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สภุารัตน์  แสงเนตร : ผลของสารสกดัฟีนอลิกจากใบหม่อน Morus alba L. ต่อสมบตัิของฟิล์มโปรตีน
ถั่วเหลืองสกัด. (EFFECT OF PHENOLIC-CONTAINING EXTRACTS FROM MULBERRY     
Morus alba L. LEAVES ON PROPERTIES OF SOY PROTEIN ISOLATE FILM) อ.ที่ปรึกษา
วิทยานิพนธ์หลกั : อ. ดร. ธนจันทร์  มหาวนิช, อ. ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม : ผศ. ดร.เกียรติศกัดิ์ ดวง
มาลย์. 73 หน้า. 

งานวจิยันีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือศกึษาผลของความเข้มข้นและระดบัออกซเิดชนัของสารสกดัฟีนอลิกจากใบหม่อน
ตอ่สมบตัขิองฟิล์มโปรตีนถัว่เหลืองสกดั ในการศกึษานีแ้ปรระดบัการออกซิเดชนัของสารสกดัน า้ (water extract) จากใบ
หม่อนเป็น 3 ระดบั ได้แก่ สารสกดัท่ีไม่ออกซไิดส์ (unoxidized extract, UNOX), สารสกดัท่ีออกซไิดส์ในระดบัต ่า (mildly 
oxidized extract, MILD-OX) และสารสกดัท่ีออกซิไดส์ในระดบัสูง (highly oxidized extract, HIGH-OX) สารสกัด 
UNOX เตรียมจากใบหม่อนท่ีน าไปให้ความร้อนด้วยไอน า้เพ่ือยบัยัง้กิจกรรมของออกซิไดซิ่งเอนไซม์ท่ีมีอยู่ตามธรรมชาติ
ในใบหม่อน ส่วนสารสกดั MILD-OX เตรียมจากใบหม่อนสด และสารสกดั HIGH-OX เตรียมโดยน าสารสกดัน า้จากใบ
หม่อนสดมาพ่นอากาศเป็นเวลา 60 นาที พบว่าผงสารสกดั UNOX, MILD-OX และ HIGH-OX ท่ีได้จากการท าแห้งแบบ
แช่เยือกแข็งมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทัง้หมดเท่ากบั75.3, 72.4 และ 59.2 mg gallic acid equivalent/g โดย
น า้หนกัแห้ง ตามล าดบั ในการเตรียมตวัอย่างฟิล์มแปรความเข้มข้นของผงสารสกดัเป็น 3 ระดบั ได้แก่  2, 5 และ 10% 
โดยน า้หนกัของโปรตีนถัว่เหลืองสกดั และใช้ฟิล์มโปรตีนถัว่เหลืองสกดัท่ีไม่เติมสารสกดัเป็นตวัอย่างควบคมุ พบว่าความ
เข้มข้นและระดบัออกซิเดชนัของสารสกดัไม่มีผลต่อความหนาของฟิล์มอย่างมีนยัส าคญั (p>0.05) โดยตวัอย่างฟิล์มมี
ความหนาอยู่ในช่วง 0.129-0.133 mm ในด้านสมบตัเิชิงกล พบวา่การเติมสารสกดัมีผลอย่างยิ่งต่อความต้านทานแรงดงึ
ขาด (tensile strength) โดยฟิล์มท่ีเติมสารสกดั UNOX เข้มข้น 10%, MILD-OX เข้มข้น 2% และ HIGH-OX เข้มข้น 2% 
มีความต้านทานแรงดึงขาดสูงกว่าตัวอย่างควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05) การเกิดการเช่ือมข้ามของโปรตีนใน
ตวัอย่างฟิล์มเหล่านีส้ามารถยืนยนัได้จากการเปล่ียนแปลงของรูปแบบของแถบโปรตีนท่ีติดตามโดยใช้ SDS-PAGE ซึ่ง
พบการลดลงของความเข้มของแถบโปรตีนท่ีมีน า้หนักโมเลกุลต ่าในตวัอย่างฟิล์มท่ีเติมสารสกัดฟีนอลิกจากใบหม่อน 
อย่างไรก็ตามการเติมสารสกดั MILD-OX และ HIGH-OX ท่ีระดบัความเข้มข้นสูง (5 และ 10%) ส่งผลให้ฟิล์มมีความ
ต้านทานแรงดงึขาดลดต ่าลง ในขณะท่ีการเติมสารสกดัไม่มีผลต่อการยืดตวัถึงจุดขาด (elongation at break) อย่างมี
นยัส าคญั (p>0.05) การเติมสารสกัดท าให้ความโปร่งแสงและค่าความสว่าง (L*) ของฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองมีค่าลดลง 
ในขณะที่สีแดง (+a*) และสีเหลือง (+b*) มีคา่เพิ่มขึน้ ฟิล์มทกุตวัอย่างมีมมุสี (hue angle) ประมาณ 90o ซึง่เป็นมมุสีของ
สีเหลือง ฟิล์มท่ีเติมสารสกดัท่ีออกซิไดส์ (MILD-OX และ HIGH-OX) มีความอิ่มตวัสี (chroma) สูงกว่าฟิล์มท่ีเติมสาร
สกดั UNOX และตวัอย่างควบคมุ การเติมสารสกดัมีผลให้ค่ามมุสมัผสัระหว่างหยดน า้กบัผิวฟิล์ม (contact angle) มีค่า
เพิ่มขึน้ ในขณะท่ีสภาพให้ซมึผ่านได้ของไอน า้ (water vapor permeability) และความสามารถในการละลายน า้ (water 
solubility) มีค่าลดลง ลักษณะภาคตดัขวางของฟิล์มท่ีศึกษาโดยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดแสดงถึง
โครงสร้างท่ีหนาแน่นมากขึน้ของฟิล์มที่เตมิสารสกดั 
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This study aimed to investigate the effect of concentration and degree of oxidation of phenolic-containing 
mulberry leaf extract on properties of soy protein isolate film. Water extract of mulberry leaves at three different 
degrees of oxidation, namely unoxidized (UNOX), mildly oxidized (MILD-OX) and highly oxidized (HIGH-OX), were 
investigated in this study. UNOX extract was obtained by water extraction of heated mulberry leaves. Steaming was 
done to inactivate oxidizing enzymes indigenous to the leaves. MILD-OX extract was obtained from unheated leaves 
while HIGH-OX extract was obtained after 60-minute aeration of the unheated leaf extract. Total phenolic content of 
freeze-dried UNOX, MILD-OX and HIGH-OX extracts, expressed as gallic acid equivalent, were 75.3, 72.4 and 59.2 
mg/g dry weight, respectively. To prepare the film samples, freeze-dried mulberry leaf extracts were added to the 
film-forming solution at three different levels (2, 5 and 10% by weight of soy protein isolate). Soy protein isolate film 
without added leaf extract was used as a control. It was revealed that concentration and degree of oxidation of the 
extract posed no significant effect on the film thickness (p>0.05). Thickness of the film samples was in the range of 
0.129-0.133 mm. With regard to mechanical properties, extract incorporation was found to greatly affect tensile 
strength of soy protein film. The film samples with 10% UNOX, 2% MILD-OX and 2% HIGH-OX exhibited significantly 
higher tensile strength as compared to the control (p≤0.05). Protein cross-linking in those samples were confirmed by 
the changes in protein pattern as monitored using SDS-PAGE. A decrease in band intensity of lower molecular weight 
proteins was manifested in those samples incorporated with phenolic-containing leaf extract. However, at higher 
levels of MILD-OX and HIGH-OX addition (5 and 10%), the film samples exhibited lowered tensile strength. On the 
other hand, elongation at break was not affected by the extract incorporation (p>0.05). Addition of the leaf extract 
resulted in films with decreased transparency and lightness (L*) whereas redness (+a*) and yellowness (+b*) in those 
samples became increasing. Hue angle of all film samples was approximately 90o which represents the yellow hue 
angle. The films with oxidized extract (MILD-OX and HIGH-OX) were higher in chroma as compared to the UNOX and 
the control films. The extract-containing films possessed higher contact angle plus lower water vapor permeability and 
water solubility. The scanning electron micrograph of the film cross section demonstrated denser structure in those 
extract-containing samples. 
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บทที่ 1 

