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Vigna angularis. (ANTIOXIDATION AND FUNCTIONAL PROPERTIES OF ADZUKI BEAN Vigna 
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งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษากระบวนการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิโดยใชเอนไซม

ชนิดจําเพาะและเพื่อศึกษาสมบัติการเปนสารตานออกซิเดชันรวมทั้งสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสต

ที่ได โดยขั้นตอนแรกเริ่มจากการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของถั่วอะซูกิ พบวา ประกอบดวย       

โปรตีน 28.53 %, ไขมัน 2.19 %, เถา 4.76 %, เสนใยอาหาร 4.01 % และคารโบไฮเดรต 60.51 %              

(โดยน้ําหนักแหง) ขั้นตอนตอมานําถั่วอะซูกิไปยอยดวยเอนไซม Flavourzyme® 500 MG โดยแปรความ

เขมขนเอนไซมเปน 4 ระดับ (1, 3, 5 และ 7 % w/w) และเวลาในการยอยเปน 4 ระดับเชนกัน (1, 2, 3 

และ 4 ชั่วโมง) หลังจากนั้นนําตัวอยางโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ได (ของเหลว) ไปวัดระดับการยอย (degree of 

hydrolysis: DH) ดวยวิธี ortho-phthaldialdehyde (OPA) รวมทั้งสมบัติการตานออกซิเดชันดวย         

วิธีตาง ๆ ไดแก วิธี 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical-scavenging activity, วิธี metal 

ions chelating activity, วิธี ferric reducing antioxidant power (FRAP) และวิเคราะหปริมาณ

สารประกอบฟนอลิคทั้งหมดดวยวิธี Folin-Ciocalteu พบวา ทั้งความเขมขนเอนไซมและเวลาที่ใชในการ

ยอยเปนปจจัยที่สงผลตอสมบัติตาง ๆ ดังกลาว ดังนั้นจึงเลือกภาวะของการยอยมา 2 ภาวะ คือ ภาวะที่ยอย

ดวยเอนไซมความเขมขน 1 % ยอย 1 ชั่วโมง (DH=31.46 %) และภาวะที่ยอยดวยเอนไซมเขมขน 7 % 

ยอย 4 ชั่วโมง (DH=47.94 %) เพื่อนําไปวิเคราะหชนิดและปริมาณกรดอะมิโนอิสระ ขนาดของโมเลกุล   

เพปไทด และศึกษากระบวนการทําแหงวิธีแบบพนกระจาย รวมทั้งวิเคราะหสมบัติการตานออกซิเดชันของ

โปรตีนไฮโดรไลเสตกอนและหลังการทําแหงและสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสตผงที่ได พบวา 

ตัวอยางที่ยอยดวยภาวะแรกมีปริมาณกรดอะมิโนอิสระที่นอยกวา และมีขนาดโมเลกุลของเพปไทด           
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และคาความสามารถในการอิมัลซิไฟที่ดีกวา แตคาความสามารถในการเกิดโฟม เสถียรภาพของโฟมและ    

ของอิมัลชันนอยกวาตัวอยางที่มีระดับการยอยต่ํา ดังนั้นโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิที่มีระดับการยอย   

ที่ เหมาะสม จึงไมเพียงมีแตสมบัติการตานออกซิเดชันที่ดี เทานั้น แตยังมีสมบัติ เชิงหนาที่สําหรับ               
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This research aimed to study the production of protein hydrolysate from adzuki bean with 

specific an enzyme and investigate antioxidant activities and functional properties of the prepared 

samples. The bean raw material was composed of 28.53 % protein, 2.19 % lipid, 4.76 % ash, 4.01 % 

crude fiber and 60.51 % (dry basis) carbohydrate, respectively. Flavourzyme® 500 MG at 4 levels of 1, 

3, 5 and 7 % w/w and hydrolysis time also at 4 levels of 1, 2, 3 and 4 h were used in preparation of 

the liquid hydrolysates which were sequentially analyzed for degree of hydrolysis (DH) by the     

ortho-phthaldialdehyde (OPA) method and their antioxidant activities including 2, 2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl (DPPH) radical-scavenging activity, metal ions chelating activity, ferric reducing 

antioxidant power (FRAP) and total phenolic content (by Folin-Ciocalteu) method. It was evident that 

both enzyme concentration and hydrolysis time influenced the aforementioned properties. 

Therefore, two conditions yielding the relatively lowest DH (1 % enzyme and 1 h hydrolysis, with DH 

of 31.46 %) and the highest DH (7 % enzyme and 4 h hydrolysis, with DH of 47.94 %) were chosen 

for identifying type and amount of amino acids and molecular weights of peptides in the samples 

and also for studying the spray-drying process of the liquid hydrolysates. In addition, antioxidant 

activities of the hydrolysates before drying (as liquid) and after drying (as powder) and functionalities 

of the dried hydrolysate samples were also analysed. It was shown that the sample prepared with 

the former conditions had lower amount of total free amino acids and possessed the higher 

molecular weight peptides in comparison with the latter sample. Furthermore, spray drying also 

affected antioxidant activities of the hydrolysate. For functionalities, the sample with higher DH had 

higher solubility and emulsifying activity index but its foam capacity, foam and emulsion stability 

were lower when compared with those of the lower DH. Conclusively, adzuki bean hydrolysates with 

optimum DH’s not only possess good antioxidant activities but also maintain functional properties 

suitable for specific applications in various food products. 
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บทที่ 1 

บทนํา 

ถั่วอะซูกิเปนพืชที่ใชเมล็ดในการบริโภค ซึ่งชวยลดระดับไตรกลีเซอไรดและคอเลสเตอรอล      

ในโลหิต ชวยปองกันโรคหลอดเลือดหัวใจ บํารุงระบบประสาท บํารุงกระดูกและฟนใหแข็งแรง เมล็ด

ประกอบดวยสารอาหารตาง ๆ เชน โปรตีน คารโบไฮเดรต และไขมัน นอกจากนี้ยังมีวิตามินและ        

แรธาตุที่สําคัญหลายชนิด รวมทั้งยังมีสารประกอบฟนอลิค (phenolic compounds) และสาร

ดังกลาวนี้โดยทั่วไปยังมีสมบัติในการตานออกซิเดชัน โปรตีนไฮโดรไลเสตเปนผลิตภัณฑที่ไดจากการ

ยอยเนื้อเยื่ออาหารที่มีโปรตีนเปนองคประกอบโดยการใชกรด ดาง และ/หรือเอนไซม ทําใหสาย    

พอลิเพปไทดถูกตัดเปนกรดอะมิโนอิสระ หรือเพปไทดสายสั้น ๆ สงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลง

โครงสรางและสมบัติดานตาง ๆ ของโปรตีนดั้งเดิมที่มีอยูตามธรรมชาติขึ้นได กระบวนการผลิตโปรตีน

ไฮโดรไลเสตดวยเอนไซมมีขอดีคือ สภาวะที่ใชในการยอยไมรุนแรง จึงไมทําใหเกิดสมบัติที่ไมพึง

ประสงคกับผลิตภัณฑ และนาจะรักษาสมบัติดานตาง ๆ โดยเฉพาะสมบัติเชิงหนาที่ที่เปนประโยชนตอ

การประยุกตใชในผลิตภัณฑอาหารไดอยางเหมาะสม อีกทั้งพอลิเพปไทดและกรดอะมิโนอิสระ     

เชน aspartic acid, histidine, leucine, cysteine, tryptophan, tyrosine, phenylalanine และ 

glycine ซึ่งเปนองคประกอบสวนหนึ่งของโปรตีนไฮโดรไลเสต ยังมีสมบัติในการตานออกซิเดชันได

ดวยเชนกัน 

ในปจจุบันเริ่มมีการเพาะปลูกและเก็บเกี่ยวเมล็ดถั่วอะซูกิไดในพื้นที่ภูเขาทางภาคเหนือของ

ประเทศไทย โดยเฉพาะในเขตพื้นที่รับผิดชอบของศูนยพัฒนาโครงการหลวง ซึ่งมีการคาดการณวา

พื้นที่เพาะปลูกและปริมาณการผลิตจะเพิ่มขึ้นในอนาคต ดังนั้นหากนําเมล็ดถั่วอะซูกิมาใชประโยชน

ในการศึกษาวิจัยตามขอบเขตที่กลาวมาแลวนั้น ยอมทําใหไดขอมูลเบื้องตนจากการนําเนื้อเยื่ออาหาร

ชนิดใหม ๆ ที่มีอยูในประเทศมาใชประโยชนไดเปนอยางด ี

จากสาเหตุดังกลาวทําใหมีความสนใจที่จะศึกษาเกี่ยวกับปจจัยตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิต

โปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิ และสมบัติการเปนสารตานออกซิเดชัน รวมทั้งการศึกษาเกี่ยวกับ

สมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิ เพื่อนําไปประยุกตใชในผลิตภัณฑอาหารตอไป 
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สมมติฐานของงานวิจัย 

โปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิ เปนผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายถั่วอะซูกิดวยเอนไซม 

ใหเปนกรดอะมิโนอิสระ เพปไทดสายสั้น ๆ และสารประกอบฟนอลิค ซึ่งมีสมบัติเปนสารตาน

ออกซิเดชัน รวมทั้งทําใหเกิดสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิที่อาจเปลี่ยนแปลง

ไป หลังกระบวนการผลิตและการทําแหง 

วัตถุประสงคของงานวิจัย 

1. เพื่อศึกษากระบวนการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิโดยใชเอนไซมชนิดจําเพาะ 

2. เพื่อศึกษาสมบัติการเปนสารตานออกซิเดชันรวมทั้งสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสต 

ที่ได 

 



บทที่ 2 

วารสารปริทัศน 

2.1 ถั่วอะซูกิ 

ถั่วอะซูกิเปนพืชตระกูลถั่ว ที่ใชเมล็ดบริโภคเปนอาหาร แหลงผลิตถั่วอะซูกิที่สําคัญอยูในแถบ

ประเทศเอเชียตะวันออก ไดแก ญี่ปุน เกาหลีใต และจีน มีลักษณะคลายกับถั่วเขียว สวนมากเปลือก

หุมเมล็ด (seed coat) จะมีสีแดง หรือสีมวงแดง (maroon) (รูปที่ 2.1) เมล็ดถั่วมีรสหวาน และมี

กลิ่นรสของถั่ว (nutty flavor) (Yousif และคณะ, 2002) ถั่วอะซูกิถูกนํามาใชประโยชนในดานตาง ๆ 

มากมาย เชน ใชเปนวัตถุดิบในการแปรรูปเปนอาหาร เชน ทําเปนขนม ซุป หุงรวมกับขาว แตที่นิยม

กันมาก คือ ในอุตสาหกรรมการผลิตแปงถั่วใชสําหรับการผลิตขนมขบเคี้ยว หรือถั่วกวนใชสําหรับ   

ทําเปนไสขนม ใชเปนสวนประกอบของเครื่องสําอาง ปลูกเปนพืชอาหารสัตว และปลูกเปนปุยพืชสด 

เปนตน การนําถั่วอะซูกิใชประกอบอาหารนั้นถือไดวาเปนเปาหมายหลักของการผลิตถั่วอะซูกิ 

(Lumpkin และ McClary, 1994)  

การปลูกถั่วอะซูกิในประเทศไทยไดเริ่มครั้งแรกในป พ.ศ. 2517 โดยมีการทดลองปลูก      

ถั่วอะซูกิพบวาสามารถขึ้นและปรับตัวไดดี (Tiyawalee, 1978) หลังจากนั้นมูลนิธิโครงการหลวงได

ทดสอบผลผลิตถั่วอะซูกิที่สถานีเกษตรหลวงปางดะในป พ.ศ. 2534 พบวาใหผลผลิตสูงถึง           

400 กิโลกรัมตอไร ตอมาในป พ.ศ. 2539 โครงการวิจัยและพัฒนาถั่วที่สูงรวมมือกับ บริษัท            

อูเอโน ไฟน เคมีคัลส อินดัสตรี (ประเทศไทย) จํากัด ไดทดลองปลูกถั่วอะซูกิพันธุ Erimo ที่สถานี

เกษตรหลวงปางดะ พบวาปรับตัวไดดี แตเมล็ดที่ผลิตไดมีคุณภาพต่ํากวามาตรฐาน อยางไรก็ตามทาง

มูลนิธิโครงการหลวงยังเห็นความสําคัญของการปลูกถั่วชนิดนี้ ตอมาในป พ.ศ. 2540 จึงไดมีการ

ทดสอบปลูกถั่วอะซูกิในแปลงพื้นที่ปลูก 2 แหง ไดแก ศูนยพัฒนาโครงการหลวงหนองเขียว และศูนย

พัฒนาโครงการหลวงขุนแปะ พบวาถั่วอะซูกิพันธุ Erimo สามารถขึ้นและปรับตัวไดดีทั้ง 2 แหง 

หลังจากนั้นมูลนิธิโครงการหลวงจึงไดขยายพื้นที่ในการสงเสริมการปลูกถั่วอะซูกิใหเพิ่มมากขึ้น 

(สุทัศน จุลศรีไกวัล และคณะ, 2547; สุมินทร สมุทคุปติ์ และคณะ, 2542) 
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รูปที่ 2.1 ลักษณะของเมล็ดถั่วอะซูกิ 

2.1.1 คุณลักษณะทางพฤกษศาสตร 

ถั่วอะซูกิเปนพืชที่จัดอยูในตระกูล Fabaceae มีชื่อวิทยาศาสตร Vigna angularis ชื่อสามัญ 

adzuki, atsuki bean, small red bean และ small bean ใบมีลักษณะการจัดเรียงตัวแบบตรงกัน

ขาม ใบจริงประกอบดวย 3 ใบยอย เรียกวา trifoliate leaves เรียงตัวแบบ alternate มีขอบน    

ลําตนหลัก (main stem) ประมาณ 10-15 ขอ ลําตนมีลักษณะแตกกิ่งเปนพุมเตี้ย มีความสูง

ประมาณ 30-70 เซนติเมตร (รูปที่ 2.2) ดอกมีสีเหลือง ลักษณะของดอกเปนดอกสมบูรณเพศ ฝกมี

ลักษณะตรงหรือโคงงอเล็กนอย คอดและหดรัดระหวางเมล็ด ฝกมีสีเหลืองออนหรือสีน้ําตาลออน   

ยาวประมาณ 5-13 เซนติเมตร เสนผานศูนยกลางประมาณ 0.5 เซนติเมตร ภายในฝกมีเมล็ด

ประมาณ 2-14 เมล็ดตอฝก เมล็ดมีลักษณะกลมรีรูปไข มีสวนของขั้วเมล็ด (hilum) เมล็ดยาว

ประมาณ 5.0-9.1 มิลลิเมตร กวางประมาณ 4.0-6.3 มิลลิเมตร มีเปลือกหุมเมล็ดเปนผิวเรียบมัน     

สีแดงจนถึงแดงเขม (Lumpkin และ McClary, 1994) 
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รูปที่ 2.2 ลักษณะของตนถั่วอะซูกิ 

ที่มา: Lumpkin และ McClary (1994) 

2.1.2 คุณคาทางโภชนาการและองคประกอบทางเคมี 

Lumpkin และ McClary (1994) ไดรายงานคุณคาทางโภชนาการของถั่วอะซูกิเมล็ดแหง 

100 กรัม จะใหพลังงาน 339 กิโลแคลอรี (1,418 กิโลจูล), โปรตีน 20.3 กรัม, ไขมันทั้งหมด 2.2 กรัม 

(แบงเปน monounsaturated fatty acids 0.07 กรัม, polyunsaturated fatty acids 0.55 กรัม, 

และ saturated fatty acids 0.27 กรัม), คารโบไฮเดรต 54.4 กรัม, เสนใย 4.3 กรัม, เถา 3.3 กรัม 

และน้ํา 15.5 กรัม 

ถั่วอะซูกิยังประกอบดวยกรดอะมิโนหลายชนิด ไดแก lysine, methionine, cysteine, 

phenylalanine, tyrosine และ tryptophan เปนตน กรดไขมันที่เปนองคประกอบหลักของ   

ถั่วอะซูกิ ไดแก palmitic acid (C16:0), stearic acid (C18:0), oleic acid (C18:1), linoleic acid 

(C18:2) และ linolenic acid (C18:3) (Yoshida และคณะ, 2009) นอกจากนี้ยังมีวิตามิน เอ บี 1   

บี 2 บี 6 บี 12 ซี ดี อี และเค สวนแรธาตุที่สําคัญ ไดแก แคลเซียม แมกนีเซียม ฟอสฟอรัส 

โพแทสเซียม และสังกะสี  
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จากการศึกษาวิจัยของ Amarowicz และคณะ (2008) ซึ่งไดศึกษาสมบัติการเปนสารตาน

ออกซิเดชันของสารสกัดจากถั่วอะซูกิ พบวาในสารสกัดจากถั่วอะซูกิมีสารประกอบฟนอลิค         

เชน catechin glucosides, epicatechin glucosides, quercetin glucoside, procyanidin dimers, myricetin 

rhamnoside และ protocatechuic acid โดยที่สารประกอบเหลานี้มีสมบัติตานออกซิเดชันได  

2.2 สารประกอบฟนอลิค 

สารประกอบฟนอลิคจัดเปนสารพฤกษเคมี (phytochemical) ที่พบมากในเนื้อเยื่อพืช ไดแก 

ผัก ผลไม ชาเขียว ชาดํา ช็อกโกแลต และไวนแดง เปนตน โครงสรางทั่วไปของสารประกอบนี้

ประกอบดวยวงอะโรมาติก และมีหมูแทนที่เปนหมูไฮดรอกซี อยางนอย 1 หมู ถือเปน secondary 

metabolite ของพืช สารประกอบฟนอลิคเปนสารที่มีบทบาทสําคัญเนื่องจากมีฤทธิ์ตานแบคทีเรีย 

ตานไวรัส ตานการอักเสบ ตานการแพ และมีคุณสมบัติในการสลายลิ่มเลือด รวมไปถึงการเปน      

สารตานการกอมะเร็ง และสามารถลดความดันโลหิต ซึ่งคุณสมบัติดังกลาวมีความสัมพันธกับสมบัติ

การตานออกซิเดชัน หรือการกําจัดอนุมูลอิสระ สําหรับกลไกการตานออกซิเดชันของสารประกอบ   

ฟนอลิค ไดแก การเปนสารคีเลต (chelating agent) การหยุดปฏิกิริยาลูกโซ (chain breaking 

antioxidant) และใชในการ regenerate สําหรับวิตามินอี ทั้งนี้สารประกอบฟนอลิคสามารถสลาย

หรือสูญเสียไปไดดวยความรอนและปฏิกิริยาทางเคมีตาง ๆ ไดเชนกัน (โอภา วัชระคุปต และคณะ, 

2549) 

2.3 โปรตีนไฮโดรไลเสต 

โปรตีนไฮโดรไลเสตเปนผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยเนื้อเยื่ออาหารที่มีโปรตีนเปนองคประกอบ 

โดยใชกรด ดาง และ/หรือเอนไซม ทําใหสายพอลิเพปไทดถูกตัดเปนกรดอะมิโนอิสระ หรือสาย    

เพปไทดสายสั้น ๆ สงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางและสมบัติดานตาง ๆ ของโปรตีนดั้งเดิมที่มี

อยูตามธรรมชาติ (Kristinsson และ Rasco, 2000) 
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2.3.1 การยอยโปรตีนเพื่อผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสต 

ในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสต อาจทําไดดวยวิธีการหลัก 3 วิธี ดังนี ้

การยอยโปรตีนดวยสารละลายกรด 

การยอยโปรตีนดวยสารละลายกรดเปนวิธีการที่มีตนทุนในการผลิตที่คอนขางต่ํา 

สามารถยอยโปรตีนไดรวดเร็วและใหกลิ่นรสที่ดี แตจะทําให tryptophan ซึ่งเปนกรดอะมิโนจําเปน

ถูกทําลาย นอกจากนี้การยอยโปรตีนโดยใชกรดไฮโดรคลอริกที่มีความเขมขนสูง ในภาวะอุณหภูมิสูง 

ทําใหเกิดสาร 3-monochloropropane-1, 2-diol (3-MCPD) ซึ่งเปนสารปนเปอนกลุม chloropropanol โดย

จะมีพิษตอตับ ไต ตอมไทรอยด เยื่อบุชองปากและลิ้น และยังกอใหเกิดสาร 1, 3-dichloro-2-propanol  

(1, 3-DCP) ซึ่งเปนสารกอมะเร็ง (Baer, Calle และ Taylor, 2010) และในการยอยโปรตีนดวยกรด

จะควบคุมระดับการยอยไดยาก ทําใหผลิตภัณฑที่ไดมีคุณภาพไมคงที่ และยังมีกลิ่นของสารละลาย

กรดตกคางในผลิตภัณฑ สารละลายกรดที่นิยมใชในการยอยโปรตีนในเนื้อเยื่ออาหาร ไดแก HCl และ 

H2SO4  เปนตน (Kristinsson และ Rasco, 2000) 

การยอยโปรตีนดวยสารละลายดาง 

ในการยอยสลายโปรตีนดวยสารละลายดาง ถาหากมีการยอยในสภาวะที่รุนแรงจะ

ทําใหเกิดปฏิกิริยา racemization ของกรดอะมิโน โดยจะทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางจาก  

L-form ไปเปน D-form ซึ่งรางกายมนุษยไมสามารถนําไปใชประโยชนได ทําใหเกิดกลิ่นรสที่ไมดี   

ทําใหสูญเสียสารอาหารที่สําคัญ นอกจากนี้ยังทําใหเกิดปฏิกิริยา -elimination ของ serine และ 

cysteine โดยทําใหเกิดสารประกอบ dehydroalanine ซึ่งสามารถทําปฏิกิริยากับกรดอะมิโนอื่น ๆ 

เกิดเปนสารประกอบตาง ๆ หลายชนิด เชน lysinoalanine, ornithioalanine และ lathionine  

เปนตน จึงทําใหสูญเสียสารอาหารที่สําคัญ และสารประกอบที่เกิดข้ึนดังกลาวบางชนิดกอใหเกิดความ

เปนพิษในอาหารอีกดวย สารละลายดางที่นิยมใชในการยอยโปรตีน ไดแก NaOH, KOH และ 

Ba(OH)2 เปนตน (Kristinsson และ Rasco, 2000) 
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การยอยโปรตีนดวยเอนไซม 

การยอยโปรตีนดวยวิธีนี้สามารถทําไดโดยใชเอนไซมโปรติเอส (protease) ตัดพันธะ

เพปไทดของโมเลกุลโปรตีนใหเปนเพปไทดสายสั้น ๆ และกรดอะมิโนอิสระ การยอยดวยวิธีนี้จะมีขอดี 

คือ เอนไซมจะมีความจําเพาะตอสารตั้งตน (substrate) สูง และสภาวะที่ใชในการยอยไมรุนแรง 

