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ตารางท่ี ค 7 การวิเคราะห์ความ แปรปรวนของค่ า surface hydrophobicity ของ โปรตีน   
ไฮโดรไลเสตท่ีเตมิและไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทรินจากใบยาสบู และ BSA 

SOV  df MS 
คา่ surface hydrophobicity trt 2 466589.786* 

 error 3 917.757 
*แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p  0.05) 
 

ตารางท่ี ค 8 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของ ปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระของ โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ี
เตมิและไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทรินจากใบยาสบู และ BSA 

SOV  df MS 
ปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระ trt 2 1.591E7* 

 error 3 5571.257 
*แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p  0.05) 
 

ตารางท่ี ค 9 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของความสามารถในการเป็นสารท่ีมีฤทธ์ิต้าน
ออกซิเดชนัของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิและไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน 

SOV  df MS 
คา่ FRAP trt 1 11232.820* 

 error 2 0.302 
คา่ metal chelating activity trt 1 63.680* 

 error 2 1.620 
*แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p  0.05) 
 

ตารางท่ี ค 10 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของความสามารถในการละลายของโปรตีน    
ไฮโดรไลเสตท่ีเตมิและไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทรินในชว่ง pH 3-10 

SOV df MS 
  trt1 trt2 

pH 7 14.986 67.137 
Error 8 9.539 25.204 

trt1  แทนโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ไมไ่ด้เติมมอลโทเดกซ์ทริน 
trt2  แทนโปรตีนไฮโดรไลเสตที่เติมมอลโทเดกซ์ทริน (5% w/v) 
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ตารางท่ี ค 11 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของความสามารถในการละลายของโปรตีน    
ไฮโดรไลเสตท่ีเตมิและไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทรินในแตล่ะชว่ง pH 

SOV  df MS 
ความสามารถในการละลายท่ี pH 3 trt 1 2.856 
 error 2 42.126 
ความสามารถในการละลายท่ี pH 4 trt 1 134.328 
 error 2 28.157 
ความสามารถในการละลายท่ี pH 5 trt 1 17.389 
 error 2 18.982 
ความสามารถในการละลายท่ี pH 6 trt 1 31.081 
 error 2 3.192 
ความสามารถในการละลายท่ี pH 7 trt 1 128.029 
 error 2 13.080 
ความสามารถในการละลายท่ี pH 8 trt 1 269.616* 
 error 2 14.281 
ความสามารถในการละลายท่ี pH 9 trt 1 97.220 

 error 2 14.472 
ความสามารถในการละลายท่ี pH 10 trt 1 167.703* 

 error 2 4.683 
*แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p  0.05) 

 
ตารางท่ี ค 12 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของความสามารถในการเกิดโฟมของโปรตีน  
ไฮโดรไลเสตท่ีเตมิและไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน และ BSA ในชว่ง pH 4-7 

SOV df MS 
  trt1 trt2 BSA 

pH 3 125453.747* 12953.438* 21013.833* 
Error 4 201.136 39.863 98.000 

*แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p  0.05) 
trt1  แทนโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ไมไ่ด้เติมมอลโทเดกซ์ทริน 
trt2  แทนโปรตีนไฮโดรไลเสตที่เติมมอลโทเดกซ์ทริน (5% w/v) 
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ตารางท่ี ค 13 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของความสามารถในการเกิดโฟมของโปรตีน  
ไฮโดรไลเสตท่ีเตมิและไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน และ BSA ในแตล่ะชว่ง pH 

SOV  df MS 
ความสามารถในการเกิดโฟมท่ี pH 4 trt 2 123875.492* 

 error 3 264.360 
ความสามารถในการเกิดโฟมท่ี pH 5 trt 2 252468.874* 

 error 3 104.918 
ความสามารถในการเกิดโฟมท่ี pH 6 trt 2 502991.113* 

 error 3 47.584 
ความสามารถในการเกิดโฟมท่ี pH 7 trt 2 354264.121* 

 error 3 35.137 
*แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p  0.05) 
 

ตารางท่ี ค 14 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของความคงตวัของโฟมของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิ
และไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน และ BSA ในชว่ง pH 4-7 

SOV df MS 
  trt1 trt2 BSA 

pH 3 12.415* 0.681* 3.481* 
Error 4 0.929 0.045 0.014 

*แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p  0.05) 
trt1  แทนโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ไมไ่ด้เติมมอลโทเดกซ์ทริน 
trt2  แทนโปรตีนไฮโดรไลเสตที่เติมมอลโทเดกซ์ทริน (5% w/v) 
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ตารางท่ี ค 15 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของความคงตวัของโฟมของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิ
และไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทริน และ BSA ในแตล่ะชว่ง pH 

SOV  df MS 
ความคงตวัของโฟมท่ี pH 4 trt 2 7.288* 

 error 3 0.735 
ความคงตวัของโฟมท่ี pH 5 trt 2 8.437* 

 error 3 0.205 
ความคงตวัของโฟมท่ี pH 6 trt 2 0.934* 

 error 3 0.001 
ความคงตวัของโฟมท่ี pH 7 trt 2 31.602* 

 error 3 0.377 
*แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p  0.05) 

 
ตารางท่ี ค 16 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของคา่ surface hydrophobicity ของโปรตีน
ไฮโดรไลเสตท่ีเตมิและไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทรินในชว่งการเก็บรักษา 15 สปัดาห์ 

SOV df MS 
  trt1 trt2 

เวลาในการเก็บรักษา 5 4.291* 3.191* 
Error 6 0.230 0.343 

*แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p  0.05) 
trt1  แทนโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ไมไ่ด้เติมมอลโทเดกซ์ทริน 
trt2  แทนโปรตีนไฮโดรไลเสตที่เติมมอลโทเดกซ์ทริน (5% w/v) 
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ตารางท่ี ค 17 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของคา่ surface hydrophobicity ของโปรตีน
ไฮโดรไลเสตท่ีเตมิและไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทรินในแตล่ะชว่งการเก็บรักษา 