บทน า 

แม้ว่าปัจจุบนัทัง้ผู้ผลิตและผู้บริโภคได้หนัมาสนใจใช้วสัดบุรรจุภัณฑ์ท่ีย่อยสลายได้เพิ่ม
มากขึน้ แต่ส าหรับฟิล์มโปรตีนหลายชนิดยงัไม่มีการน ามาใช้งานแพร่หลายนกัเน่ืองจากข้อจ ากัด
ส าคญัในด้านสมบตัิเชิงกล ในการปรับปรุงความแข็งแรงของฟิล์มโปรตีน วิธีท่ีนิยมใช้กันมากวิธี
หนึ่งคือวิธีทางเคมี สารเคมีท่ีมกัใช้เพ่ือปรับปรุงสมบตัิเชิงกลของฟิล์มโปรตีน ได้แก่ แอลดีไฮด์ท่ีมี
น า้หนักโมเลกุลต ่า เช่น ฟอร์มาลดีไฮด์ กลูทาราลดีไฮด์ และไกลออกซัล เน่ืองจากแอลดีไฮด์
สามารถท าปฏิกิริยากบัหมูอ่ะมิโนปฐมภมูิเกิดเป็นอนัตรกิริยาเช่ือมข้ามภายในโมเลกลุและระหว่าง
โมเลกลุของโปรตีน (Marquié และคณะ, 1997) อย่างไรก็ตามจากความกงัวลในด้านความเป็น
พิษและผลเสียตอ่สขุภาพของแอลดีไฮด ์จงึมีความพยายามในการใช้สารเคมีอ่ืนท่ีมีความปลอดภยั
สงูกวา่ (Galietta และคณะ, 1998) 