ดังนั้นโครงสรางของกรดอะมิโนจะไมถูกทําลาย การยอยดวยเอนไซมจะมีระดับการยอยคอนขางสูง 

เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการที่ ใชสารเคมีในการยอย แตการยอยดวยเอนไซมนี้อาจทําใหเกิด

สารประกอบที่มีรสขมได เนื่องจากการจัดเรียงตัวของหมูไมชอบน้ํา (hydrophobic group) ใน

โมเลกุลโปรตีน แตถาหากมีการควบคุมระดับการยอย ก็สามารถทําใหสารประกอบที่ใหรสขมเกิดได

นอยลง เอนไซม (ชื่อทางการคา) ที่นิยมใชในการยอยโปรตีน ไดแก Flavourzyme®, Alcalase® และ 

Neutrase® เปนตน (Kristinsson และ Rasco, 2000) 

ในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจะใชเอนไซมโปรติเอส (proteases) ซึ่งเปนเอนไซม

ในกลุมไฮโดรเลส ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายพันธะเพปไทด (peptide bond) ของโปรตีนให

ไดเปนเพปไทดและกรดอะมิโนอิสระ ซึ่งสามารถจัดแบงกลุมของโปรติเอสเปนประเภทตาง ๆ ไดหลาย

แบบ ดังนี้  

ก) แบงตามการยอยสลายพันธะเพปไทดได 2 กลุม ไดแก 

เอนโดเพปติเดส (Endopeptidase) เปนเอนไซมที่ยอยสลายพันธะเพปไทด

อยางอิสระภายในโมเลกุลของโปรตีนไดเพปไทดสายสั้น ๆ เอนไซมกลุมนี้ที่ไดจากพืชหรือจุลินทรียมี

ประสิทธิภาพในการยอยสลายสูง เนื่องจากมีความจําเพาะตอ substrate ที่เปนโปรตีนและเพปไทด

โมเลกุลใหญหลายชนิด ทําใหเกิดการยอยสลายอยางรวดเร็ว (Adler-Nissen, 1986a) 

เอกโซเพปติเดส (Exopeptidase) เปนเอนไซมที่ยอยสลายพันธะเพปไทดดาน

ปลายของโมเลกุล ถาเปนการสลายพันธะทางปลายดานกลุมอะมิโนอิสระ เรียกวา อะมิโนเพปติเดส 

ในขณะที่การสลายพันธะทางปลายดานกลุมคารบอกซิล เรียกวา คารบอกซิเพปติเดส (Adler-

Nissen, 1986a) 
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ข) แบงตามกลไกการทํางานได 4 กลุม ไดแก 

โปรติเอสเซรีน (Serine proteases) เปน alkali protease มี pH ที่เหมาะสม

ในการทํางานในชวง pH 7-11 มีหมู imidazole และอนุมูลเซริลอยูที่บริเวณเรง ถูกยับยั้งโดย 

diisopropyl-phospho-fluoridate (DPF) ตัวอยางเอนไซมในกลุมนี้ คือ trypsin, elastase และ 

thrombin เปนตน 

โปรติเอสซัลไฟดริล (Sulfhydryl proteases) เปน neutral protease มี pH 

ที่เหมาะสมในการทํางานอยูที่ pH 6-7.5 มีอนุมูลซัลไฟดริลอยูที่บริเวณเรง เอนไซมที่อยูในกลุมนี้เปน

เอนไซมที่สกัดไดจากพืชชั้นสูง เชน papain จากมะละกอ, bromelain จากสับปะรด และ ficin จาก

มะเดื่อ และจุลินทรียบางชนิด 

โปรติเอสมีโลหะ (Metal-containing proteases) เปนโปรติเอสที่มีอิออนและ

โลหะรวมในโมเลกุลเอนไซม หรือรวมในปฏิกิริยาการยอยสลาย มีปฏิกิริยาการทํางานที่ดีในชวงของ 

pH เปนกลาง (pH 6.6-7.5) ซึ่งจัดเปน neutral protease ถูกยับยั้งดวยสารจับอิออนของโลหะ 

(metal chelating agents) เชน EDTA และ 1, 10-phenanthroline ตัวอยางเอนไซมในกลุมนี้ คือ 

carboxypeptidase A, cytosol aminopeptidase, prolidase และ carnosinase เปนตน 

โปรติเอสกรด (Acid proteases) เปนโปรติเอสที่มีชวง pH ของการทําปฏิกิริยา

การยอยสลายอยูในชวง pH 2-4 และไมแสดงอนุมูลกรดอะมิโนที่มีบทบาทในบริเวณเรงอยางชัดเจน 

แตจะพบวามีหมูคารบอกซิลมากกวา 1 หมู จากอนุมูลกรดแอสปารติกอยูในบริเวณเรง ตัวอยาง

เอนไซมในกลุมนี้ ไดแก rennin และ pepsin เปนตน (Belitz, Grosch และ Schieberle, 2009) 

นอกจากนี้แลวในอุตสาหกรรมยังมีการใชเอนไซมทางการคาชนิดตาง ๆ ในการ

ยอยสลายโปรตีน โดยเอนไซมเหลานี้สวนใหญจะไดมาจากเชื้อจุลินทรีย ซึ่งเอนไซมแตละชนิดจะมี

คุณสมบัติและภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายโปรตีนแตกตางกัน ตัวอยางเอนไซมทางการคา ไดแก  

Flavourzyme® เปนเอนไซมที่ไดจากจุลินทรียชนิด Aspergillus oryzae ทํา

หนาที่เปนไดทั้ง endopeptidase และ exopeptidase ซึ่งจะใชเวลาในการยอยสลายที่นอย ทําให
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โปรตีนไฮโดรไลเสตที่ไดไมมีรสขม มีอุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 50 °C และ pH ที่เหมาะสมในชวง     

5.0-7.0 

Alcalase® เปนเอนไซมที่ไดจากจุลินทรียชนิด Bacillus licheniformis ทํา

หนาที่เปน endopeptidase มีอุณหภูมิที่เหมาะสมในชวง 55-60 °C และ pH ที่เหมาะสมในชวง 

8.0-8.5 

Neutrase®เปนเอนไซมที่ไดจากจุลินทรียชนิด Bacillus licheniformis หรือ 

Bacillus amyloliquefaciens ทําหนาที่เปน endopeptidase มีอุณหภูมิที่เหมาะสมในชวง       

45-55 °C และ pH ที่เหมาะสมในชวง 5.5-7.0 (Kristinsson และ Rasco, 2000) 

2.3.2 การทําแหงโปรตีนไฮโดรไลเสตแบบพนกระจาย 

ในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสต เมื่อโปรตีนผานการยอยดวยกรด ดาง และ/หรือ

เอนไซมตามภาวะที่เหมาะสม จนไดระดับการยอยโปรตีนตามที่ตองการแลว มักจะนําผลิตภัณฑ

ของเหลวที่ไดมาทําแหงดวยวิธีตางๆ เชน การทําแหงแบบพนกระจาย (spray drying) หรือการทํา

แหงแบบแชเยือกแข็ง (freeze drying) โดยอาศัยการถายโอนมวลของน้ําออกจากมวลของอาหาร  

จึงทําใหปริมาณน้ําอิสระลดลง ซึ่งสงผลตอการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย และชะลอการ

เกิดปฏิกิริยาตาง ๆ โดยเฉพาะทางเคมีได ทําใหสามารถยืดอายุการเก็บรักษา และสะดวกตอการนํา

โปรตีนไฮโดรไลเสตไปประยุกตใชในผลิตภัณฑอาหาร หรือรอการวิเคราะหสมบัติดานตาง ๆ ของ

โปรตีนไฮโดรไลเสตผงตอไป 

การทําแหงแบบพนกระจายเปนวิธีที่นิยมนํามาใชในการทําแหงผลิตภัณฑในรูปแบบ

ผง โดยมวลของผลิตภัณฑเหลวจะเคลื่อนที่ผานหัวฉีด (atomizer) กลายเปนหยดละอองเล็ก ๆ ตกลง

ภายในสวน drying chamber ของเครื่องทําแหง และเกิดการระเหยน้ําออกไปอยางรวดเร็ว เมื่อถูก

พัดผานดวยลมรอนอุณหภูมิสูง ผงผลิตภัณฑที่ไดจะตกลงสูดานลางของ drying chamber และ

เคลื่อนที่เขาสู cyclone ที่ใชเก็บผงผลิตภัณฑ (Masters, 1979) 

การทําแหงแบบพนกระจายมีขอดีคือ เปนการทําแหงในระบบปดจึงมีการปนเปอน

นอย มีประสิทธิภาพสูง อัตราการถายโอนหรือแลกเปลี่ยนความรอนสูง และใชเวลารวดเร็วในการ  
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ทําแหง อยางไรก็ตามกระบวนการทําแหงแบบพนกระจายก็มีขอเสียคือ หากมวลอาหารมี

องคประกอบหลักเปนคารโบไฮเดรต โดยเฉพาะน้ําตาล เชน น้ําตาลกลูโคส กาแลคโทส และซูโครส 

เปนตน เมื่อถูกความรอนโมเลกุลจะเกิดการพองตัวและเก็บกักน้ําไวภายในโมเลกุล ทําใหอัตราการ

แลกเปลี่ยนความรอนลดลง สงผลใหผลิตภัณฑที่ ไดมีลักษณะ เหนียว และเกาะกันเปนกอน 

(Bhandari, Datta และ Howes, 1997) การเติมสารชวยทําแหงจําพวก มอลโทเด็กซทริน จะมีสวน

ชวยในการลดคา stickiness ของผลิตภัณฑได และการใชลมรอนอุณหภูมิสูงเพื่อทําแหงโดยวิธีนี้อาจ

ทําใหเกิดการสูญเสียกลิ่นรสและสมบัติในการไหลของผลิตภัณฑ แตผลิตภัณฑที่ไดจะยังคงมี

สารประกอบใหกลิ่นหลงเหลืออยู มีผลึกที่สมบูรณ และสามารถคืนสภาพหลังการ rehydration ได

ดีกวาเมื่อเทียบกับการทําแหงโดยวิธอีื่นๆ (Kumar และ Mishira, 2004) 

มอลโทเด็กซทริน คือ ผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยแปงดวยกรด หรือ เอนไซม ซึ่งเปน

สารที่นิยมใชในการเพิ่มความคงตัวของผลิตภัณฑอาหารที่ผานกระบวนการทําแหงแบบพนกระจาย 

โมเลกุลของมอลโทเด็กซทรินประกอบดวยน้ําตาล D-glucose ซึ่งเชื่อมตอกันดวยพันธะ α-1, 4 

glycosidic และมีคา dextrose equivalent (DE) ไมเกิน 20 (คา dextrose equivalent คือ คาที่

แสดงปริมาณแปงที่ถูกไฮโดรไลซ หรือ ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่มีอยูในผลิตภัณฑ) สมบัติเชิงหนาที่ของ

มอลโทเด็กซทรินจะแตกตางกันไปตามคา DE สมบัติเชิงหนาที่ที่สําคัญของมอลโทเด็กซทริน ไดแก 

สมบัติการเปน bulking agent ความสามารถในการละลายและกระจายตัว ความสามารถในการเกิด

เจลและฟลม ความสามารถในการจับกับไขมัน และความสามารถในการดูดซับความชื้น เปนตน 

(Moore, Amante และ Soldi, 2005) 

2.4 การวิเคราะหระดับการยอยสลาย  

ระดับการยอยสลาย (degree of hydrolysis, DH) เปนดัชนีซึ่งใชอธิบายระดับการยอย

โปรตีนโดยเฉพาะที่นิยมทําดวยเอนไซม การติดตามคาระดับการยอยสลาย สามารถทําไดหลายวิธี 

ขึ้นอยูกับวิธีวิเคราะหที่ใหความสะดวก มีความเหมาะสม และขอบเขตของความเที่ยงตรงที่ตองการ 

การวิเคราะหและคํานวณระดับการยอยสามารถทําได 3 วิธี คือ 

ก) การวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนในโปรตีนไฮโดรไลเสตที่เหลืออยูหลังจากการตกตะกอน

โปรตีนในโปรตีนไฮโดรไลเสตดวย trichloroacetic acid (TCA) ซึ่งสามารถวิเคราะหไดหลายวิธี 
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ไดแก วิธีของ Kjeldahl การวัดคาการดูดกลืนแสงในชวง UV ของเพปไทดที่มีหมู aromatic และการ

วัดคาการดูดกลืนแสงในชวงความยาวคลื่น 400-700 นาโนเมตร หลังจากผานปฏิกิริยาที่ทําใหเกิดสี 

เชน ปฏิกิริยา Biuret  

ข) การวิเคราะห free α-amino groups สามารถทําไดหลายวิธี ดังนี้ 

 OPA โดยมีหลักการของการทําปฏิกิริยากับ primary amino group ดวย

สารละลาย OPA (ortho-phthaldialdehyde) เกิดเปนสารมีสีที่วัดคาไดดวยวิธี fluorometry                              

ซึ่งวิธีนี้จะใหความไวสูง 

 TNBS มีหลักการคือ การทําปฏิกิริยากับ primary amino group ดวยสารละลาย 

TNBS (2, 4, 6-trinitrobenzenesulphonic acid) แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา          

1 ชั่วโมง จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร 

 Ninhydrin มีหลักการคือ การทําปฏิกิริยากับ amino group ดวยสารละลาย 

ninhydrin เกิดเปนสารประกอบที่มีสีน้ําเงินเขม ที่วัดคาไดดวยวิธี spectrophotometry 

 Formal titration มีหลักการคือ การไทเทรต amino group ที่ทําปฏิกิริยากับ

สารละลายฟอรมัลดีไฮด ดวยสารละลายเบส โดยใช phenolphthalein เปนอินดิเคเตอร 

ค) การไตเตรตโปรตอนที่ถูกปลดปลอยออกมาระหวางการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ที่ยอย

สลายพันธะเพปไทด เรียกวา เทคนิค pH-stat มีหลักการ คือ ปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นในภาวะที่เปนกลาง

หรือเปนดางเล็กนอย ซึ่งจะทําใหหมู amino หลุดออกมาและมีการปลดปลอยโปรตอน ซึ่งจะทําให 

pH ของโปรตีนไฮโดรไลเสตลดลง ดังนั้นจึงตองมีการเติมสารละลายดางเชน NaOH หรือ Ca(OH)2 

อยางตอเนื่องเพื่อรักษาระดับของ pH ใหเปนไปตามตองการ 

จากวิธีการตาง ๆ ที่ใชในการวิเคราะหคาระดับการยอยดังกลาวขางตน จะรายงานคา

ดังกลาวออกมาเปน % DH ทุกวิธี (Rutherfurd, 2010) 
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2.5 สมบัติการตานออกซิเดชันของโปรตีนไฮโดรไลเสต 

สมบัติการตานออกซิเดชันของโปรตีนไฮโดรไลเสต คือ สมบัติที่โปรตีนไฮโดรไลเสตสามารถ

ทําหนาที่จับหรือกําจัด (scavenge) อนุมูลอิสระที่เรงการเกดิปฏิกิริยาออกซิเดชันไดโดยตรง หรือหยุด

ปฏิกิริยาลูกโซของการออกซิเดชันไมใหดําเนินตอไป (Pokorny, Yanishlieva, และ Gordon, 2001) 

ดังนั้นการเติมสารตานออกซิเดชันในอาหารโดยเฉพาะอยางยิ่งพวกที่มีกรดไขมันไมอิ่มตัวเปน

องคประกอบสูงจึงเปนที่นิยม เพราะชวยยืดอายุการเก็บและเพิ่มคุณคาทางโภชนาการโดยสารตาน

ออกซิเดชันที่ใชทั้งที่เปนสารธรรมชาติ (natural antioxidant) และสารสังเคราะห (synthethic 

antioxidant) จะชวยชะลอหรือจนถึงยับยั้งปฏิกิริยาออกซิเดชัน (Tsuda และคณะ, 1994) 

ดังนั้นในปจจุบันจึงมีงานวิจัยตาง ๆ ที่ศึกษาการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากวัตถุดิบ

ธรรมชาติ เพื่อจุดมุงหมายสําหรับการประยุกตใชในฐานะสารตานออกซิเดชันที่ปลอดภัยในผลิตภัณฑ

อาหาร อาทิ โปรตีนไฮโดรไลเสตจากปลา (Chalamaiah และคณะ, 2012) ถั่วลิสง (Hwang และ

คณะ, 2010; Jamdar และคณะ, 2010) และ buckwheat (Tang และคณะ, 2009) เปนตน 

การวิเคราะหสมบัติการตานออกซิเดชัน 

วิธีการที่ใชในการวิเคราะหสมบัติการตานออกซิเดชันในระบบที่ไมมีไขมัน (non-lipid 

system) สามารถแบงได 3 กลุมใหญ ดังนี้ 

ก) Hydrogen Atom Transfer (HAT) โดยอาศัยกลไกการถายโอนไฮโดรเจนอะตอม 

ตัวอยางหนึ่งของกลไกนี ้ไดแก วิธี oxygen radical absorbance capacity (ORAC)  

ข) Single Electron Transfer (SET) โดยอาศัยกลไกการถายโอนอิเล็กตรอน ตัวอยางหนึ่ง

ของกลไกนี้ ไดแก วิธี ferric reducing antioxidant power (FRAP) ซึ่งมีหลักการ ดังนี้ ferric ion 

ถูกรีดิวซ โดยสารตานออกซิเดชันไดเปน ferrous ion ซึ่งทําปฏิกิริยาตอกับ TPTZ เกิดเปน

สารประกอบเชิงซอนสีน้ําเงิน และใหปฏิกิริยาดําเนินตอไปสักระยะหนึ่ง แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร ดังแสดงในรูปที่ 2.3 
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รูปที่ 2.3 ปฏิกิริยาระหวางสารตานออกซิเดชันกับสารประกอบ Ferric-TPTZ 

ที่มา: Prior, Wu และ Schaich (2005) 

 

ค) อาศัยทั้งกลไก HAT และ SET เกิดรวมกันไดแก วิธี 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 

(DPPH) (รูปที่ 2.4) radical scavenging assay วิธีการนี้ใชหลักการ คือ การกําจัดสารอนุมูลอิสระ

สังเคราะห (DPPH) ซึ่งอนุมูลอิสระนี้จะมีสีมวงเขม โดยจะใชสารตานออกซิเดชันในการทําปฏิกิริยา

กับอนุมูลอิสระดังกลาว ซึ่งสารนี้จะไปทําใหสีมวงของอนุมูลอิสระดังกลาวมีสีจางลง สําหรับเวลาที่ใช

ในการทําปฏิกิริยาประมาณ 15 นาที แลวหลังจากนั้นวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 515     

นาโนเมตร และรายงานคาออกมาเปน % inhibition, EC50 หรือ trolox equivalent  

 

 
รูปที่ 2.4 โครงสรางของ 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 

ที่มา: Prior และคณะ (2005) 

อิออนของธาตุโลหะทรานซิชัน เชน Fe, Cu หรือ Co จะทําปฏิกิริยาอยางรวดเร็วกับ          

เพอรออกไซด โดยทําหนาที่เปน one-electron donor แลวสรางเปนอนุมูล alkoxyl ที่มีสวน
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เกี่ยวของกับปฏิกิริยาออกซิเดชันได การวิเคราะหสมบัติการตานออกซิเดชันดวยวิธี metal ions 

chelating activity เปนการวัดความสามารถของสารตานออกซิเดชันในการ chelate ธาตุตาง ๆ 

ดังกลาว จึงสามารถชะลอการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันได การวิเคราะหดวยวิธีดังกลาวสามารถทําได

โดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ลดลงของสารประกอบเชิงซอนของ Fe2+-ferrozine ซึ่งเปนผลมาจาก

สารออกฤทธิ์ในตัวอยางไป chelate อิออนของเหล็ก ทําใหไมสามารถเกิดปฏิกิริยากับ ferrozine ได 

(Pokorny และคณะ, 2001; Rajalakshmi และ Narasimhan, 1996) 

วิธี Folin-Ciocalteu ซึ่งเปนวิธีที่ใชวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิค เดิมใชสําหรับ

วิเคราะห tyrosine โดยสารในกลุมฟนอลจะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันกับ molybdotungstate 

reagent เกิดเปนสารที่ใหสีน้ําเงินที่ความยาวคลื่น 745-750 นาโนเมตร เปนวิธีที่งาย ไวตอปฏิกิริยา

และมีความแมนยํา แตปฏิกิริยาจะดําเนินชาที่คา pH เปนกรดและไมมีความจําเพาะ (Folin, 1927) 

ดั ง นั้ น  Singleton และ Rossi (1965 )  จึ ง ได ปรั บปรุ งวิ ธี โ ดยใช  molybdotungstophosphoric 

heteropolyanion reagent ซึ่งสามารถรีดิวซสารในกลุมฟนอลไดอยางจําเพาะเจาะจงมากขึ้น โดย

วัดสารใหสีที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร กําหนดภาวะและวิธีวิเคราะหโดยใชสัดสวนปริมาตรของ

สารละลายที่เปนดางตอ Folin-Ciocalteu reagent ควบคุมเวลาและอุณหภูมิที่เหมาะสมเพื่อทําให

เกิดสารใหสี และใช gallic acid เปนสารละลายมาตรฐาน เพื่อชวยลดความแปรปรวนและความ

คลาดเคลื่อนของผลทดลองได 

2.6 สมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสต 

สมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสตมีบทบาทสําคัญตอการพิจารณาเพื่อนําโปรตีน     

ไฮโดรไลเสตไปประยุกตใชในดานตาง ๆ เชน  

สมบัติการละลาย คือ ความสามารถในการละลายของโปรตีนไฮโดรไลเสตซึ่งเปนสมบัติเชิง

หนาที่ที่มีความสําคัญในการนําโปรตีนไฮโดรไลเสตไปใชเปนสวนผสมในผลิตภัณฑอาหารประเภทตาง 

ๆ นอกจากนี้ความสามารถในการละลายยังสงผลตอเนื่องกับสมบัติเชิงหนาที่ในดานอื่น ๆ เชน การ

เกิดโฟม และการเปนอิมัลซิไฟเออร เปนตน ความสามารถในการละลายของโปรตีนไฮโดรไลเสต

สามารถรายงานในรูป nitrogen solubility index (NSI) (Sikorski, 2001) 
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สมบัติการเกิดโฟม คือ ความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ทําใหเกิดพื้นที่ผิวสัมผัส

ระหวางอากาศกับของเหลว และรักษาความคงตัวใหกับฟลมไมใหเกิดการเปลี่ยนแปลง เนื่องจากแรง

กระทําจากภายนอก สมบัติการเกิดโฟมจะแตกตางกันขึ้นอยูกับโครงสรางของโปรตีน surface 

hydrophobicity ประจุ และคา pI ของโปรตีน โดยสามารถพิจารณาไดจากคา foam capacity และ 

foam stability (Kristinsson และ Rasco, 2000) 