SOV  df MS 
คา่ surface hydrophobicity ท่ี 0 สปัดาห์ trt 1 11.414* 
 error 2 0.227 
คา่ surface hydrophobicity ท่ี 3 สปัดาห์ trt 1 0.196 
 error 2 0.371 
คา่ surface hydrophobicity ท่ี 6 สปัดาห์ trt 1 3.378 
 error 2 0.239 
คา่ surface hydrophobicity ท่ี 9 สปัดาห์ trt 1 1.428 
 error 2 0.503 
คา่ surface hydrophobicity ท่ี 12 สปัดาห์ trt 1 1.110* 
 error 2 0.002 
คา่ surface hydrophobicity ท่ี 15 สปัดาห์ trt 1 0.036 
 error 2 0.066 
*แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p  0.05) 
 

ตารางท่ี ค 18 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ี
เตมิและไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทรินในชว่งการเก็บรักษา 15 สปัดาห์ 

SOV df MS 
  trt1 trt2 

เวลาในการเก็บรักษา 5 1045370.667* 1009707.125* 
Error 6 6324.013 7414.066 

*แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p  0.05) 
trt1  แทนโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ไมไ่ด้เติมมอลโทเดกซ์ทริน 
trt2  แทนโปรตีนไฮโดรไลเสตที่เติมมอลโทเดกซ์ทริน (5% w/v) 
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ตารางท่ี ค 19 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ี
เตมิและไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทรินในแตล่ะชว่งการเก็บรักษา 

SOV  df MS 
ปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระท่ี 0 สปัดาห์ trt 1 6871005.094* 
 error 2 8979.340 
ปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระท่ี 3 สปัดาห์ trt 1 253834.592* 
 error 2 4547.604 
ปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระท่ี 6 สปัดาห์ trt 1 616374.159* 
 error 2 3432.242 
ปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระท่ี 9 สปัดาห์ trt 1 2579268.120* 
 error 2 8160.527 
ปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระท่ี 12 สปัดาห์ trt 1 2375728.996* 
 error 2 12861.923 
ปริมาณหมูอ่ะมิโนอิสระท่ี 15 สปัดาห์ trt 1 1555245.939* 

 error 2 1785.815 
*แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p  0.05) 
 

ตารางท่ี ค 20 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของคา่ FRAP ของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิและไมไ่ด้
เตมิมอลโทเดกซ์ทรินในชว่งการเก็บรักษา 15 สปัดาห์ 

SOV df MS 
  trt1 trt2 

เวลาในการเก็บรักษา 5 101.525* 98.286* 
Error 6 18.639 1.620 

*แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p  0.05) 
trt1  แทนโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ไมไ่ด้เติมมอลโทเดกซ์ทริน 
trt2  แทนโปรตีนไฮโดรไลเสตที่เติมมอลโทเดกซ์ทริน (5% w/v) 
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ตารางท่ี ค 21 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของคา่ FRAP ของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตมิและไมไ่ด้
เตมิมอลโทเดกซ์ทรินในแตล่ะชว่งการเก็บรักษา 

SOV  df MS 
คา่ FRAP ท่ี 0 สปัดาห์ trt 1 11232.820* 

 error 2 0.302 
คา่ FRAP ท่ี 3 สปัดาห์ trt 1 10199.990* 

 error 2 7.919 
คา่ FRAP ท่ี 6 สปัดาห์ trt 1 12972.071* 

 error 2 171.581 
คา่ FRAP ท่ี 9 สปัดาห์ trt 1 10076.144* 

 error 2 22.117 
คา่ FRAP ท่ี 12 สปัดาห์ trt 1 12178.226* 

 error 2 29.700 
คา่ FRAP ท่ี 15 สปัดาห์ trt 1 9378.954* 

 error 2 0.260 
*แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p  0.05) 
 

ตารางท่ี ค 22 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของคา่ metal chelating activity ของโปรตีน 
ไฮโดรไลเสตท่ีเตมิและไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทรินในชว่งการเก็บรักษา 15 สปัดาห์ 

SOV df MS 
  trt1 trt2 

เวลาในการเก็บรักษา 5 20.481* 103.648* 
Error 6 3.543 1.121 

*แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p  0.05) 
trt1  แทนโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ไมไ่ด้เติมมอลโทเดกซ์ทริน 
trt2  แทนโปรตีนไฮโดรไลเสตที่เติมมอลโทเดกซ์ทริน (5% w/v) 
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ตารางท่ี ค 23 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของคา่ metal chelating activity ของโปรตีน 
ไฮโดรไลเสตท่ีเตมิและไมไ่ด้เตมิมอลโทเดกซ์ทรินในแตล่ะชว่งการเก็บรักษา 

SOV  df MS 
คา่ metal chelating activity ท่ี 0 สปัดาห์ trt 1 63.680* 
 error 2 1.620 
คา่ metal chelating activity ท่ี 3 สปัดาห์ trt 1 728.190* 
 error 2 0.453 
คา่ metal chelating activity ท่ี 6 สปัดาห์ trt 1 1393.529* 
 error 2 10.174 
คา่ metal chelating activity ท่ี 9 สปัดาห์ trt 1 870.840* 
 error 2 1.363 
คา่ metal chelating activity ท่ี 12 สปัดาห์ trt 1 919.302* 
 error 2 0.127 
คา่ metal chelating activity ท่ี 15 สปัดาห์ trt 1 663.578* 

 error 2 1.530 
*แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p  0.05) 
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