สารประกอบฟีนอลิกหลายชนิดเป็นองค์ประกอบของพืชตามธรรมชาติและสามารถท าให้
เกิดอนัตรกิริยาเช่ือมข้ามภายในโครงสร้างของโปรตีน (Strauss และ Gibson, 2004) ใบหม่อนเป็น
แหล่งของสารประกอบฟีนอลิกชนิดต่างๆ ได้แก่ กรดพารา-คมูาริก กรดเบนโซอิก คาเทชิน กรด
คลอโรเจนิก กรดวานิลลิก กรดไซรินจิก กรดซินาปิก กรดโพรโตคาเทชอิูก กรดเฟรูลิก กรดแกลลิก 
กรดแคฟเฟอิก กรดแคฟเฟโอลิลควินิก รูทิน ไอโซเควอเซทิน เควอเซทิน  เคมเฟอรอล             
แอสทรากาลิน และอนพุนัธ์ของสารเหล่านี ้(Katsube และคณะ, 2009; Wanyo, Siriamornpun 
และ Meeso, 2009; Naowaratwattana, De-Eknamkul และ De Mejia, 2010) ดงันัน้สารสกดั
จากใบหม่อนจึงมีศกัยภาพในการน ามาใช้เพ่ือปรับปรุงสมบตัิเชิงกลของฟิล์มโปรตีน นอกจาก
ความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิกแล้ว สถานะออกซิเดชนั (state of oxidation) ท่ีแตกตา่งกนั
ยงัอาจมีผลต่อความสามารถของสารประกอบฟีนอลิกในการท าให้เกิดการเ ช่ือมข้ามของโปรตีน
ด้วย (Rawel และคณะ, 2002) งานวิจยันีจ้ึงมีวตัถุประสงค์เพ่ือศึกษาผลของความเข้มข้นและ
ระดบัออกซิเดชนัท่ีแตกตา่งกนัของสารสกดัจากใบหม่อนตอ่สมบตัิเชิงกลและสมบตัิด้านอ่ืนๆ ของ
ฟิล์มโปรตีนถัว่เหลืองสกดั 
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บทที่ 2 

วารสารปริทศัน์ 

2.1 โปรตีนถ่ัวเหลือง 

 โปรตีนเป็นองค์ประกอบท่ีมีปริมาณมากท่ีสดุในถัว่เหลืองทัง้เมล็ด (whole soybean) โดย
มีปริมาณประมาณ 40.3% โดยน า้หนกัแห้ง (Wijeratne, 1993) องค์ประกอบหลกัของโปรตีนถั่ว
เหลือง ได้แก่ ไกลซินินและเบต้า-คอนไกลซินิน ซึ่งเป็นโปรตีนชนิดโกลบูลิน โปรตีนทัง้สองชนิดมี
ปริมาณเฉล่ียเท่ากับ 51.0 และ 18.5% ของโปรตีนทัง้หมด ตามล าดับ (Murphy และ 
Resurreccion, 1984) โปรตีนถัว่เหลืองมีกรดอะมิโนจ าเป็น (essential amino acid) ครบถ้วน
เช่นเดียวกบัโปรตีนจากสตัว์ (Wijeratne, 1993) โปรตีนถัว่เหลืองมีสมบตัิเชิงหน้าท่ีท่ีหลากหลาย 
เช่น ความสามารถในการอุ้มน า้ การเป็นอิมลัซิไฟเออร์ การเกิดโฟม การเกิดเจล รวมถึงการเกิด
เป็นฟิล์ม (Zayas, 1997; United Soybean Board, 2004) 

 เน่ืองจากประโยชน์การใช้งานท่ีหลากหลายของโปรตีนถัว่เหลือง จึงมีการน าถัว่เหลืองมา
ผลิตเป็นผลิตภณัฑ์โปรตีนหลายชนิดซึ่งมีปริมาณโปรตีนแตกตา่งกนัไป เช่น ซอยกริท (soy grits) 
(โปรตีน 50-54%) โปรตีนถัว่เหลืองเข้มข้น (soy protein concentrate) (โปรตีน 65-70%) และ
โปรตีนถัว่เหลืองสกดั (soy protein isolate) (โปรตีนไม่ต ่ากว่า 90%) ส าหรับโปรตีนถัว่เหลืองสกดั
ผลิตโดยน าถั่วเหลืองท่ีสกัดไขมันออกแล้วมาผ่านกระบวนการแยกโปรตีนออกจากส่วนท่ีเป็น
คาร์โบไฮเดรตทัง้ส่วนท่ีละลายน า้และไม่ละลายน า้ จึงได้ผลิตภัณฑ์ท่ีมีโปรตีนสงู มีปริมาณไขมนั
และคาร์โบไฮเดรตต ่า มีสีและกลิ่นเฉพาะตวั (United Soybean Board, 2004) 