สมบัติการเปนอิมัลซิไฟเออร คือ ความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ทําหนาที่เปน         

อิมัลซิไฟเออรในระบบอิมัลชัน โดยมีการจัดเรียงสวนที่เปน hydrophobic ของโมเลกุลเพปไทดที่

ผิวสัมผัสระหวางน้ํากับน้ํามัน ซึ่งสมบัตินี้จะพิจารณาจากคา emulsifying activity index (EAI) และ 

emulsion stability index (ESI) (Pearce และ Kinsella, 1978) 

2.7 ปจจัยที่มีบทบาทสําคัญในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตดวยเอนไซม 

ปจจัยที่มีบทบาทสําคัญในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตดวยเอนไซม ไดแก ชนิดและความ

เขมขนของเอนไซม แหลงที่มาและความเขมขนของโปรตีน ภาวะที่ใชผลิต เชน เวลา และระดับการ

ยอยของโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ได เปนตน 

Hong และคณะ (2005) พบวาชนิดของเอนไซมไดแก Alcalase® และ Neutrase® มีผลตอ

ระดับการยอยของโปรตีนไฮโดรไลเสต ที่ไดจากการยอยสลายโปรตีนไอโซเลทจากถั่วเขียวนาน 10 

ชั่วโมง โดยทําใหผลิตภัณฑมีคาระดับการยอย 22 และ 12 % ตามลําดับ 

จากงานวิจัยของ Kamnerdpetch และคณะ (2007) ที่ศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพในการ

ยอยโปรตีนจากเนื้อมันฝรั่งบดโดยใชเอนไซมผสมระหวาง endoprotease และ exopeptidase ใน

การยอยเปรียบเทียบกับการใชเอนไซมเพียงชนิดเดียว พบวา การใชเอนไซม 2 ชนิดในการยอย   

ควบคูกัน ทําใหไดปริมาณของกรดอะมิโนอิสระและประสิทธิภาพซึ่งพิจารณาจากระดับการยอย

โปรตีนสูงกวาการใชเอนไซมเพียงชนิดเดียว ดังนั้นการยอยโปรตีนดวยเอนไซมเพียงชนิดเดียวหรือ 

สองชนิดรวมกัน จะทําใหไดผลิตภัณฑโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ตางกัน ทั้งในดานปริมาณและคุณภาพ 

ชนิดของเอนไซมและแหลงที่มาของโปรตีนมีผลตอระดับการยอยและสมบัติตานออกซิเดชัน

ของโปรตีนไฮโดรไลเสต ทั้งนี้  Torruco-Uco และคณะ (2009) พบวา ตัวอยางโปรตีน          
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ไฮโดรไลเสตจากโปรตีนเขมขน (protein concentrate) จากถั่วพราและถั่วแดงหลวง ที่ผานการยอย

ดวยเอนไซม Alcalase® และ Flavourzyme® นาน 90 นาที มีคาดังกลาวตางกันอยางมีนัยสําคัญ  

(p ≤ 0.05) ตัวอยางที่ไดจากถั่วพราและถั่วแดงหลวงมีคาระดับการยอยสูงสุด เมื่อยอยโปรตีนดวย

เอนไซม Alcalase® นาน 45 และ 30 นาที ตามลําดับ และเมื่อยอยโปรตีนจากถั่วทั้งสองดวยเอนไซม 

Flavourzyme® พบวา เมื่อเวลายอยเพิ่มขึ้น ระดับการยอยของตัวอยางทั้งสองจะมีคาเพิ่มขึ้นตางกัน 

นอกจากนั้นยังพบวาสมบัติตานออกซิเดชันของตัวอยางที่วิ เคราะหดวย 2, 2'-azino-bis 3-

ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid (ABTS) decolourization assay มีคาตางกัน ซึ่งอาจ

เปนเพราะการยอยโปรตีนดวยเอนไซมโปรติเอสตางชนิดกันทําใหไดเพปไทดกลุมตาง ๆ ที่มีสมบัติตาน

ออกซิเดชันที่แตกตางกัน ซึ่งแปรผันไปตามระดับการยอย และคุณสมบัติของเพปไทดที่ได เชน 

น้ําหนักโมเลกุล องคประกอบและลําดับกรดอะมิโนของเพปไทด หรือผลจากสมบัติตาง ๆ รวมกัน 

เชน ความสามารถในการเคลื่อนยายอนุมูลอิสระ การทําหนาที่เปนตัวจับอิออนโลหะ (chelating 

agent) หรือตัวใหอิเล็กตรอน (electron donator) (Tang และคณะ, 2009; Torruco-Uco และ

คณะ, 2009) 

สัดสวนของเอนไซมตอซับสเตรทและเวลาที่ใชมีความสัมพันธกับคาระดับการยอย ทั้งนี้ 

Chabanon และคณะ (2007) ศึกษาความสัมพันธระหวางปจจัยดังกลาวกับคาระดับการยอยของ

โปรตีน albumin และ globulin ที่ไดจากโปรตีนไอโซเลทของ rapeseed ซึ่งผานการทําแหงดวยวิธี

แชเยือกแข็ง พบวามีความสัมพันธกันแบบ log-linear โดยอัตราการยอยจะเร็วในชวงแรกและคอยๆ

ลดลงเนื่องจากจํานวนเพปไทดที่ถูกยอยไดมีจํากัด หรือเกิดจากการยับยั้งเอนไซม (enzyme 

inhibition) โดยการเสื่อมสภาพ (deactivation) ของซับสเตรทและ/หรือเอนไซม (Moreno และ 

Cuadrado, 1993) และพบวาเมื่อความเขมขนของเอนไซมเพิ่มขึ้น คาระดับการยอยของโปรตีนทั้ง

สองชนิดจะมีคาเพิ่มขึ้น แตเมื่อความเขมขนของซับสเตรทเพิ่มขึ้น คาดังกลาวจะลดลง อาจเปนเพราะ

ซับสเตรทมีอิทธิพลตอการเสื่อมสภาพของเอนไซม แสดงใหเห็นวาจํานวนพันธะที่ถูกยอยไดตามคา

ระดับการยอยไมใชปจจัยหลักที่ควบคุมอัตราการยอย (Gonzàlez-Tello และคณะ, 1994) 

นอกจากนั้นยังพบวาขนาดโมเลกุลของเพปไทดและสมบัติเชิงหนาที่ (สมบัติการละลาย การเกิดโฟม

และการเปนอิมัลซิไฟเออร) ของโปรตีนไฮโดรไลเสตมีความสัมพันธกับระดับการยอย แตไมขึ้นกับ

ความเขมขนของเอนไซมและซับสเตรท 
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แหลงที่มาของโปรตีน ชนิดของเอนไซม และเวลาที่ใชในการยอยโปรตีน มีผลตอสมบัติเชิง

หนาที่ กลาวคือจากการศึกษาสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสต ที่ไดจากโปรตีนไอโซเลทจาก 

pea (Pisum sativum L.) 2 สายพันธุ คือ สายพันธุ Maja และ L 1 ซึ่งยอยดวยเอนไซม papain 

และ commercial protease ที่เวลา 15, 30 และ 60 นาที และทําแหงแบบแชเยือกแข็ง พบวา 

ตัวอยางที่ยอยดวย commercial protease มีระดับการยอยที่สูงกวายอยดวย papain และสมบัติ

เชิงหนาที่ของผลิตภัณฑในดานตาง ๆ มีคาที่แตกตางกัน (p ≤ 0.05) (Barac และคณะ, 2012) 

เวลาที่ใชในการยอยมีตอผลตอระดับการยอย สมบัติการตานออกซิเดชันและสมบัติเชิงหนาที่

ของโปรตีนไฮโดรไลเสต จากการยอยโปรตีนไอโซเลตจากถั่วลิสง ดวยเอนไซม Alcalase® 2.4 L นาน 

0.5, 2, 6 และ 22 ชั่วโมง และทําแหงดวยวิธีแชเยือกแข็ง พบวาทําใหผลิตภัณฑไฮโดรไลเสตที่ไดมี

ระดับการยอยเปน 10, 20, 30 และ 40 % ซึ่งมีคาเพิ่มขึ้นตามลําดับ นอกจากนี้ยังทําใหสมบัต ิ    

การตานออกซิเดชันที่วิเคราะหดวย DPPH radical-scavenging activity และ metal chelating 

activity เพิ่มขึ้น และสมบัติเชิงหนาที่โดยเฉพาะสมบัติการละลายก็เพิ่มขึ้นดวยเชนกัน (Jamdar และ

คณะ, 2010) และจากการศึกษาการใชเอนไซมทริปซินในการปรับปรุงสมบัติเชิงหนาที่บางประการ

ของโปรตีนเขมขนจากรําขาวโอต ที่ใชเวลาในการยอยนาน 10, 40 นาที และ 2 ชั่วโมง ทําแหงแบบ

พนกระจาย และมีระดับการยอย 4.1, 6.4 และ 8.3 % ซึ่งมีคาเพิ่มขึ้นตามลําดับ พบวาสมบัติในการ

อิมัลซิไฟ (emulsifying activity) ของไฮโดรไลเสตมีคาเพิ่มขึ้น เมื่อระดับการยอยเพิ่มขึ้น เนื่องจาก

เมื่อโปรตีนถูกยอยเปนเพปไทดที่มีสายสั้นลง ทําใหสามารถเคลื่อนที่ไดอยางรวดเร็วไปยังบริเวณพื้นผิว

ของวัฏภาคน้ํามัน โดยหันสวนที่ไมมีขั้วเขาหาวัฏภาคน้ํามันและหันสวนที่มีขั้วเขาหาวัฏภาคน้ําหรือ 

วัฏภาคที่มีขั้วทําใหเกิดสภาพอิมัลชันขึ้น แตในทางกลับกันความคงตัวหรือเสถียรภาพของอิมัลชัน 

(emulsifying stability) จะมีคาลดลง เนื่องจากปริมาณเพปไทดสายสั้น ๆ ที่เพิ่มขึ้น ทําให

ความสามารถในการโอบลอมรอบอนุภาคของน้ํามันลดลง ทําใหการกระจายตัวของอนุภาคน้ํามันไมดี 

จึงกลับมารวมตัวกันใหม (Guan และคณะ, 2007) 

จากการยอยโปรตีนไอโซเลทจาก chickpea ดวย immobilised Alcalase® ที่เวลา 10, 50, 

150 และ 300 นาที และไดระดับการยอย 1, 2.9, 4.9, และ 10 % ตามลําดับ แลวศึกษาสมบัติเชิง

หนาที่ พบวา เมื่อระดับการยอยเพิ่มขึ้น โปรตีนไฮโดรไลเสต จะมีสมบัติเชิงหนาที่ โดยเฉพาะสมบัติ

การละลายและสมบัติการเกิดโฟมที่เพิ่มมากขึ้น สําหรับสมบัติการเปนอิมัลซิไฟเออรจะลดลง ดังนั้น
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เวลาในการยอยและระดับการยอยจึงมีอิทธิพลตอสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสต (Yust และ

คณะ, 2010) 

เมื่อนําโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ยอยจากโปรตีนไอโซเลทจากถั่วเหลืองดวยเอนไซม 2 ชนิด คือ 

papain และ pepsin นาน 30 นาที และทําแหงแบบพนกระจาย ไปศึกษาสมบัติเชิงหนาที่ พบวา 

การยอยตัวอยางดวย pepsin ทําใหโปรตีนไฮโดรไลเสตมีสมบัติการอิมัลซิไฟ และสมบัติการเกิด     

โฟมที่ดีกวาการยอยดวย papain ดังนั้นชนิดของเอนไซมที่ใชยอยโปรตีนมีผลตอสมบัติเชิงหนาที่ของ

โปรตีนไฮโดรไลเสต (Tsumura และคณะ, 2005) 

Kong, Zhou และ Qian (2007) พบวาระดับการยอยมีผลตอสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีน

ไฮโดรไลเสตที่ไดจาก wheat gluten ซึ่งทําแหงดวยวิธีแชเยือกแข็ง โดยที่ความสามารถในการเกิด

โฟมและความคงตัวของโฟม จะลดลง เมื่อระดับการยอยเพิ่มมากขึ้นเกินระดับที่เหมาะสม เนื่องจาก

การยอยโปรตีนสงผลใหโมเลกุลของโปรตีนมีขนาดเล็กลงและทําใหคา surface activity ลดลง ดังนั้น

โปรตีนจึงมีความสามารถในการจัดเรียงตัวเปนแผนฟลมบริเวณผิวสัมผัสระหวางอากาศกับของเหลว 

และรักษาความคงตัวของฟลมที่หุมอากาศไดลดลง 

นอกจากนั้นอาจมีปจจัยอื่น ๆ ที่สงผลตอคุณสมบัติดานตาง ๆ ของโปรตีนไฮโดรไลเสต เชน 

ขนาดโมเลกุลของเพปไทด และชนิดของกรดอะมิโนอิสระที่เปนองคประกอบในโปรตีนไฮโดรไลเสต เปนตน  

โดยที่ Pihlanto, Akkanen และ Korhonen (2008) รายงานวา สมบัติตานออกซิเดชันในโปรตีน        

ไอโซเลทจากมันฝรั่งที่ผานการยอยดวยเอนไซม esperase เกิดจากเพปไทดที่มีขนาดโมเลกุลมากกวา 

3 kDa ในขณะที่ Hwang และคณะ (2010) ทดลองยอยโปรตีนไอโซเลทจากถั่วลิสงที่สกัดไขมันออก

ดวยเอนไซม esperase และทําแหงแบบแชเยือกแข็ง จากนั้นแยกเพปไทดไดเปน 3 ขนาด ไดแก กลุม

ที่มีขนาดโมเลกุลนอยกวา 3 kDa อยูระหวาง 3-5 kDa และมากกวา 5 kDa แลววิเคราะหสมบัติตาน

ออกซิเดชัน พบวา เพปไทดที่มีขนาดโมเลกุล 3-5 kDa จะมีคา DPPH radical scavenging activity 

และ metal chelating activity สูงกวาเพปไทดที่มีขนาดโมเลกุลอื่นอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) แต

ปจจัยดังกลาวมีอิทธิพลตอคา reducing power นอย แสดงใหเห็นวาเพปไทดที่มีขนาดโมเลกุล

ตางกันซึ่งมีสมบัติตานออกซิเดชันตางกัน อาจเกิดจากกลไกการตานออกซิเดชันที่ตางกัน อยางไรก็
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ตาม ลําดับชนิดของกรดอะมิโน โครงสรางและความยาวของสายเพปไทด อาจเปนปจจัยหลักที่มีผล

ตอสมบัติตานออกซิเดชันของตัวอยาง (Hwang และคณะ, 2010; Pihlanto และคณะ, 2008) 

2.8 การใชประโยชนจากโปรตีนไฮโดรไลเสต  

โปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผลิตขึ้นในระยะแรกเปนโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ไดจากปลา ผลิตขึ้นเพื่อใช

เปนอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย  ตอมามีการศึกษาเกี่ยวกับคุณคาทางโภชนาการพบวาโปรตีน     

ไฮโดรไลเสตมีคุณคาทางโภชนาการสูง โดยประกอบดวยกรดอะมิโนที่จําเปนครบถวน จึงนําไปใช

ประโยชนในผลิตภัณฑอื่น ๆ โดยสามารถนําไปใชประโยชนได ดังนี้ 

ก) อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย 

โปรตีนไฮโดรไลเสตที่มีระดับการยอยสลายสูงจะประกอบดวยกรดอะมิโนอิสระและ  

เพปไทดสายสั้นจํานวนมาก ซึ่งเปนแหลงของไนโตรเจนที่ดีและเหมาะแกการเจริญของเชื้อจุลินทรีย 

จึงสามารถนํามาใชเปนอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรียได (Ghorbel และคณะ, 2005) 

ข) อาหารสัตว 

โปรตีนไฮโดรไลเสตจากปลามีคุณคาทางโภชนาการที่ดี ประกอบดวยกรดอะมิโนที่จําเปน

ครบถวน จึงมีการนําไปใชเปนอาหารเลี้ยงสัตวที่อยูในระยะแรกเกิดและระยะเจริญเติบโต เชน      

ลูกแกะ ลูกวัว และลูกหมู เปนตน (Adler-Nissen, 1986a; Chalamaiah และคณะ, 2012) 

ค) อาหารมนุษย 

ปจจุบันมีการพัฒนากระบวนการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเนื้อเยื่ออาหาร เพื่อใหได

ผลิตภัณฑที่มีคุณคาทางโภชนาการและมีสมบัติเชิงหนาที่ที่เหมาะสมตอการนํามาใชในผลิตภัณฑ

อาหารของมนุษย เชน ในผลิตภัณฑขนมอบประเภทเคก ผลิตภัณฑเนื้อสัตวประเภทไสกรอก และ

ผลิตภัณฑจากนมประเภทไอศกรีม เปนตน และสามารถนํามาใชเปนวัตถุปรุงแตงกลิ่นรสอาหาร เชน 

น้ําปลา น้ําซอสปรุงรส และซีอิ๊ว เปนตน (Chalamaiah และคณะ, 2012) นอกจากนี้ยังสามารถใช

เปนสวนผสมของเครื่องดื่มได (Sinha และคณะ, 2007) 

  



บทที่ 3 

วิธีการดําเนินงานวิจัย 

วัตถุดิบ 

- ถั่วอะซูกิพันธุ Erimo (จากศูนยพัฒนาโครงการหลวงขุนแปะ อ.จอมทอง จ.เชียงใหม) เก็บ

เกี่ยวระหวางเดือนมีนาคม 2553 บดถั่วอะซูกิดวยเครื่องโมแหง แลวนําไปรอนดวยตะแกรง

ขนาด 100 mesh หลังจากนั้นบรรจุผงถั่วที่ไดลงในถุงลามิเนต (PET/AL/PE) (บริษัท     

ปทุมเฟล็กซ แพ็คเกจจิ้ง จํากัด อ.คลองหลวง จ.ปทุมธานี) ที่มีขนาด 150 x 230 มิลลิเมตร 

อัตราการซึมผานของไอน้ํา (water vapor transmission rate) 0.0006 กรัม/ตารางเมตร/

วัน อัตราการซึมผานของออกซิเจน (oxygen transmission rate) 0.0006 ลูกบาศก

เซนติเมตร/ตารางเมตร/วัน ภายใตสุญญากาศ -100 kPa และเก็บไวในเดซิคเคเตอรจนกวา

จะนํามาวิเคราะห 

- เอนไซม Flavourzyme®500 MG (Novozymes, Bagsvaerd, Denmark, และมีคา 

activity = 500 LAPU/g) เปนเอนไซมที่ไดจากจุลินทรียชนิด Aspergillus oryzae ทํา

หนาที่เปนไดทั้ง endopeptidase และ exopeptidase ซึ่งจะใชเวลาในการยอยสลายที่นอย 

ทําใหโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ไดไมมีรสขม มีอุณหภูมิที่ เหมาะสมคือ 50 °C และ pH ที่

เหมาะสมในชวง 5.0-7.0 

- น้ํามันถั่วเหลือง ตรา กุก (ผลิตโดยบริษัท ธนากรผลิตภัณฑน้ํามันพืช จํากัด จ.สมุทรปราการ) 

ซื้อจากรานสหกรณจุฬาลงกรณวิทยาลัย  สาขาศาลาพระเกี้ยว  ทั้ งนี้มีอายุการ

เก็บ 2 เดือน หลังวันผลิต (ผลิต 25 พฤษภาคม 2556) 

อุปกรณและสารเคมี  

อุปกรณ    รุนที่ผลิต  ตราสินคา/ประเทศผูผลิต 

- UV - spectrophotometer Genesys 10 UV  Thermospectronic  

/ Rochester, N.Y., U.S.A. 
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- Vortex mixer   VTX-3000L  UZUSIO / Tokyo, Japan 

- Water bath shaker  GFL 1092  GFL / Burgwedel,  

        Germany 

- pH meter   CyberScan  Eutech Instruments /  

pH 1000 Bench  Singapore 

- Freezer -20 °C   SF-C95   Sanyo / Tokyo, Japan 

- ตูอบลมรอน (Oven)  600   Memmert / Schwabach,  

        Germany 

- Soxhlet extraction system EV6 All/16  Gerhardt / Northants, U.K. 

- Kjeldahl system 

- Digestion unit  K-424   BÜCHI / Flawil 1,  

        Switzerland 

- Scrubber unit   B-141   BÜCHI / Flawil 1,  

        Switzerland 

- Distillation unit  B-324   BÜCHI / Flawil 1,  

        Switzerland 

- Rotary evaporator  A-3S   Eyela / Miyagi, Japan 

- Muffle furnace   CWF 1200  Carbolite / Sheffield,  

        England 

- Soybean grinder  Type NSB-6  Lita Brand / Thailand 

- Sieve    ASTM   Retsch® / Haan, Germany 

- HPLC    Alliance 2695  Waters / MA, U.S.A. 

- MALDI-TOF mass   Microflex  Bruker / MA, U.S.A. 

spectrometer 

- Spray dryer   B–290    BÜCHI / Flawil 1,  

        Switzerland 
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- เครื่องชั่งละเอียดทศนิยม   BP 2105  Sartorius / Göttingen,  

 4 ตําแหนง      Germany 

- Centrifuge   5200   Kubota / Tokyo,  

Japan 

- Centrifuge   Mikro 22R  Hettich / Kirchlengern,  

Germany 

- Centrifuge   220/240  Thermo IEC / MA, USA 

- Vacuum sealing machine AG500   Multivac /  

Wolfertschwenden,  

        Germany 

สารเคม ี

สําหรับการวิเคราะห proximate analysis 

วิเคราะหปริมาณโปรตีน (Kjeldahl method) 

- Selenium mixture reagent   Merck   Germany 

(A.R. grade) 

- Sulfuric acid (A.R. grade)  QReC   New Zealand 

- Sodium hydroxide   Carlo Erba  France 

(A.R. grade)  

- Boric acid (A.R. grade)   QReC   New Zealand 

- Methyl red (A.R. grade)  QReC   New Zealand 

- Hydrochloric acid (A.R. grade)  QReC   New Zealand 

- Ethanol (A.R. grade)   QReC   New Zealand 

วิเคราะหปริมาณไขมัน 

- Petroleum ether (A.R. grade)  QReC   New Zealand 
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วิเคราะหปริมาณเสนใยอาหาร 

- Sulfuric acid (A.R. grade)  QReC   New Zealand 

- Sodium hydroxide (A.R. grade) Carlo Erba  France 

- Ethanol (A.R. grade)   QReC   New Zealand 

สําหรับการวิเคราะหระดับการยอยสลายโปรตีน (Degree of hydrolysis: DH) 

- Disodium tetraborate decahydrate  Univar   Australia 

(A.R. grade) 

- Sodium dodecyl sulfate (A.R. grade) Ajax Finechem  Australia 

- Phthaldialdehyde (A.R. grade)  Fluka   Germany 

- Ethanol (A.R. grade)   QRec   New Zealand 

- Dithiothreitol (A.R. grade)  Fluka   Switzerland 

- Serine (A.R. grade)   Fisher Scientific U.S.A. 

สําหรับวิเคราะหสมบัติการตานอออกซิเดชัน  

วิธี DPPH 

- 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl  Fluka   Switzerland 

(DPPH) (A.R. grade)    

- Ethanol (A.R. grade)   QReC   New Zealand 

วิธี metal ions chelating activity 

- Iron (II) chloride (FeCl2) (A.R. grade) QReC   New Zealand 

- Ferrozine (A.R. grade)   QReC   New Zealand 

(3-(2-pyridyl)-5, 6-bis(4-phenyl-sulfonic acid)-1, 2, 4-triazine) 
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วิธี FRAP 

- Trolox (A.R. grade)   Fluka   Germany 

- Methanol (A.R. grade)   J.T. Baker  U.S.A. 

- Sodium acetate (A.R. grade)  Fisher Scientific U.S.A. 

- 2, 4, 6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ)  Fluka   Switzerland 

(A.R. grade) 

- Hydrochloric acid (A.R. grade)  J.T. Baker  U.S.A. 

- Iron (III) chloride (FeCl3) (A.R. grade) POCH S.A.  Poland 

สําหรับการหาปริมาณสารประกอบฟนอลิคทั้งหมดดวย Folin-Ciocalteu 

- Sodium carbonate (A.R. grade) Ajax Finechem  Australia 

- Folin-Ciocalteu reagent  Carlo Erba  France 

(A.R. grade) 

- Gallic acid (A.R. grade)   Fluka   Germany 

- Ethanol (A.R. grade)   VWR Prolabo  France 

สําหรับการวิเคราะหชนิดและปริมาณกรดอะมิโนดวยเทคนิค high performance liquid chromatography (HPLC) 

- Acetonitrile 60 % (HPLC grade) Labscan  Poland 

- Sodium acetate buffer (HPLC grade) Merck   Germany 

- AccQ-fluor derivertization buffer  Waters   Spain 

(HPLC grade) 

- AccQ-fluor reagent (HPLC grade) Waters   Spain 
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สําหรับการวิเคราะหขนาดโมเลกุลของเพปไทดดวยเทคนิค Matrix-assisted laser desorpton/ionization time of 

flight (MALDI-TOF) 

- α-cyano-4-hydroxycinnamic acid Fluka   Singapore 

(CHCA) (HPLC grade)  

- Trifluoroacetic acid (TFA)  Carl Roth GmbH Germany 

(A.R. grade) 

- Acetonitrile (A.R. grade)  Carlo Erba  France 

สําหรับการทําแหง 

- Maltodextrin (10 % DE)   Mor-rex Brazil 

สําหรับการวิเคราะหสมบัติเชิงหนาที่ 

- Hydrochloric acid (A.R. grade)  J.T. Baker  U.S.A. 

- Sodium hydroxide (A.R. grade) Carlo Erba  France 

- Sodium dodecyl sulfate (A.R. grade) Ajax Finechem  Australia 

สําหรับการวิเคราะหปริมาณโปรตีน (Modified Lowry method) 

- Sodium carbonate (A.R. grade) Ajax Finechem  Australia 

- Sodium dodecyl sulfate (A.R. grade) Ajax Finechem  Australia 

- Sodium deoxycholate (A.R. grade) Sigma   U.S.A. 

- Sodium hydroxyide (A.R. grade) Carlo Erba  France 

- Trichloroacetic acid (A.R. grade) Merck   Germany 

- Folin-Ciocalteu reagent (A.R. grade) Carlo Erba  France 

- Bovine serum albumin (A.R. grade) Sigma   U.S.A. 

- Tris-HCl (A.R. grade)   Sigma   U.S.A. 

- Dithiothreitol (A.R. grade)  Fluka   Switzerland 
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ขั้นตอนและวิธีดําเนินงานวิจัย 

3.1 วิเคราะหองคประกอบทางเคมีของวัตถุดิบ  

วิเคราะหองคประกอบทางเคมีของถั่วอะซูกิ ไดแก ความชื้น โปรตีน ไขมัน เถา เสนใยอาหาร 

และปริมาณคารโบไฮเดรต ตามวิธีการของ AOAC (2006) (ภาคผนวก ก 1-6)  

3.2 ศึกษาภาวะที่เหมาะสมของเอนไซมท่ีใชในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิ 

แบงตัวอยางถั่วอะซูกิผงมา 10 กรัม ผสมกับน้ํากลั่นในอัตราสวน 1:10 (w/w)                

ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร ใช Flavourzyme® 500 MG เปนเอนไซมยอยโปรตีน

ถั่วอะซูกิ ซึ่งมีภาวะที่เหมาะสมในการทํางาน คือ อุณหภูมิ 50 °C และ pH 7 แปรความเขมขนของ

เอนไซมตอน้ําหนักถั่วเปน 1.0, 3.0, 5.0 และ 7.0 % w/w และแปรเวลาในการยอยเปน 1, 2, 3 และ 

4 ชั่วโมง ใน water bath shaker จากนั้นยับยั้งการทํางานของเอนไซมที่อุณหภูมิ 75 °C เปนเวลา 

10 นาที ทําใหเย็นลงทันที และนําไปปนเหวี่ยงตะกอนที่ความเร็ว 1,400×g เปนเวลา 15 นาที แลว

นําสารละลายสวนใสไปวิเคราะหระดับการยอยสลายและสมบัติการตานออกซิเดชัน 

3.2.1 วิเคราะหระดับการยอย (degree of hydrolysis)  

วิเคราะหระดับการยอยโดยวิธี ortho-phthaldialdehyde (OPA) ของ Nielsen, 

Petersen และ Dhambmann (2001) (ภาคผนวก ก 7) 

3.2.2 ศึกษาสมบัติการตานออกซิเดชันของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูก ิ

วิเคราะหสมบัติการตานออกซิเดชันของโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ไดจากการยอยดวยตัว

แปรตาม treatment combinations ตาง ๆ ขางตนดวยวิธีวิเคราะหตาง ๆ ดังตอไปนี ้

- วิธี 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical-scavenging activity 

โดยดัดแปลงจากวิธีของ Xie และคณะ (2008) (ภาคผนวก ก 8) 

- วิธี metal ions chelating activity โดยดัดแปลงจากวิธีของ Xie และคณะ 

(2008) (ภาคผนวก ก 9) 
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- วิธี ferric reducing antioxidant power (FRAP) โดยดัดแปลงจากวิธีของ 

Benzie และ Strain (1999) (ภาคผนวก ก 10)  

- วิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิคทั้งหมดดวยวิธี Folin-Ciocalteu โดย

ดัดแปลงจากวิธีของ Waterhouse (2008) (ภาคผนวก ก 11)  

วางแผนการทดลองและวิเคราะหขอมูลทางสถิติแบบ 4 x 4 Factorial in 

completely randomized design (CRD) ทดลอง 2 ซ้ํา วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบ

คาเฉลี่ยที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Tests (DNMRT) 

(Cochran และ Cox, 1992) 

จากนั้นคัดเลือกภาวะที่เหมาะสมของเอนไซมที่ใชในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก

ถั่วอะซูกิมา 2 ภาวะ โดยพิจารณาจากภาวะที่มีระดับการยอยสลายต่ําสุดและสูงสุด ซึ่งไดจากการยอย

ดวยเอนไซมเขมขน 1 % นาน 1 ชั่วโมงและ 7 % นาน 4 ชั่วโมง ตามลําดับ ซึ่งใหคาสมบัติการตาน

ออกซิเดชันตาง ๆ ที่แตกตางกัน เพื่อนําตัวอยางโปรตีนไฮโดรไลเสต (ของเหลว) ที่ไดไปศึกษาและ

วิเคราะหในขั้นตอนตอไป 

3.3 การวิเคราะหชนิดและปริมาณกรดอะมิโนอิสระในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูก ิ

นําตัวอยางโปรตีนไฮโดรไลเสตที่คัดเลือกได ในขอ 3.2 มาวิเคราะหชนิดและปริมาณกรด   

อะมิโนที่เปนองคประกอบดวยเทคนิค high performance liquid chromatography (HPLC) ตาม

วิธีของ Bosch, Alegría และ Farré (2006) (ภาคผนวก ก 12) 

3.4 การวิเคราะหขนาดโมเลกุลของเพปไทดในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูก ิ

นําตัวอยางโปรตีนไฮโดรไลเสตที่คัดเลือกไดในขอ 3.2 ไปวิเคราะหขนาดโมเลกุลของเพปไทด

ดวยเทคนิค Matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight (MALDI-TOF) ตามวิธี

ของ Boontha และคณะ (2008) (ภาคผนวก 13) 
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3.5 การทําแหงโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูก ิ

ทําแหงตัวอยางโปรตีนไฮโดรไลเสตที่คัดเลือกไดในขอ 3.2 โดยนําสารละลายสวนใสที่ไดจาก

การ centrifuge (KUBOTA 5200) ที่อุณหภูมิ 25 °C และแรงเหวี่ยง 1,400×g มาปรับปริมาณ

ของแข็งที่ละลายไดทั้งหมดใหไดประมาณ 21.4 % ดวยมอลโทเด็กซทริน (10 % DE) ทําใหไดปริมาณ

ของสารละลายตัวอยางไฮโดรไลเสตเทากับ 1,254 กรัม แลวนําไปทําแหงดวยกระบวนการทําแหง

แบบพนกระจาย (spray drying) ดวยเครื่อง BÜCHI Mini Spray Dryer B-290 (รูปที่ 3.1) ที่

อัตราเร็ว 6 มิลลิลิตรตอนาที (20 % feed rate) โดยใชเวลาในการทําแหงประมาณ 2 ชั่วโมง 30 

นาที ซึ่งกําหนดอุณหภูมิของลมรอนขาเขาประมาณ 180-185 °C อุณหภูมิลมรอนขาออกอยูในชวง 

90-100 °C ทดลอง 2 ซ้ํา (Linarès, Larré และ Popineau, 2001) บรรจุผงโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ได

ในถุงลามิเนต (PET/AL/PE) ดวยเครื่อง Multivac AG-500 ภายใตสุญญากาศ (-100 kPa) และเก็บ

ไวในเดซิคเคเตอรจนกวาจะนํามาวิเคราะหสมบัติดานตาง ๆ ตอไป  

 

รูปที่ 3.1 เครื่อง BÜCHI Mini Spray Dryer B-290 
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3.6 ศึกษาสมบัติการตานออกซิเดชันของโปรตีนไฮโดรไลเสต 

วิเคราะหสมบัติการตานออกซิเดชันของตัวอยางโปรตีนไฮโดรไลเสตของเหลวและตัวอยางที่

ผ านกระบวนการทําแห งแล ว โดยนํ ามาละลายด วยน้ํ ากลั่ นใหมีความเขมขน 5 % (w/v)                               

ดวยวิธีวิ เคราะหตาง ๆ ดังนี้  

- วิธี 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical-scavenging activity  

- วิธี metal ions chelating activity  

- วิธี ferric reducing antioxidant power (FRAP)  

- ปริมาณสารประกอบฟนอลิคทั้งหมดดวยวิธี Folin-Ciocalteu  

ทั้งนี้ทํางานทดลองเพ่ือหาคาดังกลาวขางตนเชนเดียวกับขอ 3.2.2 โดยทํา 3 ซ้ํา 

3.7 ศึกษาสมบัตเิชิงหนาที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสตผง 

วิเคราะหสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผานกระบวนการทําแหง ดวยวิธีดังนี้ 

3.7.1 วิเคราะหความสามารถในการละลาย  

วิเคราะหสมบัติดังกลาวนี้โดยดัดแปลงจากวิธีของ Ponnampalam และคณะ       

(1987) ดวยการละลายตัวอยางโปรตีนไฮโดรไลเสตผงใหมีความเขมขน 1 % (w/v) ดวยน้ํากลั่น    

ปรับ pH ของสารละลายตัวอยางดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 0.5 โมลาร หรือสารละลาย  

โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.5 โมลาร ใหมีคา pH เปน 3, 5, 7, 9 และ 11 หลังจากนั้นกวนผสม

ตัวอยางดวยเครื่องกวน (magnetic stirrer) ที่อุณหภูมิหอง นาน 45 นาที แลวนําตัวอยางไป       

ปนเหวี่ยงที่ 7,500×g นาน 15 นาที หลังจากนั้นนําสวนใส (supernatant) ไปวิเคราะหปริมาณ

โปรตีนดวยวิธี Modified Lowry ตามวิธีของ Peterson (1977) (ภาคผนวก ก 14) คํานวณคา

ความสามารถในการละลาย (solubility) ตามสมการดังนี ้

Solubility = 
protein content in supernatant

total protein content in sample
 ×100 % 
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3.7.2 วิเคราะหสมบัติการเกิดโฟม  

วิเคราะหสมบัติดังกลาวนี้โดยดัดแปลงจากวิธีของ Sathe และ Salunkhe (1981) 

ดวยการละลายตัวอยางโปรตีนไฮโดรไลเสตผงใหมีความเขมขน 1 % (w/v) ดวยน้ํากลั่น ปรับ pH 

ของสารละลายตัวอยางดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 0.5 โมลาร หรือสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.5 โมลาร ใหมีคา pH เปน 3, 5, 7, 9 และ 11 นําตัวอยางปริมาตร 20 

มิลลิลิตร ใสในกระบอกตวงขนาด 25 มิลลิลิตร ไปโฮโมจีไนซดวยเครื่องโฮโมจีไนเซอร ที่ความเร็วรอบ 

16,000 รอบตอนาที นาน 2 นาที ที่อุณหภูมิหอง ตั้งตัวอยางไวที่อุณหภูมิหองนาน 30 วินาที และ

อานปริมาตรของตัวอยาง แลวนําคาที่ไดมาคํานวณคาความสามารถในการเกิดโฟม (foaming 

capacity) ตามสมการดังนี ้

Foaming capacity = 
A - B

B
 ×100 % 

เมื่อ  A = the volume after homogenization (ml) 

B = the volume before homogenization (ml) 

ตั้งตัวอยางไวที่อุณหภูมิหองตอนาน 3 นาที และอานปริมาตร แลวนําคาที่ไดมาคํานวณ 

คาความคงตัวหรือเสถียรภาพของโฟม (foam stability) ตามสมการดังนี ้

Foaming stability = 
A - B

B
 ×100 % 

เมื่อ  A = the volume after standing (ml) 

B = the volume before homogenization (ml) 

3.7.3 วิเคราะหสมบัติการเปนอิมัลซิไฟเออร  

วิเคราะหสมบัติดังกลาวนี้ดวยการดัดแปลงจากวิธีของ Pearce และ Kinsella 

(1978) ดวยการละลายตัวอยางโปรตีนไฮโดรไลเสตผงใหมีความเขมขน 1 % (w/v) ดวยน้ํากลั่น     

ปรับ pH ของสารละลายตัวอยางดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 0.5 โมลาร หรือสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.5 โมลาร ใหมีคา pH เปน 3, 5, 7, 9 และ 11 แลวผสมสารละลาย
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ตัวอยางปริมาตร 30 มิลลิลิตร กับน้ํามันถั่วเหลืองปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําสวนผสมไปโฮโมจีไนซดวย

เครื่องโฮโมจีไนเซอร ที่ความเร็วรอบ 22,000 รอบตอนาที นาน 2 นาที ที่อุณหภูมิหอง นําตัวอยาง

อิมัลชันปริมาตร 50 ไมโครลิตร จากสวนลางสุด (bottom) ที่เวลา 0 และ 10 นาทหีลังการโฮโมจีไนซ 

ไปผสมกับสารละลาย sodium dodecyl sulfate (SDS) เขมขน 0.1 % (w/v) ปริมาตร 4,950 

ไมโครลิตร หลังจากนั้นนําตัวอยางไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตร แลวนํา

คาที่ไดไปคํานวณคาความสามารถการเกิดอิมัลชัน (emulsifying activity index: EAI) ตามสมการ

ดังนี้ 

Emulsifying activity index (m2/g) = 
(2 × 2.203 × A500)

(0.25 × P)
  

เมื่อ  A500 = คาการดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตร 

   P = ปริมาณโปรตีน (กรัม) (ภาคผนวก ก 14) 

และคาความคงตัวของอิมัลชัน (emulsion stability index: ESI) ตามสมการดังนี้ 

Emulsifying stability index (min) = 
(A0 × ∆t)

(∆A)
 

เมื่อ  A0 = คาการดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตรของ 

ตัวอยางที่เก็บในนาทีที่ 0 

A10 = คาการดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตรของ 

ตัวอยางที่เก็บในนาทีที่ 10 

∆t = 10 นาที 

∆A =  A0 - A10 

 

  



บทที่ 4 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิ ดวยเอนไซม Flavourzyme® 500 MG เพื่อยอย

โปรตีนในถั่ว โดยแปรความเขมขนเอนไซม (1, 3, 5 และ 7 % w/w) และเวลาในการยอย (1, 2, 3 

และ 4 ชั่วโมง) มีเปาหมายหลักเพื่อการผลิตและนําผลิตภัณฑที่ไดไปใชประโยชนในดานของการเปน

สารตานออกซิเดชัน รวมทั้งสมบัติเชิงหนาที่บางประการของโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ได เพื่ออาจจะนําไป

ประยุกตใชในผลิตภัณฑอาหาร ไดแก ขนมอบ (bake goods) ผลิตภัณฑจากเนื้อสัตว หรือผลิตภัณฑ

จําเพาะบางประเภท ไดแก เครื่องดื่มใหพลังงาน (energetic drinks) อาหารที่ชวยควบคุมน้ําหนัก 

(weight-control diets) หรือใชเปนสารใหกลิ่นรสในผลิตภัณฑอาหารไดอยางหลากหลาย 

(Clemente, 2000; Hamada, 2000; Neklyudov, Ivankin และ Berdutina, 2000) ทั้งนี้การ

รายงานผลการทดลองในประเด็นหลักจะรายงานในสวนของการศึกษาสมบัติการตานออกซิเดชันเปน

ลําดับแรก และตามดวยผลการศึกษาสมบัติเชิงหนาของโปรตีนไฮโดรไลเสต อยางไรก็ตามงานทดลอง

ในขั้นแรกเริ่มจากการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของถั่วอะซูกิ ที่นํามาใชเปนแหลงของโปรตีน   

ตั้งตนเพื่อผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสต ดังนี้ 

4.1 องคประกอบทางเคมีของถั่วอะซูกิ 

งานวิจัยนี้ไดนําถั่วอะซูกิพันธุ Erimo จากศูนยพัฒนาโครงการหลวงขุนแปะ อ.จอมทอง     

จ.เชียงใหม เก็บเกี่ยวระหวางเดือนมีนาคม 2553 มาใชในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตใหมีสมบัติการ

ตานออกซิเดชัน และสมบัติเชิงหนาที่ดานตางๆ การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของถั่วอะซูกิกอน

การยอยดวยเอนไซม จึงเปนขั้นตอนสําคัญในการพิจารณาคุณภาพของวัตถุดิบเริ่มตนที่จะใชในการ

ผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสต โดยวิเคราะหปริมาณความชื้น โปรตีน ไขมัน เถา และเสนใยอาหารของ

ถั่วอะซูกิ ผลการวิเคราะหดังกลาว แสดงในตารางที่ 4.1 

 

 

 



34 
 

ตารางที่ 4.1 องคประกอบทางเคมีของถั่วอะซูก ิ

องคประกอบทางเคม ี
เปอรเซ็นต 

น้ําหนักเปยก น้ําหนักแหง 

ความชื้น 10.84 ± 0.28        - 

โปรตีน 25.44 ± 1.00 28.53 ± 1.12 

ไขมัน 1.95 ± 0.24 2.19 ± 0.27 

เถา 4.24 ± 0.10 4.76 ± 0.11 

เสนใยอาหาร 3.57 ± 0.27 4.01 ± 0.31 

คารโบไฮเดรต 53.96 ± 0.79 60.51 ± 1.08 

 

จากการวิจัยพบวาถั่วอะซูกิประกอบดวยสารอาหารประเภทคารโบไฮเดรตและโปรตีนเปน

หลัก ซึ่งมีปริมาณใกลเคียง 80 % Nwokolo  และ Smartt (1996) ไดรายงานวาองคประกอบทาง

เคมีของถั่วดังกลาว มีปริมาณความชื้น 15 %, ปริมาณโปรตีน 21.1 %, ปริมาณไขมัน 1.0 %, 

ปริมาณเถา 3.4 %, ปริมาณเสนใยอาหาร 3.9 % และปริมาณคารโบไฮเดรต 59.5 % (โดยน้ําหนัก

เปยก) ซึ่งมีคาใกลเคียงหรือคอนขางสอดคลองกับคาที่ไดจากการวิจัยครั้งนี้ ทั้งนี้ปริมาณองคประกอบ

ทางเคมีของถั่วจะขึ้นอยูกับปจจัยตาง ๆ เชน ขนาดของเมล็ดถั่ว ความแตกตางของสายพันธุ และ

สภาวะระหวางการปลูก เชน สภาพอากาศ สภาพดินที่ใชปลูก การเพิ่มสารอาหารโดยการใหปุยและ

การดูแลรักษา เปนตน  

4.2 ระดับการยอยของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูก ิ

การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิ ดวยเอนไซม Flavourzyme® 500 MG (ภาวะที่

เหมาะสมในการทํางาน คือ อุณหภูมิ 50 °C และ pH 7) โดยมีความเขมขนเอนไซมและเวลาในการ

ยอยเปนปจจัยแปรผัน แปรความเขมขนของเอนไซมตอปริมาณถั่วเปน 1.0, 3.0, 5.0 และ           

7.0 % w/w และแปรเวลาในการยอยเปน 1, 2, 3 และ 4 ชั่วโมง ใน water bath shaker จากนั้น

ยับยั้งการทํางานของเอนไซมที่อุณหภูมิ 75 °C เปนเวลา 10 นาที ทําใหเย็นลงทันที และนําไปปน
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ความเขมขนเอนไซม 3 %

ความเขมขนเอนไซม 5 %

ความเขมขนเอนไซม 7 %

เหวี่ยงตะกอนที่ความเร็ว 1,400xg เปนเวลา 15 นาที แลวนําสารละลายสวนใสไปวิเคราะหระดับการ

ยอยสลาย (degree of hydrolysis: DH) และสมบัติการตานออกซิเดชันดานตาง ๆ ดังนี้  

การวิเคราะหระดับการยอยของโปรตีนจะใชวิธี OPA ซึ่งเกิดจากการทําปฏิกิริยาระหวางสาร 

OPA และ primary amino group ในภาวะที่มีสาร dithiothreitol (DTT) เปนองคประกอบ วัดคา

การดูดกลืนแสงของสารที่เกิดขึ้นที่ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร และคํานวณระดับการยอยของ

โปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิ ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.1 ระดับการยอยของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิที่ไดจากการแปรความ 