2.2 การเกิดเป็นฟิล์มของโปรตีนถ่ัวเหลือง 

โปรตีนหลายชนิดมีสมบตัิในการเกิดเป็นฟิล์ม รวมถึงโปรตีนถัว่เหลือง (Park และคณะ, 
2002) ส าหรับฟิล์มโปรตีนถัว่เหลือง ในขัน้ตอนการเตรียมสารละลายฟิล์ม (film-forming solution) 
จะต้องให้ความร้อนสารละลายโปรตีนท่ีอุณหภูมิสงูกว่า 60 ºC เพ่ือท าให้ให้ไกลซินินและเบต้า-
คอนไกลซินินเกิดการเสียสภาพธรรมชาติบางส่วน (partial denaturation) ซึ่งเก่ียวข้องกับการ
สญูเสียโครงสร้างบางสว่นของโครงสร้างระดบัทตุิยภูมิ ตติยภูมิ และจตรุภูมิ เกิดการคลายตวัออก
ของโมเลกุลโปรตีน และมีหมู่ซลัฟ์ไฮดริลและหมู่ไฮโดรโฟบิกซึ่งแต่เดิมอยู่ท่ีต าแหน่งด้านในของ
โมเลกลุปรากฏขึน้ท่ีด้านนอก ในระหวา่งท่ีสารละลายฟิล์มแห้งตวัลง สายพอลิเพปไทด์จะเคล่ือนท่ี
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เข้ามาใกล้กัน เกิดอนัตรกิริยากันด้วยพนัธะไดซลัไฟด์และอนัตรกิริยาโฮโดรโฟบิก และท าให้เกิด
โครงสร้างของฟิล์มขึน้ (Anonymous, 1997) 

2.3 สมบัตขิองฟิล์มโปรตีนถั่วเหลือง 

ฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองมีสมบตัิด้านการป้องกันการซึมผ่านของแก๊ส ไอสารอินทรีย์ และ
น า้มนัอยูใ่นเกณฑ์ดี แตมี่ข้อจ ากดัส าคญัในด้านสมบตัิเชิงกลและการป้องกนัการซึมผ่านของไอน า้ 
ท าให้การน าฟิล์มโปรตีนถัว่เหลืองไปใช้ประโยชน์ยงัไม่กว้างขวางนกั ฟิล์มโปรตีนถัว่เหลืองมีความ
แข็งแรงเชิงกลอยู่ในระดบัปานกลางเม่ือเปรียบเทียบกบัฟิล์มพลาสติกโดยทัว่ไป  เช่น พอลิเอทิลีน    
พอลิพรอพิลีน  และพอลิไวนิลิดีนคลอไรด์ (Krochta และ De Mulder-Johnston, 1997; 
Gennadios และคณะ, 1998) นอกจากนีจ้ากสมบตัิความชอบน า้ของโปรตีนถัว่เหลือง อีกทัง้ใน
กระบวนการผลิตฟิล์มยงัมีการเติมพลาสติไซเซอร์ท่ีมีสมบตัิชอบน า้ เช่น กลีเซอรอล จึงท าให้ฟิล์ม
โปรตีนถัว่เหลืองมีความสามารถในการป้องกนัการซมึผ่านของไอน า้ได้ต ่า (Rhim และคณะ, 2000) 
Gennadios และคณะ (1998)  รายงานว่าฟิล์มโปรตีนถัว่เหลืองสกดัมีความต้านทานแรงดงึขาด 
(tensile strength, TS) และการยืดตวัถึงจดุขาด (elongation at break, EB) ต ่ากว่าเม่ือเทียบกบั
ฟิล์มพอลิเมอร์สงัเคราะห์  ในขณะท่ีมีสภาพให้ซึมผ่านได้ของไอน า้ (water vapor permeability, 
WVP) สงูกวา่  โดยมีคา่สงูกวา่ฟิล์มพอลิเอทิลีนความหนาแน่นต ่า (low-density polyethylene) ถึง 
4 เทา่ 

2.4 การปรับปรุงสมบัติเชิงกลของฟิล์มโปรตีน 

เน่ืองจากความแข็งแรงเชิงกลท่ีค่อนข้างต ่าเป็นข้อจ ากัดส าคัญประการหนึ่งของฟิล์ม
โปรตีน ดงันัน้เพ่ือเพิ่มศกัยภาพในการน าฟิล์มโปรตีนมาใช้งานจึงมีความพยายามในการปรับปรุง
สมบตัิเชิงกลของฟิล์มโปรตีนซึ่งสามารถท าได้โดยเพิ่มการเช่ือมข้ามของโปรตีนในโครงสร้างฟิล์ม 
โดยส่งเสริมให้เกิดอนัตรกิริยาทางเคมีตา่งๆ วิธีการปรับปรุงสมบตัิเชิงกลของฟิล์มโปรตีนสามารถ
แบง่ออกได้ดงันี ้

2.4.1 การผลิตเป็นฟิล์มเชิงประกอบ (composite film) 

ฟิล์มท่ีผลิตจากพอลิเมอร์แตล่ะชนิดตา่งก็มีข้อดีและข้อจ ากัดแตกต่างกันออกไป  
การผลิตเป็นฟิล์มเชิงประกอบเป็นการปรับปรุงสมบตัิของฟิล์มโดยอาศัยสมบตัิท่ีต้องการของ     
พอลิเมอร์แตล่ะชนิด นอกจากนีย้งัอาจเกิดผลเชิงเสริม (synergistic effect) ระหว่างพอลิเมอร์ตา่ง
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ชนิดท่ีใช้ร่วมกนั  ฟิล์มเชิงประกอบอาจเป็นฟิล์มท่ีผลิตจากพอลิเมอร์ประเภทเดียวกนั (เช่น ฟิล์ม
โปรตีนเชิงประกอบของโปรตีนถัว่เหลืองและเจลาติน ฟิล์มพอลิแซกคาไรด์เชิงประกอบของสตาร์ช
ข้าวและไคโทซาน) หรือผลิตจากพอลิเมอร์ตา่งประเภทก็ได้ (เช่น ฟิล์มเชิงประกอบของสตาร์ชข้าว
และโปรตีนข้าว ฟิล์มเชิงประกอบของไคโทซานและเวย์โปรตีน)   

  Rhim และคณะ (1999) ศกึษาสมบตัิของฟิล์มเชิงประกอบจากโปรตีนถัว่เหลือง
สกัดและพรอพิลีนไกลคอลแอลจิเนต โดยแปรปริมาณพรอพิลีนไกลคอลแอลจิเนตเป็น 5 ระดบั 
ได้แก่ 5.0, 10.0, 15.0, 17.5 และ 20.0% โดยน า้หนกัของของแข็ง ผู้วิจยัรายงานว่าการเติม   
พรอพิลีนไกลคอลแอลจิเนตในช่วง 5.0-17.5% โดยน า้หนกัของของแข็ง ท าให้ฟิล์มท่ีได้มีค่า TS 
เพิ่มขึน้  ซึ่งเป็นผลเน่ืองมาจากการเกิดอนัตรกิริยาท่ีเพิ่มขึน้ระหว่างโปรตีนถัว่เหลืองและพรอพิลีน
ไกลคอลแอลจิเนต อยา่งไรก็ตามเม่ือเติมพรอพิลีนไกลคอลแอลจิเนตในปริมาณ 20% โดยน า้หนกั
ของของแข็ง มีผลให้ฟิล์มท่ีได้มีค่า TS ลดต ่าลง ซึ่งผู้ วิจัยเสนอว่าปริมาณพรอพิลีนไกลคอล      
แอลจิเนตท่ีมากเกินไปอาจขดัขวางการเกิดอนัตรกิริยาระหว่างหมู่ไฮดรอกซีของพรอพิลีนไกลคอล
แอลจิเนตกับหมู่อะมิโนของโปรตีน ส่วน EB พบว่ามีค่าลดต ่าลงเม่ือเติมพรอพิลีนไกลคอล       
แอลจิเนต ทัง้นีผู้้วิจยัเสนอวา่เน่ืองมาจากการเกิดอนัตรกิริยาท่ีเพิ่มขึน้ระหว่างโปรตีนและพรอพิลีน
ไกลคอลแอลจิเนตเชน่เดียวกนั 

  Cao, Fu และ He (2007) ศกึษาสมบตัิของฟิล์มเชิงประกอบจากโปรตีนถัว่เหลือง
สกดัและเจลาติน  โดยแปรอตัราส่วนของโปรตีนถัว่เหลืองสกดัตอ่เจลาตินเป็น 6 อตัราส่วน ได้แก่ 
10:0, 8:2, 6:4, 4:6, 2:8 และ 0:10 พบว่าเม่ืออตัราส่วนของเจลาตินเพิ่มขึน้ TS และ EB มีคา่
เพิ่มขึน้ ซึ่งผู้ วิจยัเสนอว่าเกิดจากอนัตรกิริยาระหว่างโปรตีนถั่วเหลืองสกัดและเจลาตินท่ีเพิ่มขึน้ 
โดยเกิดเป็นพนัธะไฮโดรเจนระหว่างหมู่อะมิโนของโปรตีนถั่วเหลืองสกัดและหมู่คาร์บอกซิลของ   
เจลาติน  นอกจากนีผู้้ วิจยัได้อธิบายเพิ่มเติมว่าการเกิดเป็นฟิล์มของเจลาตินเป็นผลเน่ืองมาจาก
อนัตรกิริยาไอออนิกระหวา่งหมูอ่ะมิโนอิสระและหมูค่าร์บอกซิลอิสระของกรดอะมิโน ร่วมกบัพนัธะ
ไฮโดรเจนระหว่างหมู่สายข้างของกรดอะมิโน ท าให้ฟิล์มเจลาตินมีสมบัติเชิงกลท่ีดีกว่าเม่ือ
เปรียบเทียบกบัฟิล์มโปรตีนโดยทัว่ไป 