เขมขนของเอนไซมและเวลาในการยอย 
 

จากการทดลองพบวาระดับการยอยของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิมีคาตั้งแต          

30.29-47.94 % ซึ่งจะมีแนวโนมเพิ่มขึ้นตามความเขมขนของเอนไซมและเวลาที่ใชในการยอย         

(รูปที่ 4.1) เนื่องจาก Flavourzyme® เปนโปรติเอสที่สามารถเรงปฏิกิริยาการยอยสลายพันธะ    

เพปไทดดวยน้ํา โดยจะชวยลดพลังงานกระตุนของปฏิกิริยา สงผลใหโปรตีนถูกยอยเปนกรดอะมิโน

อิสระและสายเพปไทดที่มีขนาดเล็กลงเร็วขึ้น อัตราการยอยจึงเพิ่มขึ้น (Adler-Nissen, 1986b; 
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Marangoni, 2003) จากการวิเคราะหทางสถิติพบวา ความเขมขนของเอนไซมและเวลาในการยอย

เปนปจจัยหลักที่สงผลตอการเพิ่มระดับการยอยสลายโปรตีน เมื่อความเขมขนของเอนไซมเพิ่มขึ้น    

คา DH จะเพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) ที่ระยะเวลาเทากัน และอัตราการยอยซึ่งสังเกตไดจาก

ความชันของกราฟจะมีคาเพิ่มขึ้นดวย นอกจากนั้น พบวาคา DH จะแปรผันตามเวลาในการยอย 

เนื่องจากเมื่อเวลาผานไปเอนไซมจะยอยโปรตีนเปนกรดอะมิโนและเพปไทดที่มีขนาดเล็กลงไดเพิ่ม

มากขึ้น อยางไรก็ตามที่ระดับความเขมขนตางๆมีคาดังกลาวเปลี่ยนแปลงนอยโดยเฉพาะที่ความ

เขมขนเอนไซมเปน 1 % คาดังกลาวแทบจะไมเปลี่ยนแปลงเมื่อยอยตัวอยางนานขึ้น อาจอธิบายไดวา 

ในชวงเริ่มตนของปฏิกิริยา เอนไซมจะเรงปฏิกิริยาการยอยสลายดวยอัตราเร็วคงที่เปนระยะเวลา   

สั้น ๆ เนื่องจากสารตั้งตนซึ่งไดแกพันธะเพปไทดยังมีปริมาณมาก จากนั้นอัตราการยอยจะลดลง

เพราะความเขมขนของสารตั้งตนลดลงเมื่อเวลาผานไป จนกระทั่งอัตราเร็วเปนศูนย สารตั้งตนทั้งหมด

จะกลายเปนผลิตภัณฑหรือปฏิกิริยาเขาสูสมดุล ผลิตภัณฑซึ่งไดแก เพปไทดที่เกิดขึ้นระหวางการยอย

สลายจะเขาแขงขันกับเพปไทดดั้งเดิม (Kristinsson และ Rasco, 2000; Palmer, 1995) จากการ

ทดลองนี้ ระยะเวลา 1-4 ชั่วโมงที่ใชยอยตัวอยางอาจกําลังเขาสูชวงทายของปฏิกิริยา อัตราการยอย

สลายจึงเปลี่ยนแปลงนอย และที่ความเขมขนเอนไซมเปน 1 % อาจมีสัดสวนเอนไซมตอซับสเตรทต่ํา

เกินไปจึงมีอัตราการยอยต่ํากวาที่ความเขมขนอื่นมาก Clemente และคณะ (1999) พบวา การยอย

โปรตีนไอโซเลทจาก chickpea โดยใช Flavourzyme® มีอัตราการยอยเร็วในชวงแรก (0-120 นาที) 

และชาในชวงทาย (120-180 นาที) Tang และคณะ (2009) พบวา ความเขมขนของเอนไซมและเวลา

ในการยอยมีอิทธิพลตอคา DH ทั้งนี้การยอยโปรตีนไอโซเลทจาก buckwheat โดยใช Alcalase® 

และทําแหงแบบแชเยือกแข็ง ทําใหอัตราการยอยเพิ่มขึ้นในชวง 30 นาทีแรกแลวคอย ๆ ลดลงในชวง 

180 ถึง 360 นาที และอัตราเร็วจะเพิ่มข้ึนเมื่อสดัสวนเอนไซมตอซับสเตรทเพิ่มขึ้น (1:100 ถึง 4:100, 

v/w) โดยคา DH จะเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วในชวง 15 นาทีแรก ซึ่งเปนระยะเวลาสั้น และเมื่อเวลาผาน

ไปนานกวา 270 นาที อัตราการยอยที่ความเขมขนของเอนไซมตางๆกันจะใกลเคียงกัน เนื่องจากใน

ชวงแรกจะเกิดการยอย globulins สวนในชวงหลังจะเกิดการยอย albumins 

ระดับการยอยนี้จะมีผลตอคุณสมบัติการตานออกซิเดชันและสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีน   

ไฮโดรไลเสต ทั้งนี้ Jamdar และคณะ (2010) ไดศึกษาอิทธิพลของระดับการยอยที่มีผลตอสมบัติการ

ตานออกซิเดชันและสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ไดจากโปรตีนไอโซเลทจากถั่วลิสง    
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โดยใชเอนไซม Alcalase® 2.4 L ในการยอยที่อุณหภูมิ 50 °C แปรเวลาในการยอยเปน 0.5, 2, 6 

และ 22 ชั่วโมง แลวทําแหงดวยวิธีแชเยือกแข็ง พบวาผลิตภัณฑที่ไดมีระดับการยอยเปน 10, 20, 30 

และ 40 % ซึ่งเพิ่มขึ้นตามลําดับ เนื่องจากเวลาที่นานขึ้นทําใหเอนไซมยอยโปรตีนเปนเพปไทดที่มี

ขนาดเล็กลงไดเพิ่มมากขึ้น สงผลใหสมบัติการตานออกซิเดชันที่วิเคราะหดวยวิธี DPPH radical-

scavenging activity และ metal chelating activity และสมบัติเชิงหนาที่โดยเฉพาะสมบัติการ

ละลายเพิ่มขึ้นดวย 

จากการศึกษาสมบัติเชิงหนาที่บางประการของโปรตีนเขมขนจากรําขาวโอตที่ยอยดวย

เอนไซมทริปซินที่เวลาตางๆ โดยทําแหงผลิตภัณฑที่ไดแบบพนกระจาย พบวาตัวอยางมีระดับการยอย

เพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วในชวง 2 ชั่วโมงแรก แลวเริ่มมีคาคงที่ในเวลาตอมา โดยตัวอยางที่ยอยนาน 10, 

40 นาที และ 2 ชั่วโมง มีคาดังกลาวเพิ่มขึ้นเปน 4.1, 6.4 และ 8.3 % ตามลําดับ แตที่เวลา 4 ชั่วโมง 

มีคาเพิ่มขึ้นจากเดิมเล็กนอย (10.1 %) สาเหตุที่อัตราการยอยลดลงเมื่อยอยนานขึ้นเปนเพราะ     

เพปไทดที่จําเพาะตอซับสเตรทมีลดลง เกิด enzyme inactivation และเกิดการแขงขันกันระหวาง

โปรตีนดั้งเดิมและเพปไทดที่เกิดขึ้นระหวางการยอยสลาย นอกจากนั้นพบวาสมบัติในการอิมัลซิไฟ

ของไฮโดรไลเสตที่ไดยังมีคาเพิ่มขึ้น เมื่อระดับการยอยเพิ่มขึ้น (Guan และคณะ, 2007) 

Betancur-Ancona และคณะ (2009) ไดศึกษาสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากโปรตีน      

ไอโซเลทที่ไดจากเมล็ดถั่ว Phaseolus lunatus ซึ่งยอยโดยใชเอนไซม Alcalase® 2.4 L และ 

Flavourzyme® 1000 MG แลวทําแหงดวยวิธีแชเยือกแข็ง พบวา คา DH จะเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วใน

ชวงแรกและชาลงในชวงหลังเนื่องจากเกิดการยับยั้งเอนไซม (Adler-Nissen, 1986b) ตัวอยางที่ยอย

โดยใชเอนไซมชนิดแรกจะมีอัตราเร็วเริ่มตนและใหคา DH สูงกวาชนิดหลัง เปนผลมาจากแหลงที่มา 

ชนิดและความเขมขนของเอนไซมที่ใช (Mahmoud, Malone, และ Cordle, 1992) ทั้งนี้ตัวอยางที่

มีระดับการยอยต่ํากวา 10 % จะสงผลตอสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสต ซึ่งตัวอยางที่ยอย

ดวย Alcalase® จะมีความสามารถในการละลายที่ดีกวา แตตัวอยางที่ยอยดวย Flavourzyme® จะ

มีสมบัติการเปนอิมัลซิไฟเออรและสมบัติการเกิดโฟมที่ดีกวา 

Batista และคณะ (2010) ทดลองยอย black scabbardfish by-products (ที่ไดจากสวน

หัว เครื่องใน โครง หนังและสวนที่เหลือจากการตัดแตง) นาน 2 ชั่วโมง โดยใชเอนไซม ProtamexTM 
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ที่ความเขมขน 0, 0.5, 1, 2 และ 4 % ของน้ําหนักตัวอยาง พบวาคา DH เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญตาม

ความเขมขนของเอนไซมจนกระทั่ง 2 % เพราะที่ความเขมขนสูงมากเกินไป จะเหลือพันธะเพปไทดไม

เพียงพอสําหรับเขาทําปฏิกิริยาและอาจเกิด enzyme deactivation บางสวน 

Vioque และคณะ (2001) ไดจัดแบงกลุมของไฮโดรไลเสตออกเปน 3 กลุมใหญ ๆ ตามการ

ประยุกตใชงาน ดังนี้ 1) ไฮโดรไลเสตที่มี DH ต่ํา (<10 %) ใชสําหรับปรับปรุงสมบัติเชิงหนาที่ 2) ไฮโดรไลเสตที่มี 

DH ไมสม่ําเสมอ มีคาขึ้น ๆ ลง ๆ โดยทั่วไปจะนําไปใชในการผลิตสารใหกลิ่นรส และ 3) ไฮโดรไลเสต

ที่มี DH สูง (>10 %) สวนใหญจะเอาไปใชสําหรับการเพิ่มคุณคาทางโภชนาการและประยุกตกับ

อาหารที่ใชในการบําบัดรักษาโรค ดังนั้นจึงนําโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิที่ผลิตไดไปศึกษาสมบัติ

การตานออกซิเดชัน ซึ่งไมเพียงแตเปนสมบัติที่มีความสําคัญในการประยุกตใชในอาหารโดยเฉพาะ

พวกที่มีไขมันไมอิ่มตัวเปนองคประกอบอยูสูง แตยังอาจมีผลพลอยไดทางสมบัติเชิงหนาที่และคุณคา

ทางโภชนาการซึ่งกอเกิดประโยชนตอผูผลิตผลิตภัณฑอาหารและตอสุขภาพของผูบริโภคอีกดวย 

4.3 สมบัติการตานออกซิเดชันของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูก ิ

ในขั้นตอนนี้ศึกษาสมบัติดังกลาว โดยการวิเคราะหสมบัติการตานออกซิเดชันของโปรตีน   

ไฮโดรไลเสตทั้งหมด 3 วิธี ไดแก วิธี 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical-

scavenging activity, วิธี metal ions chelating activity, วิธี ferric reducing antioxidant 

power (FRAP) และวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิคทั้งหมดดวยวิธี Folin-Ciocalteu 

4.3.1 วิธี DPPH 

การวิเคราะหวิธีนี้เปนการวัดความสามารถในการตานออกซิเดชันของตัวอยาง

โดยสารออกฤทธิ์ที่มีในโปรตีนไฮโดรไลเสตจะไปกําจัดอนุมูลอิสระ DPPH (สีมวงเขม) ดวยการให

อิเล็กตรอนหรือไฮโดรเจนอะตอมแกอนุมูลดังกลาวใหเปนสารประกอบ DPPH-H (สีเหลือง) ที่มีความ

เสถียร และวัดคาการดูดกลืนแสงที่ ลดลงที่ความยาวคลื่ น 517 นาโนเมตร แลวคํานวณ                

% scavenging activity ของตัวอยางได (Yang และคณะ, 2008) 
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รูปที่ 4.2 Radical scavenging activity ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิ 

ที่ไดจากการแปรความเขมขนของเอนไซมและเวลาในการยอย 
 

คา scavenging activity (%) ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิ (รูปที่ 4.2) มีคา

ลดลงเมื่อความเขมเขมของเอนไซมและเวลาที่ใชในการยอยเพิ่มขึ้น ซึ่งตัวอยางที่ยอยดวยเอนไซม

เขมขน 1 % นาน 1 ชั่วโมงมีคาดังกลาวสูงสุด เทากับ 38.93 % ในขณะที่ตัวอยางที่ยอยดวยเอนไซม

เขมขน 7 % นาน 4 ชั่วโมงมีคาเทากับ 19.74 % ซึ่งเปนคาที่ต่ําสุดและแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ 

และจากการวิเคราะหทางสถิติ พบวา ความเขมขนเอนไซมและเวลาในการยอยเปนปจจัยหลักที่มี

อิทธิพล กลาวคือ เมื่อระดับการยอยเพิ่มขึ้นทําใหคาดังกลาวมีคาลดลง ผลทดลองที่ไดเชนนี้อาจเกิด

จากขอสันนิษฐานที่วา การยอยสลายโปรตีนถั่วอะซูกิแลวไดคา DH ที่สูงกวา ทําใหไดสารประกอบ   

ฟนอลิคและเพปไทดชนิดตาง ๆ ซึ่งมีโครงสรางและสมบัติ DPPH-radical scavenging ที่ดอยลง 

หรือสมบัติตานออกซิเดชันที่วิเคราะหดวยวิธีนี้ที่หวังวาจะไดจากสารพวกเพปไทดตาง ๆ แสดงออกมา

นอย อยางไรก็ตาม ผลที่ไดสอดคลองกับงานวิจัยของ Klompong และคณะ (2007) ที่ศึกษาอิทธิพล

ของระดับการยอยที่มีผลตอสมบัติ DPPH-radical scavenging ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเนื้อปลา

สีกุนขางเหลือง (Selaroides leptolepis) ที่ใชเอนไซม Alcalase® 2.4 L แลวทําแหงดวยวิธี       
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แชเยือกแข็ง พบวา เมื่อคา DH เพิ่มขึ้น ตัวอยางจะมีคา DPPH-radical scavenging activity ลดลง 

เนื่องจากระหวางกระบวนการยอยสลาย สงผลใหเกิดเพปไทดขนาดเล็กและกรดอะมิโนชนิดตาง ๆ 

ขึ้น ซึ่งขนาดและองคประกอบของสารออกฤทธิ์ตาง ๆ ที่เปลี่ยนแปลงไปจะสงผลตอสมบัติตาน

ออกซิเดชันของตัวอยาง (Wu, Chen และ Shiau, 2003) 

Amarowicz และคณะ (2008) ศึกษาสมบัติการเปนสารตานออกซิเดชันของสาร

สกัดจากถั่วอะซูกิ พบวา ในสารสกัดจากถั่วอะซูกิมีสารประกอบฟนอลิคหลายชนิด ซึ่งชนิดที่มีสมบัต ิ

DPPH-radical scavenging ไดดีที่สุดคือ สารประกอบฟนอลิคในกลุมแทนนิน 

4.3.2 วิธี metal ions chelating activity 

การวิเคราะหวิธีนี้เปนการวัดความสามารถของสารที่ทําหนาที่ในฐานะสารตาน

ออกซิเดชันในตัวอยางโดยการเขาทําปฏิกิริยากับอิออนของโลหะ ไดแก เหล็ก ทั้งนี้ปฏิกิริยาเกิดขึ้น

ระหวางสารตัวอยางกับสารละลาย FeCl2 จากนั้นเมื่อเติมสารละลาย Ferrozine ทําใหเกิด        

Fe2+ -ferrozine complex ซึ่งมีสีมวง และวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร 

(Thiansilakul, Benjakul และ Shahidi, 2007)  
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รูปที่ 4.3 Chelating activity ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิที่ไดจากการแปร 

ความเขมขนของเอนไซมและเวลาในการยอย 
 

รูปที่ 4.3 แสดงคา metal chelating activity (%) ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก

ถั่วอะซูกิ และจากการวิเคราะหทางสถิติ พบวา ความเขมขนของเอนไซมและเวลาที่ใชในการยอยเปน

ปจจัยหลักที่มีผลตอการเพิ่มขึ้นของคาดังกลาว โดยตัวอยางที่ยอยดวยความเขมขนเอนไซมและเวลา

ยอยต่ําสุดและสูงสุดมีคาดังกลาวแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) ทั้งนี้คาที่วิเคราะหดวยวิธีนี้

ที่สอดคลองกับคา DH เปนไปในทางตรงกันขามกับคา DPPH-radical scavenging activity ซึ่งอาจ

เกิดจากขอสันนิษฐานที่วา สารประกอบฟนอลิคและสารประกอบกลุมเพปไทดที่ไดจากการยอยสลาย

โปรตีนถั่วอะซูกิแลวไดคา DH ที่สูงกวา มีสมบัติในการ chelating อิออนของเหล็กไดดีกวาตัวอยางที่

มีคา DH ต่ํา ๆ และแสดงสมบัติดังกลาวนี้ไดดีกวาสมบัติ DPPH-radical scavenging 

Klompong และคณะ (2007) ศึกษาอิทธิพลของระดับการยอยและชนิดของ

เอนไซมที่มีผลตอสมบัติการตานออกซิเดชันและสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเนื้อปลา

สีกุนขางเหลือง (Selaroides leptolepis) โดยใชเอนไซม 2 ชนิดคือ Alcalase® 2.4 L และ 

Flavourzyme® 500 L แลวทําแหงดวยวิธีแชเยือกแข็ง พบวาคา metal chelating activity ของ
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ตัวอยางทั้งสองมีคาเพิ่มขึ้นตามระดับการยอยที่มากขึ้น อาจเนื่องมาจากเพปไทดที่เกิดขึ้นสามารถเผย

หมู residual side chains ของกรดอะมิโนที่มีประจุลบออกมาไดมากขึ้น จึงเขาจับกับอิออนของ

โลหะไดมากหรือดีขึ้น  

Liu และคณะ (2010) ศึกษาอิทธิพลของระดับการยอยที่มีผลตอสมบัติการตาน

ออกซิเดชันและสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสต จาก porcine plasma โดยใชเอนไซม 

Alcalase® ในการยอย ซึ่งวัด % DH ได 6.2%, 12.7% และ 17.6% และทําแหงดวยวิธีแชเยือกแข็ง 

พบวาคา metal chelating activity มีคาเพิ่มขึ้นตามระดับการยอย เนื่องมาจากอิออนของโลหะ     

ทรานซิชันจะทําปฏิกิริยาอยางรวดเร็วกับเพอรออกไซด โดยทําหนาที่เปน one-electron donor 

แลวสรางเปนอนุมูล alkoxyl ทั้งนี้การ chelating อิออนของโลหะโดยเพปไทดในตัวอยางจะไปยับยั้ง

การเกิดปฏิกิริยาออกซเิดชันของไขมันได 

ดังนั้นสามารถสันนิษฐานไดวาการสลายพันธะเพปไทด จะทําใหการจับกันกับอิออน

โลหะเพิ่มขึ้นตามจํานวนของหมู carboxylic และหมู amino จาก acidic และ basic amino acids 

และในกรณีของเพปไทดหรือกรดอะมิโนอิสระที่มีหมู carboxylic อยูนั้น ก็จะชวยกําจัดอิออนโลหะ

อิสระประจุบวกที่ทําหนาที่ prooxidants (เหล็กในที่นี้) ออกจากระบบของ hydroxyl radical ได 

ดังนั้นความสัมพันธโดยตรงระหวางความเขมขนของโปรตีนที่ละลายได เพปไทดและกรดอะมิโนอิสระ

กับความสามารถในการกําจัดอิออนโลหะที่เพิ่มขึ้น จึงใชสนับสนุนหรืออธิบายผลการทดลองที่เกิด   

ขึ้นได  

4.3.3 วิธี FRAP 

การวิเคราะหวิธีนี้อาศัยกลไกการถายโอนอิเล็กตรอน ซึ่งมีหลักการคือสารตาน

ออกซิเดชันจะไปรีดิวซออิอนของโลหะในรูป ferric ion (Fe3+) ไปเปนรูป ferrous ion (Fe2+) แลวทํา

ปฏิกิริยาตอกับ TPTZ ซึ่งทําใหเกิดเปนสารประกอบเชิงซอน Fe2+-TPTZ (สีน้ําเงิน) ขึ้น และวัดคา

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 593 นาโนเมตร (Ou และคณะ, 2002) แลวนําคาที่ไดไปคํานวณคา 

FRAP (µmol TE/g) ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิ ไดผลทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.4  
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รูปที่ 4.4 FRAP ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิที่ไดจากการแปรความเขมขน 

ของเอนไซมและเวลาในการยอย 
 

จากผลการทดลองจะเห็นไดวาตัวอยางที่ยอยดวยเอนไซมความเขมขน 3 % ยอย

นาน 3 ชั่วโมงมีคาดังกลาวต่ําสุดคือ 32.87 µmol TE/g และคาสูงสุดคือ 49.82 µmol TE/g ไดจาก

ตัวอยางที่ยอยดวยเอนไซมเขมขน 1 % นาน 2 ชั่วโมง จากการวิเคราะหผลทางสถิติ พบวา ความ

เขมขนและเวลาที่ใชในการยอยเปนปจจัยที่มีผลตอคาดังกลาว แสดงใหเห็นวาสารออกฤทธิ์ชนิดตางๆ

ที่มีอยูในโปรตีนไฮโดรไลเสตมีความสามารถในการรีดิวซ Fe3+ ได ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากสมบัติดังกลาว

นี้ที่ไดจากสารประกอบฟนอลิค หรือเพปไทดสายสั้น ๆ และกรดอะมิโนอิสระที่มีอยูในโปรตีน   

ไฮโดรไลเสต (Elias, Kellerby และ Decker, 2008; Kartika และคณะ, 2007) 

อนึ่ง เปนที่สังเกตวา หากมีการยอยสลายนานกวา (3-4 ชั่วโมง) คา FRAP ที่ไดเปน

สวนใหญจะนอยกวาตัวอยางที่ยอยสลายดวยเวลาที่นอย (1-2 ชั่วโมง) และที่เวลาเดียวกันนั้น หากใช

ความเขมขนของเอนไซมสูงขึ้นจนถึงระดับที่สะทอนผลใหเห็นได (มากกวา 1%) คา FRAP ก็มี

แนวโนมที่เพิ่มขึ้นเปนสวนใหญ ทั้งนี้อาจเกิดจากขอสันนิษฐานที่วาสารประกอบฟนอลิค เชน แทนนิน 
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และ phenolic acids ที่มีอยูในตัวอยางถั่วอะซูกิที่ยอยสลายไปนอย จะสงอิทธิพลตอคา FRAP ใหสูง