 2.4.2 วิธีทางกายภาพ 

  การฉายรังสี (radiation) และการบม่ด้วยความร้อน (heat curing) เป็นวิธีทาง
กายภาพท่ีสามารถใช้เพ่ือปรับปรุงสมบตัทิางกายภาพของฟิล์มโปรตีนได้ 
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ส าหรับการใช้รังสีเพ่ือปรับปรุงสมบตัิเชิงกลของฟิล์มโปรตีน Fujimori (1965) 
เสนอวา่กรดอะมิโนท่ีมีสายข้างอะโรมาติก ได้แก่ ไทโรซีน และเฟนิลอะลานีน สามารถดดูกลืนรังสี 
เชน่ รังสีอลัตราไวโอเล็ต และรังสีแกมมา ซึง่สามารถเร่งให้เกิดอนัตรกิริยาเช่ือมข้ามของโปรตีนได้ 

Gennadios และคณะ (1998) ศึกษาผลของการฉายรังสีอัลตราไวโอเล็ตต่อ
สมบตัิของฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกัดโดยแปรปริมาณรังสีดดูกลืน (irradiation dosage) เป็น 6 
ระดบั ได้แก่ 13.0, 25.9, 38.9, 51.8, 77.8 และ 103.7 J/m2 พบว่าฟิล์มท่ีผ่านการฉายรังสีมีคา่ TS 
เฉล่ียเพิ่มขึน้เม่ือเทียบกบัฟิล์มควบคมุ ในขณะท่ี EB มีคา่ลดลง ผู้วิจยัอธิบายว่าการเช่ือมข้ามของ
โปรตีนท าให้ฟิล์มมีโครงสร้างฟิล์มท่ีแข็งแรงมากขึน้ แตมี่ความยืดหยุน่ลดลง 

Lee, Lee และ Song (2005) ศกึษาผลของการฉายรังสีแกมมาลงบนสารละลาย
ฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกัดต่อสมบตัิของฟิล์ม โดยแปรปริมาณรังสีดดูกลืนเป็น 4 ระดบั ได้แก่ 4, 
16, 32 และ 50 kGy จากการศึกษารูปแบบของแถบโปรตีนโดย sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) พบว่าการฉายรังสีแกมมาในปริมาณต ่า     
(4 kGy) มีผลให้พอลิเพปไทด์มีการแตกออก (dissociation) เล็กน้อย ในขณะท่ีการฉายรังสีใน
ปริมาณสงูกว่า 16 kGy ท าให้เกิดการเช่ือมข้ามของโปรตีน และส่งผลให้ TS ของฟิล์มมีคา่เพิ่มขึน้  
สว่น EB มีคา่ลดลงอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือให้ปริมาณรังสีดดูกลืนเทา่กบั 50 kGy 

ส าหรับการบ่มด้วยความร้อน อาจท าได้โดยการบ่มสารละลายฟิล์มหรือบ่ม
แผ่นฟิล์ม โดย Park และคณะ (2002) เสนอว่าการบ่มโปรตีนด้วยความร้อน โดยเฉพาะอย่างยิ่ง
โปรตีนท่ีมีกรดอะมิโนท่ีมีซลัเฟอร์เป็นองค์ประกอบ ได้แก่ ซิสเทอีน สามารถช่วยส่งเสริมให้เกิดการ
เช่ือมข้ามของโปรตีนได้ โดยก่อนหน้านี ้Jensen (1959) เสนอว่าการให้ความร้อนแก่โปรตีนใน
ภาวะท่ีเป็นดา่งชว่ยสง่เสริมการเกิดปฏิกิริยา thiol-disulfide exchange (รูปท่ี 2.1) ซึ่งสามารถเพิ่ม
การเช่ือมข้ามของโปรตีนด้วยพนัธะไดซลัไฟด์ 

Perez-Gago และ Krochta (2001) ศึกษาผลของการบ่มสารละลายฟิล์มด้วย
ความร้อนต่อสมบตัิเชิงกลของฟิล์มเวย์โปรตีน แปรอุณหภูมิการบ่มสารละลายเวย์โปรตีนสกัด 
(whey protein isolate) เป็น 4 ระดบั ได้แก่ 70, 80, 90 และ 100 oC และแปรระยะเวลาการบม่
เป็น 4 ระดบั ได้แก่ 5, 10, 15 และ 20 นาที พบวา่เม่ืออณุหภมูิและระยะเวลาในการบม่สารละลาย
ฟิล์มเพิ่มขึน้ ฟิล์มท่ีได้มีค่า TS, EB และยังก์มอดูลัสเพิ่มขึน้ ตวัอย่างเช่นฟิล์มท่ีผลิตโดยบ่ม
สารละลายฟิล์มท่ี 70 oC เป็นเวลา 5 นาที มีค่า TS, EB และยงัก์มอดลูสัเท่ากบั 3.4 MPa, 7% 
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และ 156 MPa ตามล าดบั ในขณะท่ีฟิล์มท่ีผลิตโดยบม่สารละลายฟิล์มท่ี 100 oC เป็นเวลา 5 นาที 
มีคา่ดงักล่าวเท่ากบั 8 MPa, 14% และ 342 MPa ตามล าดบั ผู้วิจยัอธิบายว่าสาเหตท่ีุฟิล์มท่ีผลิต
โดยการบม่สารละลายฟิล์มด้วยความร้อนในระดบัต ่ามีความแข็งแรงและความยืดหยุ่นต ่ากว่าเป็น
ผลเน่ืองมาจากอนัตรกิริยาท่ีเกิดขึน้ระหว่างโปรตีนเป็นอนัตรกิริยาชนิดท่ีมีพลงังานพนัธะต ่า เช่น 
พนัธะไฮโดรเจน ในขณะท่ีการบม่สารละลายฟิล์มด้วยความร้อนในระดบัท่ีสงูกว่าสามารถส่งเสริม
ให้เกิดพันธะไดซลัไฟด์ซึ่งเป็นพันธะโควาเลนต์และมีค่าพลงังานพันธะท่ีสูง ฟิล์มท่ีได้จึงมีความ
แข็งแรงเชิงกลท่ีสงูกวา่ 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.1 ปฏิกิริยา thiol-disulfide exchange ในโปรตีน (ท่ีมา: Jensen, 1959) 