กวาตัวอยางที่ยอยสลายไปมาก แตในทางตรงกันขาม ตัวอยางที่ยอยสลายไปมากตามเวลายอยและ

ความเขมขนของเอนไซม ซึ่งสะทอนโดยคา DH นั้น กลับจะไดรับอิทธิพลจากสารประกอบพวก     

เพปไทดสายสั้น ๆ และกรดอะมิโนอิสระมากกวา Zhang และคณะ (2011) ไดทดลองหมักถั่วลิสง

ดวย Bacillus subtilis ที่เวลา 48, 72 และ 96 ชั่วโมง พบวา ตัวอยางมีคาระดับการยอยและสมบัติ

ตานออกซิเดชันซึ่งวิเคราะหจาก reducing power ability เพิ่มขึ้น เนื่องจากจุลินทรียดังกลาว

สามารถผลิต endopeptidase ในระหวางการหมัก สงผลใหเกิดเพปไทดสายสั้นซึ่งมีฤทธิ์ตาน

ออกซิเดชันดวยกลไกดังกลาว อยางไรก็ตามอิทธิพลที่เกิดตอคา FRAP โดยรวมนี้ อาจคาดคะเนไดวา

เกิดจากสารประกอบ ฟนอลคิมากกวาเกิดจากพวกเพปไทดและกรดอะมิโน 

4.3.4 ปริมาณสารประกอบฟนอลิคทั้งหมด 

การวิเคราะหปริมาณสารประกอบดังกลาวนี้ หาไดโดยวิธีของ Folin-Ciocalteu ซึ่ง

อาศัยการเกิดปฏิกิริยารีดักชันของสารประกอบจําพวกฟนอล โดยสารละลาย Folin-Ciocalteu ใน

ภาวะที่เปนเบสใหสารประกอบเชิงซอนสีน้ําเงิน ซึ่งสามารถวิเคราะหหาปริมาณสารดังกลาวไดโดยวัด

คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร แลวนําไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ   

กรดแกลลิค ซึ่งใชเปนตัวแทนของสารประกอบฟนอลิคที่วัดไดทั้งหมดในตัวอยาง (Athukorala, Kim 

และ Jeon, 2006) ไดผลทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.5 
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รูปที่ 4.5 ปริมาณสารประกอบฟนอลิคทั้งหมดในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิที่ได 

จากการแปรความเขมขนของเอนไซมและเวลาในการยอย 
 

จากการวิเคราะหผลทางสถิติ พบวา ตัวอยางทั้งหมดมีปริมาณสารประกอบดังกลาว

ที่ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p > 0.05) ทั้งนี้ความเขมขนของเอนไซมที่ใชในการยอยเปนปจจัย

หลักที่มีอิทธิพลตอปริมาณคาดังกลาว สังเกตไดจากคาเฉลี่ยของปริมาณสารประกอบฟนอลิคที่เพิ่มขึ้น

ตามระดับความเขมขนของเอนไซม (ตารางที่ 4.2) Ribeiro, Barreto และ Coelho (2013) พบวา 

เอนไซมชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการสกัดสารประกอบฟนอลิคจาก flaxseed (Linum usitatissimum) meal 

โดยความเขมขนของเอนไซมที่เพิ่มขึ้นจะชวยใหโปรตีนยอยสลายไดเร็วขึ้น สงผลใหสารประกอบ

ดังกลาวถูกปลดปลอยออกมาไดมากขึ้น ดังนั้นอาจสรุปไดวานอกจากเพปไทดสายสั้น ๆ หรือกรด   

อะมิโนอิสระแลว ยังมีสารประกอบฟนอลิคอีกกลุมหนึ่งที่ทําใหโปรตีนไฮโดรไลเสตมีสมบัติการตาน

ออกซิเดชันได และจากผลวิเคราะหสมบัติตานออกซิเดชันดานตาง ๆ ที่แสดงไวนั้น จะเห็นไดวาสมบัติ

และกลไกในการตานออกซิเดชัน อาจเกิดไดจากสารทั้งสองกลุม กลาวคือสารประกอบฟนอลิคที่มีอยู

ดั้งเดิมในเนื้อเยื่อถั่วอะซูกิทั้งกอนและหลังการยอยสลายดวยเอนไซม และสารประกอบพวกเพปไทด

สายสั้นและกรดอะมิโนอิสระที่เกิดขึ้นหลังการยอย และดูเหมือนวาจะมีอิทธิพลจากสารทั้งสองกลุม

รวมกันที่แสดงออกมาในตัวอยางโปรตีนไฮโดรไลเสตแตละตัวอยาง ทั้งนี้หากตองการไดอิทธิพลจาก

0

10

20

30

40

50

60

1 2 3 4

TP
C 

(m
g 

GA
E/

g)

เวลาในการยอย (ชั่วโมง)

ความเขมขนเอนไซม 1 %
ความเขมขนเอนไซม 3 %
ความเขมขนเอนไซม 5 %
ความเขมขนเอนไซม 7 %ns

nsns ns
ns ns ns

ns

ns
ns

ns

ns
ns ns

ns ns



46 
 

สารกลุมแรกมาก ก็อาจตองการใหเกิดการยอยสลายนอย แตในทางตรงกันขาม หากตองการผลหรือ

ฤทธิ์จากสารกลุมที่สองมาก ก็ควรยอยสลายถั่วอะซูกิใหมากขึ้น 
 

ตารางที่ 4.2 ปริมาณสารประกอบฟนอลิคทั้งหมด (mg GAE/g) ในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูก ิ

ที่ไดจากการแปรความเขมขนของเอนไซมและเวลาในการยอย 

เวลาในการยอย 

(ชั่วโมง) 

ความเขมขนของเอนไซม (%) 
x ̅ns± S.D. 

1 3 5 7 

1 43.36± 3.58 44.10± 0.35 44.69±1.65 46.23± 1.34 44.60± 1.22 

2 40.86± 3.56 40.66± 4.78 45.21± 0.47 45.98± 3.20 43.18± 2.81 

3 40.17± 0.61 39.36± 3.67 39.61± 0.69 44.24± 3.68 40.85± 2.29 

4 40.45± 3.99 40.45± 3.07 42.75± 3.78 44.68± 2.48 42.08± 2.04 

x ̅± S.D. 41.21b±1.46 41.14b±2.05 43.07ab±2.53 45.28a±0.97 - 
a,  b  คาเฉลี่ย ( x ̅± S.D.) ในแนวนอนที่มีอักษรกํากับไวตางกัน มีความแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 
ns คาเฉลี่ยในแนวตั้ง ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p > 0.05) 

จากผลการวิ เคราะหที่ผานมาทั้ งหมดทั้งโดยระดับการยอยและสมบัติการ

ออกซิเดชันดวยวิธีตาง ๆ รวมทั้งปริมาณสารประกอบฟนอลิคทั้งหมดของโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก

ถั่วอะซูกิ จึงใชขอมูลดังกลาวเปนเกณฑในการเลือกภาวะที่จะนําตัวอยางไฮโดรไลเสต (ของเหลว)   

ไปวิเคราะหชนิดและปริมาณกรดอะมิโนอิสระ ขนาดโมเลกุลของเพปไทด และศึกษาการทําแหง    

โดยวิเคราะหสมบัติการตานออกซิเดชันของโปรตีนไฮโดรไลเสตของเหลวและตัวอยางผง รวมทั้งสมบัติ

เชิงหนาที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสตผงที่เตรียมได ซึ่งตัวอยางที่เลือกและนํามาศึกษาตอเปนตัวอยางที่

ยอยดวยเอนไซมความเขมขน 1 % และยอยนาน 1 ชั่วโมง และตัวอยางที่ยอยดวยเอนไซมความ

เขมขน 7 % และยอยนาน 4 ชั่วโมง ดังจะไดกลาวถึงรายละเอียดและผลการวิเคราะหตอไป 
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4.4 ชนิดและปริมาณกรดอะมิโนอิสระในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูก ิ

จากผลการวิเคราะหชนิดและปริมาณกรดอะมิโนอิสระในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูก ิ

(ของเหลว) ดวยเทคนิค HPLC จะเห็นไดวา กรดอะมิโนอิสระรวมในตัวอยางทั้งสองมีปริมาณเพิ่มขึ้น

ประมาณ 3.4 เทา (ตารางที่ 4.3) ตามความเขมขนของเอนไซมและเวลาที่ใชในการยอย กลาวคือ การ

เพิ่มความเขมขนเอนไซมและเวลาที่ใชในการยอยนานขึ้นทําใหเกิดการยอยที่มากขึ้น ดังนั้นจึงทําให

เกิดกรดอะมิโนอิสระมากขึ้น ซึ่งบางชนิดมีฤทธิ์ตานออกซิเดชัน เชน histidine, tyrosine, 

methionine และ lysine ทั้งที่อยูในรูปอิสระหรือในโมเลกุลของสายเพปไทด (Chen และคณะ, 

1996) ซึ่งมีคาเพิ่มขึ้นเปน 4.2, 3.6, 3.2 และ 3.6 เทา ตามลําดับสําหรับตัวอยางทั้งสอง สําหรับ

ปริมาณรวมของกรดอะมิโนที่มีหมูไมชอบน้ํา (hydrophobic amino acids) ในตัวอยางแรกและ

ตัวอยางที่สองเทากับ 97.98 และ 333.46 mg/100 ml ตามลําดับ ซึ่งกรดอะมิโนอิสระในกลุม

ดังกลาวจะเขาไปทําปฏิกิริยากับอิออนของโลหะ ซึ่งจะสงอิทธิพลกับสมบัติการตานออกซิเดชัน 

(Pownall, Udennigwe และ Aluko, 2010) ดังนั้นโปรตีนไฮโดรไลเสตจึงมีฤทธิ์การตานออกซิเดชัน

ได อยางไรก็ตามสัดสวนของปริมาณ hydrophobic amino acids ตอปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมดใน

ตัวอยางทั้งสองแทบจะไมเปลี่ยนแปลง (41.3 และ 41.2 %) จึงอาจเปนไปไดวา ปริมาณของกรด     

อะมิโนกลุมนี้ที่มีอยูในแตละตัวอยาง สงอิทธิพลตอการตานออกซิเดชัน หากมีปริมาณมากก็จะยิ่งออก

ฤทธิ์ไดมาก 
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ตารางที่ 4.3 ชนิดและปริมาณกรดอะมิโนอิสระที่มีในโปรตีนไฮโดรไลเสต 

ชนิดกรดอะมิโน 

ปริมาณกรดอะมิโน (mg/100 ml.) 

ตัวอยางที่ยอยดวยเอนไซม

ความเขมขน 1 % นาน 1 

ชั่วโมง 

ตัวอยางที่ยอยดวยเอนไซม

ความเขมขน 7 % นาน 4 

ชั่วโมง 

Aspartic acid 12.06 37.25 

Serine 13.07 53.03 

Glutamic acid 16.27 70.45 

Glycine 5.06 21.89 

Histidine  7.96 33.23 

Arginine 37.72 93.56 

Threonine 11.59 41.21 

Alanine* 14.02 42.64 

Proline* 1.99 8.83 

Cysteine  3.51 12.25 

Tyrosine 12.56 44.61 

Valine* 18.74 62.41 

Methionine* 6.13 19.75 

Lysine 19.25 68.33 

Isoleucine* 13.44 47.11 

Leucine* 25.04 87.26 

Phenylalanine* 18.62 65.46 

รวม 237.03 809.27 

* Hydrophobic amino acids 
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4.5 ขนาดโมเลกุลของเพปไทดในโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูก ิ

การวิเคราะหขนาดโมเลกุลของเพปไทดดวยวิธี MALDI-TOF พบวา ขนาดโมเลกุลของ    

เพปไทดอยูระหวาง 171-882 Da สําหรับตัวอยางแรก (ระดับการยอยสลายนอย) (รูปที่ 4.6) และ 

38-882 Da สําหรับตัวอยางที่สอง (ระดับการยอยสลายมาก) (รูปที่ 4.7) ซึ่งจะเห็นไดวาตัวอยางทั้ง

สองประกอบดวยเพปไทดที่มีขนาดโมเลกุลนอยกวา 1000 Da 

Li และคณะ (2008b) ไดศึกษาสมบัติการตานออกซิเดชันของโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก 

chickpea พบวา ไฮโดรไลเสตที่มีขนาดโมเลกุลของเพปไทดอยูระหวาง 220-940 Da จะมีสมบัติการ

ตานออกซิเดชันไดดีกวาไฮโดรไลเสตที่มีขนาดโมเลกุลของเพปไทดสูง ๆ นอกจากนี้ยังมีการรายงานวา

โปรตีนไฮโดรไลเสตที่มีขนาดโมเลกุลของเพปไทดอยูระหวาง 500-1500 Da จะมีฤทธิ์การตาน

ออกซิเดชันไดดีกวาเพปไทดที่มีขนาดโมเลกุลต่ํากวา 500 Da และที่สูงกวา 1500 Da (Li, Han และ 

Chen, 2008a; Sarmadi และ Ismail, 2010) ดังนั้นจากผลวิเคราะหที่ไดสําหรับงานวิจัยนี้ จึงแสดง

ใหเห็นวาผลิตภัณฑโปรตีนไฮโดรไลเสตที่เตรียมไดทั้งสองตัวอยาง มีขนาดโมเลกุลของเพปไทดที่

ใกลเคียงกันและอยูในชวงที่ออกฤทธิ์ตานออกซิเดชันไดตามที่อางไวในงานวิจัยอื่น ๆ แตทั้งนี้ สมบัติ

ดังกลาวก็ยังขึ้นอยูกับชนิดของกรดอะมิโนที่มีอยูรวมทั้งการจัดเรียงตัวของกรดอะมิโนในโมเลกุลของ

เพปไทดอีกดวย (Jun และคณะ, 2004; Yokomizo, Takenaka และ Takenaka, 2002) 

 



 
 

 

 

รูปที่ 4.6 โครมาโตแกรมแสดงขนาดโมเลกุลของเพปไทดในตัวอยางที่ยอยดวยเอนไซมความเขมขน 1 % นาน 1 ชั่วโมง 50 



 
 

 

รูปที่ 4.7 โครมาโตแกรมแสดงขนาดโมเลกุลของเพปไทดในตัวอยางที่ยอยดวยเอนไซมความเขมขน 7 % นาน 4 ชั่วโมง 
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4.6 สมบัติการตานออกซิเดชันของโปรตีนไฮโดรไลเสตกอนและหลังทําแหง 

ตารางที่ 4.4 Antioxidant activity ที่วิเคราะหดวยวิธีตาง ๆ ของโปรตีนไฮโดรไลเสต 

โปรตีนไฮโดรไลเสต 
% Scavenging 

activity 

% Chelating 

effect 

FRAP 

(µmol TE/g) 

TPC 

(mg GAE/g) 

กอน 

ทําแหง 

ยอยดวย 1 % 

เอนไซม  

นาน 1 ชม. 

38.93a±1.22 48.02b±0.22 28.11b±0.40 26.69a±3.51 

ยอยดวย 7 % 

เอนไซม  

นาน 4 ชม. 

19.74b±0.66 58.30a±3.31 22.67c±0.34 22.54a±0.06 

หลัง 

ทําแหง 

ยอยดวย 1 % 

เอนไซม  

นาน 1 ชม. 

37.07a±0.50 17.57d±1.90 27.45b±0.40 2.22b±0.03 

ยอยดวย 7 % 

เอนไซม  

นาน 4 ชม. 

18.18b±0.50 36.49c±1.90 31.72a±0.06 3.75b±0.01 

a, b … คาเฉลี่ย (x ̅± S.D.) ในแนวตั้ ง เดียวกันที่มีอักษรกํากับไวตางกัน มีความแตกตางกัน

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p ≤ 0.05) 
 

จากการวิเคราะหสมบัติการตานออกซิเดชันดวยวิธีตาง ๆ ของโปรตีนไฮโดรไลเสตผงที่ผาน

การทําแหงทั้งสองตัวอยาง โดยเปรียบเทียบกับตัวอยางที่ไมไดผานการทําแหง (ของเหลว) ดังตารางที่ 

4.4 พบวา % scavenging activity ของแตละตัวอยางทั้งกอนและหลังทําแหงไมแตกตางอยางมี

นัยสําคัญ แตสําหรับ % chelating effect, คา FRAP (µmol TE/g) และคา TPC (mg GAE/g) 

แตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) ซึ่งจะเห็นไดวาคา % scavenging activity, % chelating 

effect และคา TPC ลดลงหลังการทําแหง ทั้งนี้อาจมีสาเหตุเนื่องมาจากความรอนในกระบวนการทํา

แหงทําใหเกิดการสูญเสียกรดอะมิโนและ/หรือสารประกอบฟนอลิคที่ทําหนาที่ เปนสารตาน

ออกซิเดชันผานกลไกตาง ๆ ไปได (Belitz และคณะ, 2009; Shahidi และ Naczk, 1995) แตคา 

FRAP มีคาเพิ่มขึ้น เนื่องจากความรอนในการทําแหง ทําใหเกิดปฏิกิริยาเมลลารด ซึ่งผลิตภัณฑที่ได
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จากปฏิกิริยาดังกลาว (Maillard reaction products) ออกฤทธิ์ในการตานออกซิเดชันได จาก

งานวิจัยของ Zulkifli และคณะ (2012) ที่ไดศึกษาผลของความรอนในการทําแหงดวยลมรอนที่มีตอ

สมบัติการตานออกซิเดชันของเปลือก Citrus sinensis var. Navel แลววิเคราะหสมบัติดังกลาวดวย

วิธี FRAP พบวา คาดังกลาวมีคาเพิ่มขึ้นหลังจากการทําแหง  

4.7 สมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสตผง 

4.7.1 ความสามารถในการละลาย 

สําหรับความสามารถในการละลายของโปรตีนไฮโดรไลเสตผงที่ pH ตาง ๆ        

(รูปที่ 4.8) นั้น พบวา ที่แตละ pH ตัวอยางทั้งสองมีคาดังกลาวมากกวา 80 % โดยตัวอยางที่มีระดับ

การยอยสูงมีความสามารถในการละลายที่มากกวาตัวอยางที่มีระดับการยอยต่ํา เนื่องจากมีระดับการ

ยอยที่สูงกวา เพราะคาดังกลาวจะมีผลตอความสามารถในการละลายของโปรตีน กลาวคือ 

ความสามารถในการละลายของโปรตีนจะเพิ่มขึ้นตามระดับการยอยที่เพิ่มขึ้น ทั้งนี้เกิดจากขนาดของ

โมเลกุลเพปไทดที่มีขนาดเล็กลง สงผลใหมีหมูที่ชอบน้ําหรือหมูที่มีขั้วเผยออกมาดานนอกโครงสราง

ของโมเลกุลไดมากขึ้น ทําใหเกิดอันตรกิริยากับน้ําไดดี ดังนั้นความสามารถในการละลายจึงมีคาที่

มากกวา (Nielsen, 1997) 

Kim, Park และ Rhee (1990) ไดศึกษาสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก

โปรตีนไอโซเลทจากถั่วเหลือง พบวา เมื่อเพ่ิมระยะเวลาที่ใชในการยอยจะสงผลใหโปรตีนไฮโดรไลเสต 

มีระดับการยอยที่เพิ่มขึ้นดวย ดังนั้นจึงทําใหมีความสามารถในการละลายเพิ่มมากขึ้น เนื่องจากใน

ระหวางการยอยโปรตีนเกิดการเปลี่ยนแปลงประจุของโมเลกุลที่อยูในโปรตีนไฮโดรไลเสต โดยประจุ

ดังกลาวจะเกิดอันตรกิริยากบักับประจุของน้ํา ทําใหโปรตีนไฮโดรไลเสตมีความสามารถในการละลาย

เพิ่มมากขึ้น นอกจากนี้แลวชนิดของเอนไซมที่ ใช ในการยอยก็ เปนอีกปจจัยหนึ่งที่ส งผลตอ

ความสามารถในการละลายของโปรตีนไฮโดรไลเสตดวย (Hamada, 2000) 

Chen และคณะ (2012) ไดศึกษาอิทธิพลของระดับการยอยที่มีตอสมบัติเชิงหนาที่

และสมบัติอื่น ๆ ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากไขขาว พบวา ความสามารถในการละลายเพิ่มขึ้น

มากกวา 75 % เมื่อระดับการยอยเพิ่มขึ้น และมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p≤ 0.05) เมื่อเทียบ

กับไขขาวที่ไมผานการยอย เพราะวาในการยอยดวยเอนไซมจะสงผลตอขนาดของโมเลกุลของ     
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เพปไทดที่ยอยสลายออกมา และ hydrophobicity ลดลง พรอมทั้งเกิดหมูที่มีขั้วขึ้นในโปรตีน

ไฮโดรไลเสต ทําใหเกิดพันธะไฮโดรเจนระหวางโมเลกุลของน้ําอยางแข็งแรง ดังนั้นจึงสามารถที่จะ

ละลายน้ําไดดีกวาตัวอยางที่ไมผานการยอยดวยเอนไซม 

 

รูปที่ 4.8 คาความสามารถในการละลายของโปรตีนไฮโดรไลเสตผงที่ pH ตาง ๆ 

4.7.2 สมบัติการเกิดโฟม 

การวิเคราะหสมบัติดังกลาวของโปรตีนไฮโดรไลเสตผง รายงานออกมาเปนคา

ความสามารถในการเกิดโฟม (foaming capacity: FC) และคาความคงตัวหรือเสถียรภาพของโฟม 

(foam stability: FS) ดังรูปที่ 4.9 และ 4.10 ตามลําดับ จากผลการวิเคราะห พบวา ที่แตละ pH นั้น 

ตัวอยางแรกซึ่งมีระดับการยอยสลายที่นอย มีคาทั้งสองดังกลาวที่มากกวาตัวอยางที่สอง ซึ่งมีระดับ

การยอยสลายที่สูงกวา สงผลใหไฮโดรไลเสตทีไ่ดประกอบดวยขนาดโมเลกุลของเพปไทดที่ใหญกวา จึง

ทําใหมีความสามารถที่จะไปหอหุมอนุภาคของอากาศไวไดดีและทั่วถึงกวา ทั้งนี้คา FC และคา FS ที่

ได จะขึ้นอยูกับระดับการยอย และขนาดโมเลกุลของเพปไทด (Caessens และคณะ, 1999; Ven 

และคณะ, 2002) 
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รูปที่ 4.9 คา foam capacity (FC) ของโปรตีนไฮโดรไลเสตผงที่ pH ตาง ๆ 

 

รูปที่ 4.10 คา foam stability (FS) ของโปรตีนไฮโดรไลเสตผงที่ pH ตาง ๆ 
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Betancur-Ancona และคณะ (2009) ไดศึกษาสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีน       

ไฮโดรไลเสตจากเมล็ดถั่ว Phaseolus lunatus ที่ยอยดวยเอนไซมสองชนิด คือ Alcalase®และ 

Flavourzyme® พบวา คา FC และคา FS ของตัวอยางทั้งหมดเพิ่มขึ้นตามคาระดับการยอยที่ลดลง

เชนเดียวกัน โดยอธิบายไววาขนาดโมเลกุลของเพปไทดที่เล็กลงและการเกิดหมูไมชอบน้ําที่เพิ่มขึ้น จะ

สงผลตอคาทั้งสอง นอกจากนี้ยังเกิดจากประจุรวมของโปรตีนหรือเพปไทดที่เปนประจุลบเพิ่มมากขึ้น

อีกดวย 

เมื่อพิจารณาผลของ pH ที่มีตอความสามารถในการละลาย ความสามารถในการ

เกิดโฟม และเสถียรภาพของโฟม พบวา คาที่วิเคราะหไดดังกลาวมีคาสูงกวาที่ pH 7 เมื่อเปรียบเทียบ

กับตัวอยางอื่น ๆ เนื่องจากโปรตีนหรือเพปไทดมีประจุรวม (net charge) ที่ดีขึ้นและมีหมูที่ชอบน้ํา

เพิ่มขึ้น (Tsoukala และคณะ, 2006) แตในทางกลับกันที่ pH 9 คาดังกลาวมีคาลดลง ทั้งนี้ Barac 

และคณะ (2012) ไดศึกษาสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเมล็ดถั่ว Pisum sativum L. 