Hernández-Muñoz, Villalobos และ Chiralt (2004a) ศึกษาผลของบ่ม
แผ่นฟิล์มไกลอะดินและกลเูตนินด้วยความร้อน โดยแปรอณุหภูมิการบ่มเป็น 6 ระดบั ได้แก่ 40, 
55, 70, 85, 95 และ 115 oC ระยะเวลาการบม่เท่ากบั 24 ชัว่โมง และรายงานว่าการบม่แผ่นฟิล์ม
ด้วยความร้อนท าให้ TS ของฟิล์มไกลอะดินและกลูเตนินเพิ่มสงูขึน้ ในกรณีของฟิล์มไกลอะดิน
พบว่า TS มีคา่เพิ่มขึน้อย่างรวดเร็วเม่ืออณุหภูมิเพิ่มขึน้ในช่วง 55-85 oC ส่วนฟิล์มกลเูตนินพบว่า 
TS มีคา่เพิ่มขึน้เม่ืออณุหภูมิเพิ่มขึน้ในช่วง 40-70 oC ส าหรับฟิล์มโปรตีนทัง้สองชนิดพบว่า EB มี
คา่ลดลงเม่ืออณุหภูมิการบม่เพิ่มขึน้ ผู้วิจยัเสนอว่าการเปล่ียนแปลงสมบตัิของฟิล์มท่ีเกิดขึน้นี เ้ป็น
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ผลมาจากการเกิดพนัธะไดซลัไฟด์เช่ือมข้ามในโครงสร้างของฟิล์มโปรตีนอนัเน่ืองมาจากความร้อน  
ซึ่งมีผลให้สายพอลิเมอร์เคล่ือนไหวได้ยากขึน้ ฟิล์มท่ีได้จึงมีความแข็งแรงมากขึน้ ในขณะท่ีความ
ยืดหยุน่มีคา่ลดลง 

 2.4.3 วิธีทางชีวเคมี (การใช้เอนไซม์) 

การใช้เอนไซม์ท่ีสามารถเร่งปฏิกิริยาการเกิดพันธะเช่ือมข้ามระหว่างโมเลกุล
โปรตีนเป็นอีกวิธีหนึ่งท่ีสามารถน ามาใช้เพ่ือปรับปรุงสมบัติของฟิล์มโปรตีน เอนไซม์ท่ีมีการ
น ามาใช้เพ่ือปรับปรุงสมบตัขิองฟิล์มโปรตีน ได้แก่ เพอร์ออกซิเดส และแทรนส์กลทูามิเนส 

เพอร์ออกซิเดส (EC 1.11.1.7) เร่งปฏิกิริยาท่ีเกิดกับโปรตีนในขณะท่ีมี
ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ โดยเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัของหน่วยย่อยไทโรซีนของสายเพปไทด์ เกิด
การรวมตวักนั (condensation) ของวงอะโรมาติก ได้เป็นไดเมอร์ ไตรเมอร์ หรือเตตระเมอร์ ขึน้อยู่
กับความยาวของสายเพปไทด์และต าแหน่งของไทโรซีนในล าดบัของกรดอะมิโน (amino acid 
sequence) (Michon และคณะ, 1997) 

Stuchell และ Krochta (1994) ศกึษาการใช้เพอร์ออกซิเดสจากฮอร์สแรดิชเพ่ือ
ปรับปรุงสมบตัิเชิงกลของฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกดั โดยเติมเพอร์ออกซิเดสในอตัราส่วนเอนไซม์
ตอ่โปรตีนเท่ากบั 1:1000 และเติมไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ 20 mM เพ่ือเป็นสบัสเตรทของเอนไซม์ 
พบว่าการเติมเพอร์ออกซิเดสท าให้ฟิล์มท่ีได้มีคา่ยงัก์มอดลูสัเพิ่มขึน้ ในขณะท่ี TS และ EB มีค่า
ลดลง ซึง่ผู้วิจยัอธิบายวา่แม้เพอร์ออกซิเดสจะช่วยเร่งการเช่ือมข้ามของโปรตีน แตก็่มีผลท าให้เกิด
การแตกสลาย (degradation) ของโปรตีนด้วย 