ที่ยอยดวยเอนไซม papain และ commercial protease พบวา ที่ pH 8 ตัวอยางที่ยอยดวย 

papain มีความสามารถในการละลาย ความสามารถในการเกิดโฟม และเสถียรภาพของโฟมที่ดีกวาที่ 

pH อื่น ๆ ดังนั้นคา pH ของตัวอยางจะสงผลตอสมบัติเชิงหนาที่ดังกลาว เพราะฉะนั้นในการพิจารณา

เพื่อการประยุกตใช ตองคํานึงถึงคา pH ของผลิตภัณฑอาหาร ซึ่งจะสงผลกระทบตอสมบัติเชิงหนาที่ดาน   

ตาง ๆ  ของโปรตีนไฮโดรไลเสตที่เตรียมไดดวย 

4.7.3 สมบัติการเปนอิมัลซิไฟเออร 

สมบัติการเปนอิมัลซิไฟเออรของโปรตีนไฮโดรไลเสตผง ที่ pH ตาง ๆ ไดรายงานเปน

คาความสามารถในการอิมัลซิไฟหรือ emulsifying activity index (EAI) และคาความคงตัวของ

อิมัลชันหรือ emulsion stability index (ESI) ดังแสดงในรูปที่ 4.11 และ 4.12 ตามลําดับ จากการ

วิเคราะหสมบัติดังกลาว พบวา ตัวอยางที่สองมีคา EAI สูงกวาตัวอยางแรกในชวง pH 5-9 เนื่องจาก

ตัวอยางดังกลาวมีระดับการยอยที่สูงกวา จึงทําใหเกิดเพปไทดสายสั้น ๆ และกรดอะมิโนอิสระขึ้น

มากกวา ซึ่งจะมปีระสิทธิภาพในการเคลื่อนที่ไปยังผิวหนาระหวางน้ํามันกับน้ํา (oil-water interface) 

เพื่อรวมตัวเปนเนื้อเดียวกันในลักษณะอิมัลชันไดอยางรวดเร็ว (Matsumura และ Matsumiya, 

2012) สําหรับคา ESI นั้นตัวอยางแรกมีคาท่ีสูงกวาตัวอยางที่สอง ซึ่งนาจะเกิดจากเพปไทดตาง ๆ ที่มี
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ในตัวอยางแรกนี้มีแบบทั้งที่มีขั้วและไมมีขั้วในโมเลกุล หรือประกอบดวยกรดอะมิโนตาง ๆ ที่ทําให

เกิดสมบัติที่เปน amphiphilic ขึ้นไดอยางเพียงพอ จึงทําใหเกิดความเสถียรของอิมัลชันได 

(Chobert, Bertrand-Harb และ Nicolas, 1988) 

 

รูปที่ 4.11 คา emulsifying activity index (EAI) ของโปรตีนไฮโดรไลเสตผงที่ pH ตาง ๆ 
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รูปที่ 4.12 คา emulsion stability index (ESI) ของโปรตีนไฮโดรไลเสตผงที่ pH ตาง ๆ  

Qi, Hettiarachchy และ Kalapathy (1997) ศึกษาความสามารถในการละลาย

และสมบัติการเปนอิมัลซิไฟเออรของโปรตีนไอโซเลทจากถั่วเหลืองที่ยอยดวย pancreatin พบวา เมื่อ

ระดับการยอยเพ่ิมขึ้น คา EAI มีคาเพิ่มขึ้นตาม ซึ่งเกิดจากสายเพปไทดเผยหมู hydrophobic ออกมา

ภายนอกโมเลกุล จึงทําใหเกิดอันตรกิริยาระหวางโปรตีนและไขมัน แตสําหรับคา ESI มีคาลดลง 

เนื่องจากการรวมตัวหรือเกิดอันตรกิริยาระหวางกันของเพปไทดสายสั้น ๆ แลวเกิดเปนฟลมที ่

cohesive ซึ่งทําใหความหนืดใน continuous phase ลดลง ดังนั้นความคงตัวของอิมัลชันจึงลดลง 

อนึ่ง Guan และคณะ (2007) ไดอธิบายวา เสถียรภาพของไฮโดรไลเสตที่ไดจากการ

ยอยสลาย oat bran protein concentrate ดวย trypsin จะลดลงตามระดับการยอยสลายที่

เพิ่มขึ้น โดยมีสาเหตุจากปริมาณเพปไทดสายสั้น ๆ ที่เพิ่มขึ้น ไมสามารถโอบลอมอนุภาคน้ํามันได

อยางมีประสิทธิภาพ (ถึงแมจะเคลื่อนที่ไดรวดเร็วและทําใหเกิดอิมัลชันไดดีในชวงเริ่มตนของการเกิด

ระบบอิมัลชัน) จึงกลับมารวมตัว (coalesce) กันใหม จึงทําใหเสถียรภาพลดลง  
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

ความเขมขนเอนไซมและเวลาที่ใชในการยอยแตกตางกัน เปนปจจัยที่สงผลตอสมบัติการตาน

ออกซิเดชันและปริมาณสารประกอบฟนอลิคทั้งหมดของโปรตีนไฮโดรไลเสตที่เตรียมได ดังนั้นจึงเลือก

ภาวะของการยอยมา 2 ภาวะ คือ ภาวะที่ยอยสลายนอยดวยเอนไซมความเขมขน 1 % ยอย 1 

ชั่วโมง (DH=31.46 %) และภาวะที่ยอยสลายมากดวยเอนไซมเขมขน 7 % ยอย 4 ชั่วโมง 

(DH=47.94 %) เพื่อศึกษาสมบัติดาน ตาง ๆ รวมทั้งสมบัติเชิงหนาที่และสมบัติการตานออกซิเดชัน

ของไฮโดรไลเสตที่เตรียมได พบวา ตัวอยางแรกมีปริมาณกรดอะมิโนอิสระนอยกวา และโมเลกุลของ

เพปไทดมีขนาดใหญกวาตัวอยางที่สอง ซึ่งจะสงผลตอสมบัติดังกลาว นอกจากนี้กระบวนการทําแหง

แบบพนกระจายยังมีผลตอสมบัติการตานออกซิเดชันของโปรตีนไฮโดรไลเสต สําหรับสมบัติเชิงหนาที่

ดานตาง ๆ พบวา ตัวอยางผงที่ ไดจากระดับการยอยสูงมีคาความสามารถในการละลาย              

และคาความสามารถในการอิมัลซิไฟที่ดีกวา แตคาความสามารถในการเกิดโฟม เสถียรภาพของโฟม

และของอิมัลชันนอยกวาตัวอยางที่มีระดับการยอยต่ํา ดังนั้นโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิที่มี

ระดับการยอยที่เหมาะสม จึงไมเพียงมีแตสมบัติการตานออกซิเดชันที่ดีเทานั้น แตยังมีสมบัติเชิง

หนาที่สําหรับการประยุกตใชอยางจําเพาะในผลิตภัณฑอาหาร ตาง ๆ ไดดวย 
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5.2 ขอเสนอแนะ 

ในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตเพื่อใหไดสมบัติการตานออกซิเดชันและสมบัติเชิงหนาที่ทั้งใน   

เชิงปริมาณและคุณภาพ เพื่อนําไปประยุกตใชในผลิตภัณฑอาหาร จะตองคํานึงถึงปจจัยตาง ๆ 

โดยเฉพาะชนิดของเอนไซมที่ใชในการยอยที่สงผลตอสมบัติเหลานั้น ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติม

เกี่ยวกับชนิดและปริมาณของเอนไซมที่ใชในการยอย ตลอดจนการใชเอนไซมหลายชนิดรวมกัน เพื่อ

เพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตที่มีคุณสมบัติดานตาง ๆ ไดอยางเหมาะสมกับ

ผลิตภัณฑอาหารแตละประเภทตอไป 
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ภาคผนวก ก 

วิธีวิเคราะหทางเคมี 

ก 1 การวิเคราะหปริมาณความชื้น (AOAC, 2006) 

เครื่องมือและอุปกรณ 

- ตูอบลมรอน 

- ถวยอะลูมิเนียม 

- เครื่องชั่งละเอียดทศนิยม 4 ตําแหนง 

- เดซิคเคเตอร 

วิธีการวิเคราะห 

ชั่งน้ําหนักที่แนนอนของตัวอยางที่จะวิเคราะหใหได 2 กรัม ใสในถวยอะลูมิเนียมซึ่งอบแหง

และทราบน้ําหนักที่แนนอน นําเขาไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 100±2 °C โดยเปดฝาถวยอะลูมิเนียม 

เปนเวลา 1 ชั่วโมงหรือจนน้ําหนักคงที่ หลังจากนั้นเมื่อครบเวลาที่กําหนด จึงปดฝาถวยอะลูมิเนียมใน

ขณะท่ียังอยูในตูอบ เอาออกมาทิ้งไวใหเย็นในเดซิคเคเตอร แลวชั่งน้ําหนักที่คงที่ของตัวอยางภายหลัง

การอบแหง คํานวณปริมาณความชื้นดังนี้ 

ปริมาณความชื้น = 
(W1 - W2)

W1
 ×100 % 

  เมื่อ W1 คือ น้ําหนักของตัวอยางกอนอบแหง (กรัม) 

   W2 คอื น้ําหนักของตัวอยางหลังอบแหง (กรัม) 

ก 2 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน (AOAC, 2006) 

เครื่องมือและอุปกรณ 

- เครื่องชั่งละเอียดทศนิยม 4 ตําแหนง 

- เครื่องยอยโปรตีน (BÜCHI digestion unit) 
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- หลอดยอยโปรตีน (BÜCHI digestion tube) 

- เครื่องดูดควันกรด (BÜCHI scrubber unit) 

- เครื่องกลั่นหาปริมาณไนโตรเจน (BÜCHI distillation unit) 

- Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร 

- burette ขนาด 50 มิลลิลิตร 

สารเคมี 

- สารละลายกรดซัลฟวริกเขมขน 

- สารเรงปฏิกิริยา (selenium reagent mixture) 

- สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 45 % 

- สารละลายกรดบอริก ความเขมขน 4 % 

- สารละลายกรดไฮโดรคลอริก 0.5 โมลาร 

- สารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 โมลาร (ใชในการ standardize เพื่อ

หาความเขมขนที่แนนอนของสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 0.5 โมลาร) 

- สารละลายอินดิเคเตอร (เมทิลเรด 0.1 %) โดยละลายเมทิลเรด 0.1 กรัม            

ในเอทานอล 100 มิลลิลิตร 

วิธีการวิเคราะห 

ชั่งตัวอยางใหไดน้ําหนักที่แนนอน 2 กรัม ใสลงในหลอดกลั่น เติมสารเรงปฏิกิริยา 5 กรัม 

และสารละลายกรดซัลฟวริกเขมขน 20 มิลลิลิตร จากนั้นตอหลอดกลั่นเขากับชุดเครื่องยอยโปรตีน 

แลวยอยที่ความรอนระดับ 8 เปนเวลา 30 นาทีจนไดสารละลายสีน้ําตาลใส ทิ้งไวใหเย็นและไมม ี   

ไอกรดหลงเหลืออยู  จากนั้นตอหลอดยอยเขากับชุดเครื่องกลั่น ทั้งนี้ เติมสารละลายบอริก              

50 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายอินดิเคเตอร 2-3 หยด ลงใน flask ขนาด 250 มิลลิลิตร เพื่อรองรับ

สิ่งที่กลั่นได โดยใชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 45 % ปริมาตร 75 มิลลิลิตร เติมลงในตัวอยาง

และกลั่น เปนเวลา 5 นาที นําสิ่งที่กลั่นได มาไตเตรตกับ สารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริก 

ความเขมขน 0.5 โมลาร จนกระทั่งสารละลายเปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีชมพูที่จุดยุติ ทํา blank โดย
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การใชน้ํากลั่นแทนตัวอยางและวิเคราะหเชนเดียวกับตัวอยาง แลวคํานวณหาปริมาณโปรตีนตาม

สมการ 

ปริมาณไนโตรเจน (N) = 
(Va - Vb) × M × 1.4

W
 ×100 % 

ปริมาณโปรตีน = N  × 6.25 % 

เมื่อ  Va คือ ปริมาตรของสารละลายกรดไฮโดรคลอริกที่ใชในการไตเตรต 

ตัวอยาง 

Vb คือ ปริมาตรของสารละลายกรดไฮโดรคลอริกที่ใชในการไตเตรต 

blank 

M คือ ความเขมขนที่แนนอนของสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 

W คอื น้ําหนักตัวอยางแหง (กรัม) 

ก 3 การวิเคราะหปริมาณไขมัน (AOAC, 2006) 

เครื่องมือ และอุปกรณ 

- Soxhlet system 

- เครื่อง rotary evaporator  

- เครื่องชั่งละเอียดทศนิยม 4 ตําแหนง 

- thimble 

- ขวดกนกลม 

- ตูอบลมรอน  

สารเคมี 

- petroleum ether 
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วิธีการวิเคราะห 

ชั่งน้ําหนักที่แนนอนของตัวอยางที่อบแหง 2 กรัม หอดวยกระดาษ Whatman No. 1 ใสใน 

thimble (โดยตัวอยางนี้เปนตัวอยางที่ผานการอบแหงท่ีอุณหภูมิ 105 °C เปนเวลา 3 ชั่วโมง) แลวนํา 

thimble ใสใน extraction unit ของ Soxhlet system จากนั้นชั่งน้ําหนักที่แนนอนของขวดกนกลม 

และเติมปโตรเลียมอีเทอร ลงในขวดกนกลม 200 มิลลิลิตร ตอขวดกนกลมเขากับ extraction unit 

และใหความรอนที่อุณหภูมิระดับ 3 ของเตาใหความรอน สกัดเปนเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นระเหยตัวทํา

ละลายออกดวยเครื่องระเหย และ นําขวดกนกลมนี้ไปอบที่อุณหภูมิ 105 °C นาน 1 ชั่วโมง และทิ้งไว

ใหเย็นในเดซิคเคเตอร และชั่งน้ําหนักที่แนนอนของขวด (+ ไขมัน) แลวคํานวณรอยละของปริมาณ

ไขมันตามสมการ 

ปริมาณไขมัน = �
W2

W1
�  ×100 % 

 เมื่อ W1 คือ น้ําหนักตัวอยางแหง (กรัม) 

  W2 คือ น้ําหนักของไขมันที่สกัดได (กรัม) 

ก 4 การวิเคราะหปริมาณเถา (AOAC, 2006) 

เครื่องมือและอุปกรณ 

- ถวยครูซิเบิล 

- เตาเผา (muffle furnace) 

- hot plate 

- เครื่องชั่งละเอียดทศนิยม 4 ตําแหนง 

- เดซิคเคเตอร 

วิธีการวิเคราะห 

อบถวยครูซิเบิลที่อุณหภุมิ 105 °C เปนเวลา 2 ชั่วโมง ทิ้งไวใหเย็นในเดซิคเคเตอร เปนเวลา 

30 นาที แลวชั่งน้ําหนักที่คงที่ จากนั้นชั่งน้ําหนักตัวอยางที่แนนอน 3-5 กรัม ใสลงในถวยครูซิเบิล 

และเผาตัวอยางพรอมถวยครูซิเบิลบน hot plate จนกระทั่งหมดควัน และนําเขาไปเผาตอในเตาเผา
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ที่อุณหภูมิ 550 °C เปนเวลา 3 ชั่วโมง (หากเผาไหมไมสมบูรณอาจตองเพิ่มเวลาใหมากขึ้น) แลวตั้งทิ้ง

ไวในตูอบอุณหภูมิ 105 °C เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นทิ้งไวใหเย็นในเดซิคเคเตอร และชั่งน้ําหนักเถา

ที่ไดและคํานวณหาปริมาณเถาตามสมการ  

ปริมาณเถา = �
W2

W1
�  ×100 % 

 เมื่อ W1 คือ น้ําหนักตัวอยางแหง (กรัม) 

  W2 คือ น้ําหนักตัวอยางหลังเผา (กรัม) 

ก 5 การวิเคราะหปริมาณเสนใยอาหาร (AOAC, 2006) 

เครื่องมือและอุปกรณ 

- ถวยครูซิเบิล 

- ตูอบลมรอน 

- hot plate 

- เตาเผา (muffle furnace) 

- เครื่องชั่งละเอียดทศนิยม 4 ตําแหนง 

- เดซิคเคเตอร 

- pH paper 

สารเคมี 

- สารละลายกรดซัลฟวริก ความเขมขน 1.25 % 

- สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 1.25 % 

- เอทานอล 95 % 

วิธีการวิเคราะห 

นําตัวอยางที่ผานการสกัดไขมันแลวใสในบีกเกอรขนาด 600 มิลลิลิตร เติมสารละลายกรด

ซัลฟวริก ความเขมขน 1.25 % ปริมาตร 200 มิลลิลิตร แลวตมจนเดือดเปนเวลา 30 นาที (หาก
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ปริมาตรของสารละลายกรดลดลงขณะตม ใหเติมน้ํารอนตมเดือดจนกระทั่งปริมาตรเปน 200 

มิลลิลิตร) จากนั้นลางตัวอยางดวยน้ํารอนตมเดือดจนกระทั่งตัวอยางไมมีความเปนกรด (ทดสอบดวย 

pH paper) และนําตัวอยางไปตมอีกครั้งในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 1.25 % 

ปริมาตร 200 มิลลิลิตรจนเดือด 30 นาที จากนั้นลางดวยน้ํารอนตมเดือดจนกระทั่งหมดความเปน

ดาง และลางกากที่ไดดวยเอทานอล 95 % ปริมาตร 25 มิลลิลิตร รวม 2 ครั้ง แลวอบถวยอะลูมิเนียม

ที่อุณหภูมิ 105 °C เปนเวลา 2 ชั่วโมง ทิ้งไวใหเย็นในเดซิคเคเตอรเปนเวลา 30 นาที และใสตัวอยางที่

ผานการตมในสารละลายกรดและสารละลายดาง ลงในถวยอะลูมิเนียม นําเขาไปอบที่อุณหภูมิ      

105 °C เปนเวลา 2 ชั่วโมง ทิ้งไวใหเย็นในเดซิคเคเตอร ชั่งน้ําหนักที่แนนอนของตัวอยาง จากนั้นนํา

ตัวอยางใสในถวยครูซิเบิลที่ทราบน้ําหนักแนนอน นําไปเผาที่อุณหภูมิ 550 °C เปนเวลา 3 ชั่วโมง 

(หากเผาไหมไมสมบูรณอาจตองเพิ่มเวลาใหมากขึ้น) แลวตั้งทิ้งไวในตูอบอุณหภูมิ 105 °C เปนเวลา  

1 ชั่วโมง จากนั้นทิ้งไวใหเย็นในเดซิคเคเตอร และชั่งน้ําหนักที่คงที่อีกครั้งหนึ่ง คํานวณปริมาณเสนใย

อาหารตามสมการ 

ปริมาณเสนใยอาหาร = �
W1 - W2

W
�  ×100 % 

 เมื่อ W คือ น้ําหนักตัวอยางแหงที่ผานการสกัดไขมันแลว (กรัม) 

   W1 คือ น้ําหนักตัวอยางกอนเผา (กรัม) 

  W2 คือ น้ําหนักตัวอยางหลังเผา (กรัม) 

ก 6 การหาปริมาณคารโบไฮเดรต  

วิธีการคํานวณ 

ปริมาณคารโบไฮเดรต = 100 - % (ความชื้น+โปรตีน+ไขมัน+เถา+เสนใย) % 

ก 7 การวิเคราะหระดับการยอยสลายโดยวิธี OPA (Nielsen และคณะ, 2001)   

เครื่องมือและอุปกรณ 

- vortex mixer 

- spectrophotometer 
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สารเคมี 

- ortho-phthaldialdehyde (OPA reagent) 

- sodium dodecyl sulfate 

- di-sodium tetraborate decahydrate 

- dithiothreitol (DTT) 99 % 

- ethanol 

- สารละลายมาตรฐาน serine 

วิธีการวิเคราะห 

เตรียมสารละลาย ortho-phthaldialdehyde (OPA reagent) ดวยการผสม di-sodium 

tetraborate decahydrate 7.620 กรัม และ sodium dodecyl sulfate 0.200 กรัม ละลายในน้ํา 

deionized (DI) 150 มิลลิลิตร จนกระทั่งสารเคมีละลายหมด จากนั้นผสม dithiothreitol (DTT)  

99 % ปริมาณ 0.176 กรัม และสารละลาย OPA (ละลาย OPA 0.160 กรัม ใน ethanol ปริมาตร 4 

มิลลิลิตร) ลงใน OPA reagent ปรับปริมาตรดวยน้ํา deionized จนเปน 200 มิลลิลิตร จากนั้นปเปต

ใสหลอดทดลอง หลอดละ 3 มิลลิลิตร และเตรียมสารละลายมาตรฐาน serine 0.050 กรัม ในน้ํา 

deionized 500 มิลลิลิตร 

ชั่งน้ําหนักตัวอยางที่แนนอน 4 กรัม ละลายในน้ํา deionized 100 มิลลิลิตร ปเปต

สารละลาย 400 ไมโครลิตร ใสในหลอด OPA reagent เขยาดวย vortex mixer เปนเวลา 5 วินาที 

ตั้งทิ้งไว 2 นาที และวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร จากนั้นคํานวณคา 

degree of hydrolysis (DH) ตามสมการดังนี ้

Serine-NH2 = �
A340sample - A340blank

A340standard - A340blank
�  ×0.9516 (meqv/L) × �

0.2 ×	100 L/g	protein

X ×	P
� 

 

เมื่อ Serine-NH2 = meqv serine NH2

g protein
 

 A340sample คือ คาการดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอยาง 
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A340blank คือ คาการดูดกลืนแสงของสารละลายควบคุม (น้ํา deionized) 

 A340standard คือ คาการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐาน (serine) 

X  คือ น้ําหนักตัวอยาง (กรัม) 

 P  คอื เปอรเซ็นตโปรตีนของตัวอยาง 

 0.2  คือ ปริมาตรของตัวอยาง (ลิตร) 

h = 
Serine-NH2-β 

α
 

เมื่อ คา α = 0.970,  β = 0.342 และ htot = 7.8 

Degree of hydrolysis = �
h

htot
� × 100 % 

ก 8 การวิเคราะหสมบัติการตานออกซิเดชันดวยวิธี 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl  

(DPPH) radical-scavenging activity  

เครื่องมือและอุปกรณ 

- vortex mixer 

- spectrophotometer 

สารเคมี 

- 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 

- เอทานอล 95 % 

การวิเคราะหสมบัติตานออกซิเดชันดังกลาวนี้ดัดแปลงจากวิธีของ Xie และคณะ (2008) 

ดังนี้ 

ปเปตสารละลายสารละลายตัวอยางปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย 2, 2-

diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) เขมขน 0.2 มิลลิโมลาร ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ลงในหลอด

ทดลอง แลวเขยาใหเขากันดวย vortex หลังจากนั้นตั้งทิ้งไวในที่มืดนาน 30 นาที แลววัดคาการ
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ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ทดลอง 3 ซ้ํา และคํานวณ % scavenging activity 

หรือ % inhibition ตามสมการ ดังนี้ 

Scavenging activity or inhibition= �1- 
A517sample

A517control
� ×	100	(%)  

เมื่อ  A517 control  คือ  คาการดูดกลืนแสงของสารละลายควบคุมซึ่งใช 

น้ํากลั่นในปริมาตรเทากันแทนที่ตัวอยาง 

A517 sample  คือ  คาการดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอยาง 

ก 9 การวิเคราะหสมบัติการตานออกซิเดชันดวยวิธี metal ions chelating activity  

เครื่องมือและอุปกรณ 

- vortex mixer 

- spectrophotometer 

สารเคมี 

- iron (II) chloride (FeCl2)  

- Ferrozine 

การวิเคราะหสมบัติตานออกซิเดชันดังกลาวนี้ดัดแปลงจากวิธีของ Xie และคณะ (2008) 

ดังนี้ 

ปเปตสารละลายสารละลายตัวอยางปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย FeCl2 เขมขน 

2 มิลลิโมลาร ปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร และน้ํากลั่นปริมาตร 3.7 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง       

แลวเขยาใหเขากันดวย vortex mixer หลังจากนั้นผสมสารละลาย ferrozine เขมขน 5 มิลลิโมลาร 

ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และเขยาใหเขากันอีกครั้งดวย vortex mixer ตั้งทิ้งไวในที่มืดนาน 20 นาที 

แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร ทดลอง 3 ซ้ํา และคํานวณ % chelating 

effect ตามสมการ ดังนี้ 

Chelating effect = �1- 
A562sample

A562control
� × 100 (%) 
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เมื่อ  A562 control  คือ  คาการดูดกลืนแสงของสารละลายควบคุมซึ่งใชน้ํากลั่น 

ในปริมาตรเทากันแทนที่ตัวอยาง 

A562 sample  คือ  คาการดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอยาง 

ก 10 การวิเคราะหสมบัติการตานออกซิเดชันดวยวิธี ferric reducing antioxidant  

power (FRAP) 

เครื่องมือและอุปกรณ 

- vortex mixer 

- spectrophotometer 

- water bath 

สารเคมี 

- Trolox  

- methanol 

- sodium acetate 

- 2, 4, 6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ) 

- hydrochloric acid (ใชปรับ pH และละลาย TPTZ) 

- iron (III) chloride (FeCl3) 

การวิเคราะหสมบัตินี้ดัดแปลงจากวิธีของ Benzie และ Strain (1999) ดังนี้ 

เตรียมสารละลาย FRAP (ควรเตรียมใหมทุกครั้ง) ซึ่งประกอบดวยสารละลายบัฟเฟอร      

โซเดียมแอซีเตตเขมขน 300 มิลลิโมลาร pH 3.6 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร สารละลาย TPTZ เขมขน 

100 มิลลิโมลาร ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร และสารละลาย FeCl3 เขมขน 20 มิลลิโมลาร ปริมาตร 2.5 

มิลลิลิตร ปเปตสารละลาย FRAP ปริมาตร 2,000 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง นําไปบมในอาง

ควบคุมอุณหภูมิ ที่ 37 °C เปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้นปเปตสารละลายตัวอยาง 200 ไมโครลิตร 

ผสมกับสารละลาย FRAP ในหลอดทดลอง แลวนําไปเก็บในหองมืด 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง แลว

นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 593 นาโนเมตร ทดลอง 3 ซ้ํา และนําคาการดูดกลืนแสง
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ที่ไดไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารละลาย Trolox เพื่อคํานวณหาฤทธิ์ตานออกซิเดชันที่มีใน

ตัวอยาง 

การเตรียมกราฟมาตรฐาน  

ละลาย Trolox 0.025 กรัม ในเมทานอล แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ปเปต

สารละลาย Trolox มา 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 และ 3 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตร       

ดวยนํ้ากลั่น ซึ่งจะไดสารละลาย Trolox ที่มีความเขมขนเทากับ 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.25 และ 0.3     

มิลลิโมลาร ตามลําดับ นําแตละความเขมขนไปวิเคราะหสมบัติการตานออกซิเดชันในดวยวิธี FRAP 

เพื่อสรางกราฟมาตรฐาน ดังรูปที่ ก 1 

 

รูปที่ ก 1 กราฟมาตรฐานของสารละลาย Trolox 

ก 11 การวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิคทั้งหมดดวยวิธี Folin-Ciocalteu 

เครื่องมือและอุปกรณ 

- spectrophotometer 

- เครื่องชั่งละเอียดทศนิยม 4 ตําแหนง 

y = 4.327x

R² = 0.993
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สารเคมี 

- สารละลาย Folin-Ciocalteu reagent 

- สารละลายโซเดียมคารบอเนตอ่ิมตัว 

- สารละลายมาตรฐานของ gallic acid 

การวิเคราะหสมบัติดังกลาวนี้ดัดแปลงจากวิธีของ Waterhouse และคณะ (2008) ดังนี้ 

ปเปตสารตัวอยางใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่น 70 มิลลิลิตร และ

ตามดวยสารละลาย Folin-Ciocalteu reagent 5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน แลวตั้งทิ้งไว 4 นาที           

ที่อุณหภูมิหอง หลังจากนั้นเติมสารละลายโซเดียมคารบอเนตอิ่มตัว 15 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรให

เปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น ผสมใหเขากัน ทิ้งไวในที่มืดนาน 2 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง วัดคาการ

ดูดกลืนแสงของสารละลายที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร ทดลอง 3 ซ้ํา และคํานวณปริมาณ

สารประกอบฟนอลิคทั้งหมดของสารตัวอยาง โดยเทียบจากกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน

ของ gallic acid และรายงานคาที่ไดในหนวย gallic acid equivalents (GAE) 

การเตรียมกราฟมาตรฐาน  

ละลาย gallic acid 0.5 กรัม ในเอทานอล 10 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรใหเปน 100 

มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น (จะไดสารละลาย gallic acid ที่มีความเขมขน 5 กรัม/ลิตร) หลังจากนั้น ปเปต

สารละลาย gallic acid ที่เตรียมไวปริมาณ 1, 2, 5, 10, 15 และ 20 มิลลิลิตรลงในขวดวัดปริมาตร 

100 มิลลิลิตร จากนั้นปรับปริมาตรใหถึงขีดบอกระดับดวยน้ํากลั่น จะไดสารละลาย gallic acid ที่มี

ความเขมขน 50, 100, 250, 500, 750 และ 1000 มิลลิกรัม/ลิตร (หรือไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

ตามลําดับ นําแตละความเขมขนไปหาปริมาณฟนอลิคทั้งหมดดวยวิธี Folin-Ciocalteu เพื่อสราง

กราฟมาตรฐานของ gallic acid ดังรูปที่ ก 2 
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รูปที่ ก 2 กราฟมาตรฐานของ gallic acid 

ก 12 การวิเคราะหชนิดและปริมาณกรดอะมิโนอิสระดวยเทคนิค high performance  

liquid chromatography (HPLC) (Bosch และคณะ, 2006) 

เครื่องมือและอุปกรณ 

- HPCL (รายละเอียดดัง ตาราง ก 1) 

สารเคมี 

- acetonitrile 60 % 

- sodium acetate buffer 

- AccQ-fluor derivertization buffer 

- AccQ-fluor reagent 

 

y = 0.001x

R² = 0.998
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วิธีการวิเคราะห 

วิเคราะหชนิดและปริมาณกรดอะมิโนอิสระในโปรตีนไฮโดรไลเสตดวยเทคนิค high 

performance liquid chromatography (HPLC) ตามวิธี In-house methods based on 

Journal of Chromatography B ซึ่งมีการเตรียมตัวอยางดังนี้ นําตัวอยางไปเจือจางดวยน้ํา 

deionized แลวนําไปกรองผาน cellulose acetate membrane (13 mm, 0.85 micron) เอา

สวน filtrate ผสมกับ AccQ-fluor derivertization buffer และ AccQ-fluor reagent เพื่อ 

derivertize โดยทําที่อุณหภูมิ  55 °C นาน 10 นาท ี

ตารางที่ ก 1 รายละเอียดของระบบ HPLC ที่ใชในการวิเคราะห 

รายการ รายละเอียด 

HPLC System Water Alliance 2695 with heater Jasco FP2020 fluorescence 

(EX:250, EM: 395 nm) 

Column Hypersil Gold column C 18 (4.6×150 mm, 3µm) Temp. 35±1 °C 

Sample volume 5 µl 

Eluents Sodium acetate buffer pH 4.90±0.05 และ 60 % acetonitrile 

โดยมี flow rate = 1 มิลลิลิตรตอนาที 
 

ก 13 การวิเคราะหขนาดโมเลกุลของเพปไทดดวยเทคนิค Matrix-assisted laser  

desorption/ionization time of flight (MALDI-TOF) (Boontha และคณะ, 2008) 

เครื่องมือและอุปกรณ 

- microflex MALDI-TOF mass spectrometer (Bruker Daltonics) 

สารเคมี 

- α-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA) 

- trifluoroacetic acid (TFA) 

- acetonitrile 
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วิธีการวิเคราะห 

วิเคราะหขนาดโมเลกุลของเพปไทดในโปรตีนไฮโดรไลเสตดวย Microflex MALDI-TOF 

mass spectrometer (Bruker Daltonics) โดยเจือจางตัวอยางดวยน้ํา Milli-Q 1,000 เทาแลวนํา

ตัวอยาง 1 ไมโครลิตรผสมกับสารละลาย matrix [ซึ่งสารละลาย matrix ประกอบดวย CHCA ใน 

TFA เขมขน 0.1 % ในสารละลาย acetonitrile/น้ํา (ในอัตราสวน 1:2)] ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

จากนั้นหยดสารผสมของตัวอยางและ matrix ปริมาตร 1 ไมโครลิตรลงบน target (แผนโลหะสําหรับ

วางตัวอยางสําหรับการวิเคราะห) รอจนแหง แลววิเคราะหขนาดของเพปไทดโดยใช spectra แบบ 

positive ion reflectron time-of-flight ที่ความตางศักย 20 kV โดยขนาดโมเลกุลที่วิเคราะหอยูในชวง 

500-5,000 Da 

ก 14 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธี Modified Lowry (Perterson, 1977) 

เครื่องมือและอุปกรณ 

- spectrophotometer 

- centrifuge 

- vortex mixer 

- water bath 

- เครื่องชั่งละเอียดทศนิยม 4 ตําแหนง 

สารเคมี 

- copper sulfate (CuSO4) 

- dithiothreitol (DTT) 0.1 โมลาร 

- sodium potassium tartrate (KNaC4H4O6) 

- sodium carbonate (Na2CO3) solution 20 % (w/v) 

- sodium dodecyl sulfate (SDS) stock solution 5 % (w/v) 

- sodium deoxycholate solution (DOC) 0.15 % (w/v)  

- sodium hydroxyide (NaOH) stock solution 0.8 โมลาร 



88 

 

- trichloroacetic acid ,TCA 72 % (w/v) 

- Folin-Ciocalteu reagent 2 นอรมอล 

- bovine serum albumin ,BSA (1 mg ml-1) 

- extract solution [Tris-HCl 60 มิลลิโมลาร pH 7.5, SDS 2 % (w/v) และ DTT 

0.1 โมลาร] 

- copper-tartate-carbonate, CTC [Na2CO3 20 % (w/v) ผสม CuSO4 0.1 กรัม 

และ KNaC4H4O6 0.2 กรัม] 

วิธกีารวิเคราะหโปรตีนในตัวอยาง 

- เตรียม reagent A โดยผสมสารละลาย CTC, SDS และ NaOH ในอัตราสวน 1:2:1 

เก็บไวในขวดสีชา ที่อุณหภูมิหอง 

- เตรียม reagent B โดยเจือจาง Folin-Ciocalteu reagent ดวยน้ํากลั่น ใน

อัตราสวน 1:1 เก็บไวในขวดสีชา ที่อุณหภูมิหอง 

การเตรียมตัวอยาง (การสกัดโปรตีน) 

ผสมตัวอยางปริมาตร 0.3 มิลลิลิตรกับ extract solution ปริมาตร 0.7 มิลลิลิตร ใหเขา

กัน แลวตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําไปตมในน้ําเดือดนาน 3 นาที ทิ้งไวให

เย็น แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 °C นาน 15 นาที เก็บสวน

ใสที่อุณหภูมิ -20 °C ไววิเคราะหหาปริมาณโปรตีน 

การตกตะกอนตัวอยาง 

ปเปตตัวอยางมาปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันกับสารละลาย DOC 0.15 % 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใน micro centrifuge tube ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที หลังจาก

นั้นเติมสารละลาย trichloroacetic acid 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน แลวนําไปปนเหวี่ยงที่

ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 °C นาน 15 นาที หลังจากนั้นคอยๆ เทสวนใสทิ้ง และ

คว่ํา micro centrifuge tube ลง และเก็บตะกอนของตัวอยางไว เพื่อใชวิเคราะหในขั้นตอนตอไป 

การวัดคาการดูดกลืนแสง 

ผสมตัวอยางที่ไดจากขั้นตอนการตกตะกอนกับ reagent A ปริมาตร 1 มิลลิลิตรใหเขา

กัน ใน micro centrifuge tube ทิ้งไวที่ที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที หลังจากนั้นเติม reagent B 
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ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แลวผสมใหเขากันทันที ตั้งทิ้งไวนาน 30 นาที และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง

ที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร นําคาที่วัดไดไปเปรียบเทยีบกับกราฟมาตรฐานของสารละลาย BSA 

การเตรียมกราฟมาตรฐาน BSA 

ชั่ง BSA มา 0.010 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร จะไดสารละลาย BSA ที่มีความ

เขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร หลังจากนั้นปเปตสารละลาย BSA ที่เตรียมไวมาปริมาตร 50, 100, 

200, 300, 400 และ 500 ไมโครลิตร แลวปรับปริมาตรใหได 1,000 ไมโครลิตร จะไดสารละลาย 

BSA ที่มีความเขมขนในระดับตางๆ (50-500 µg ml-1) ดังตาราง ก 2 ตามลําดับ จากนั้นวิเคราะห

ปริมาณโปรตีนในสารละลาย BSA โดยวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธี modified Lowry เพื่อสราง

กราฟมาตรฐานของสารละลาย BSA (รูปที่ ก 3) 

ตาราง ก 2 ปริมาณโปรตีนในสารละลาย BSA ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ 

ความเขมขนของสารละลาย BSA (µg ml-1) ปริมาณโปรตีน (µg) 

50 50 

100 100 

200 200 

300 300 

400 400 

500 500 
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รูปที่ ก 3 กราฟมาตรฐานของสารละลาย BSA 

  

y = 0.0021x

R² = 0.991
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ภาคผนวก ข 

ตารางผลการทดลอง 

ตาราง ข 1 คาระดับการยอย (DH, %) ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิที่ไดจากการแปรความ

เขมขนของเอนไซมและเวลาในการยอย 

เวลาในการยอย (ชั่วโมง) 
ความเขมขนของเอนไซม (%) 

1 3 5 7 

1 31.46±2.09 35.70±1.64 39.76±0.37 42.01±2.07 

2 30.50±0.07 36.31±1.97 41.72±2.03 43.44±2.60 

3 30.29±1.63 39.36±3.63 41.86±0.61 43.86±1.07 

4 31.35±0.22 39.86±3.49 45.68±0.10 47.94± 2.28 
 

ตาราง ข 2 คา Radical Scavenging activity (%) ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิที่ไดจากการ

แปรความเขมขนของเอนไซมและเวลาในการยอย 

เวลาในการยอย (ชั่วโมง) 
ความเขมขนของเอนไซม (%) 

1 3 5 7 

1 38.93±1.22 33.68±1.01 30.77±1.70 26.93±2.30 

2 37.28±0.21 28.74±2.70 26.69±2.78 24.99±2.37 

3 36.72±0.86 23.23±2.59 22.88±2.13 21.96±1.71 

4 35.88±0.94 21.22±2.96 20.14±2.87 19.74±0.66 
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ตาราง ข 3 คา Chelating activity (%) ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิที่ไดจากการแปรความ

เขมขนของเอนไซมและเวลาในการยอย 

เวลาในการยอย (ชั่วโมง) 
ความเขมขนของเอนไซม (%) 

1 3 5 7 

1 48.02±0.22 48.86±2.11 49.09±3.85 50.84±1.38 

2 51.35±1.02 51.72±0.49 52.08±1.70 52.84±0.41 

3 52.81±2.38 54.09±0.78 55.04±1.99 55.41±1.80 

4 53.07±1.33 55.45±2.04 57.17±1.38 58.30± 3.32 
 

ตาราง ข 4 คา FRAP (µmol TE/g) ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิที่ไดจากการแปรความ

เขมขนของเอนไซมและเวลาในการยอย 

เวลาในการยอย (ชั่วโมง) 
ความเขมขนของเอนไซม (%) 

1 3 5 7 

1 45.80±2.95 47.66±1.39 44.71±4.55 45.41±3.11 

2 49.82±0.91 46.29±2.71 47.56±2.28 47.10±1.90 

3 49.27±0.79 32.87±1.87 37.38±2.50 39.82±2.16 

4 42.60±4.22 45.05±0.14 46.75±0.37 44.96± 3.24 
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ภาคผนวก ค 

ตารางผลการวิเคราะหทางสถิต ิ

ตาราง ค 1 การวิเคราะหความแปรปรวนของระดับการยอยของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกทิี่ได

จากการแปรความเขมขนของเอนไซมและเวลาในการยอย 

Source Type III Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 949.993a 15 63.333 16.608 5.5x10-7 

Intercept 48226.086 1 48226.086 12646.573 1.3x10-24 

time 71.197 3 23.732 6.223 .005 

con 845.678 3 281.893 73.922 1.4x10-9 

time * con 33.118 9 3.680 .965 .501 

Error 61.014 16 3.813   

Total 49237.093 32    

Corrected Total 1011.006 31    
a R Squared = 0.940 (Adjusted R Squared = 0.883) 
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ตาราง ค 2 การวิเคราะหความแปรปรวนของสมบัติการตานออกซิเดชันที่วิเคราะหดวยวิธี DPPH  

ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิที่ไดจากการแปรความเขมขนของเอนไซมและเวลา 

ในการยอย 

Source Type III Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 1315.162a 15 87.677 21.688 7.8x10-8 

Intercept 25293.379 1 25293.379 6256.701 3.5x10-22 

time 322.513 3 107.504 26.593 1.9x10-6 

con 925.672 3 308.557 76.326 1.1x10-9 

time * con 66.978 9 7.442 1.841 .137 

Error 64.682 16 4.043   

Total 26673.222 32    

Corrected Total 1379.844 31    
a R Squared = 0.953 (Adjusted R Squared = 0.909) 

ตาราง ค 3 การวิเคราะหความแปรปรวนของสมบัติการตานออกซิเดชันที่วิเคราะหดวยวิธี metal 

ions chelating activity ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิที่ไดจากการแปรความ

เขมขนของเอนไซมและเวลาในการยอย 

Source Type III Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 259.083a 15 17.272 4.771 .002 

Intercept 89502.574 1 89502.574 24720.499 6.0x10-27 

time 209.008 3 69.669 19.243 1.5x10-5 

con 39.631 3 13.210 3.649 .035 

time * con 10.444 9 1.160 .321 .956 

Error 57.929 16 3.621   

Total 89819.586 32    

Corrected Total 317.012 31    
a R Squared = 0.817 (Adjusted R Squared = 0.646) 



95 

 

ตาราง ค 4 การวิเคราะหความแปรปรวนของสมบัติการตานออกซิเดชันที่วิเคราะหดวยวิธี FRAP  

ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิที่ไดจากการแปรความเขมขนของเอนไซมและเวลา

ในการยอย 

a R Squared = 0.855 (Adjusted R Squared = 0.719) 

ตาราง ค 5 การวิเคราะหความแปรปรวนของปริมาณสารประกอบฟนอลิคทั้งหมดในโปรตีน 

ไฮโดรไลเสตจากถั่วอะซูกิที่ไดจากการแปรความเขมขนของเอนไซมและเวลาในการยอย 

Source Type III Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 173.874a 15 11.592 1.353 .278 

Intercept 58286.369 1 58286.369 6801.252 1.8x10-22 

time 61.097 3 20.366 2.376 .108 

con 91.561 3 30.520 3.561 .038 

time * con 21.216 9 2.357 .275 .973 

Error 137.119 16 8.570   

Total 58597.363 32    

Corrected Total 310.994 31    
a R Squared = 0.559 (Adjusted R Squared = 0.146) 
 

Source Type III Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 599.755a 15 39.984 6.299 3.5x10-4 

Intercept 63563.060 1 63563.060 10014.105 8.2x10-24 

time 272.088 3 90.696 14.289 8.7x10-5 

con 65.259 3 21.753 3.427 .043 

time * con 262.408 9 29.156 4.593 .004 

Error 101.558 16 6.347   

Total 64264.373 32    

Corrected Total 701.313 31    
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ทางอาหาร คณะวิศวกรรมและอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยแมโจ จังหวัดเชียงใหม ในป

การศึกษา 2551 และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต ภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหาร 

คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในภาคการศึกษา ภาคปลาย ปการศึกษา 2552 
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