แทรนส์กลูทามิเนส (EC 2.3.2.13) เร่งปฏิกิริยาการย้ายหมู่เอซิลของแกมมา-  
คาร์บอกซีเอมีดของหน่วยย่อยกลูทามีนซึ่งท าหน้าท่ีเป็นตวัให้หมู่เอซิล (acyl donor) ไปยงัหมู ่   
อะมิโนปฐมภูมิหรือเอพซิลอน-อะมิโนของหน่วยย่อยไลซีนซึ่งท าหน้าท่ีเป็นตวัรับหมู่เอซิล (acyl 
donor) เกิดเป็นพนัธะโควาเลนต์เช่ือมข้ามระหวา่งหนว่ยย่อยทัง้สอง (Ha และ Iuchi, 2003) 

                          Tang และ Jiang (2007) ศึกษาผลของแทรนส์กลูทามิเนสต่อสมบตัิของฟิล์ม
โปรตีนต่างๆ ได้แก่ โปรตีนถั่วเหลืองสกัด โซเดียมเคซีเนต เวย์โปรตีนเข้มข้น (whey protein 
concentrate) เจลาติน กลูเต็น และโปรตีนถั่วลิสงสกัด (peanut protein isolate) โดยเติม         
แทรนส์กลทูามิเนสเข้มข้น 8 หนว่ย/ g โปรตีน พบว่าการเติมแทรนส์กลทูามิเนสท าให้ TS ของฟิล์ม
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โปรตีนทกุชนิด (ยกเว้นฟิล์มเวย์โปรตีนเข้มข้น) มีคา่เพิ่มขึน้อย่างมีนยัส าคญั (p≤0.05) โดยเพิ่มขึน้
ในช่วง 13-33% เม่ือเปรียบเทียบกับตัวอย่างฟิล์มโปรตีนชนิดเดียวกันท่ีไม่เติมเอนไซม์  จาก
การศกึษารูปแบบของแถบโปรตีนโดย SDS-PAGE พบวา่แถบโปรตีนท่ีมีน า้หนกัโมเลกลุต ่ามีความ
เข้มลดลงในตวัอย่างฟิล์มท่ีเติมเอนไซม์ ซึ่งเป็นผลจากการเช่ือมข้ามของโปรตีนโดยการท างาน
ของแทรนส์กลูทามิเนสเกิดเป็นโครงสร้างท่ีมีน า้หนกัโมเลกุลสูงขึน้ ส าหรับ EB พบว่าการเติม     
แทรนส์กลทูามิเนสท าให้ EB เพิ่มขึน้ในทุกตวัอย่างยกเว้นฟิล์มกลเูต็น ซึ่งผู้ วิจยัให้เหตผุลว่าอาจ
เน่ืองมาจากโครงสร้างตามธรรมชาตท่ีิตา่งกนัของโปรตีนแตล่ะชนิด 

2.4.4 วิธีทางเคมี 

  แต่เดิมสารเคมีท่ีนิยมน ามาใช้เพ่ือปรับปรุงสมบัติของฟิล์มโปรตีน ได้แก่         
แอลดีไฮด์ท่ีมีน า้หนกัโมเลกุลต ่า เช่น ฟอร์มาลดีไฮด์ กลูทาราลดีไฮด์ และไกลออกซลั เน่ืองจาก
แอลดีไฮด์สามารถเกิดปฏิกิริยากบัหมู่อะมิโนปฐมภูมิเกิดเป็นอนัตรกิริยาเช่ือมข้ามภายในโมเลกลุ
และระหวา่งโมเลกลุของโปรตีน (Marquié และคณะ, 1997) 

  Marquié (2001) ศึกษาการเช่ือมข้ามโปรตีนเมล็ดฝ้ายด้วยฟอร์มาลดีไฮด์        
กลูทาราลดีไฮด์ และไกลออกซัล รายงานว่าหน่วยย่อยกรดอะมิโนท่ีมีบทบาทในกลไกการเช่ือม
ข้ามโปรตีนโดยฟอร์มาลดีไฮด์ ได้แก่ ไลซีนและไทโรซีน โดยฟอร์มาลดีไฮด์อาจเช่ือมข้ามระหว่าง
หน่วยย่อยไลซีนและไทโรซีน (รูปท่ี 2.2ก) หรือระหว่างหน่วยย่อยไลซีนสองหน่วย (รูปท่ี 2.2ข) 
ส่วนกลูทาราลดีไฮด์เช่ือมข้ามระหว่างหน่วยย่อยไลซีนสองหน่วย (รูปท่ี 2.3) เช่นเดียวกันกับ     
ไกลออกซลัท่ีเช่ือมข้ามระหว่างหน่วยย่อยไลซีนสองหน่วย (รูปท่ี 2.4ก) ทัง้นีแ้ม้ว่าไกลออกซลัจะ
สามารถเกิดปฏิกิริยากบัหน่วยย่อยอาร์จินีนได้ แต่ไม่ท าให้เกิดการเช่ือมข้ามของโปรตีน เน่ืองจาก
ผลิตภณัฑ์ท่ีได้มีโครงสร้างเป็นแบบวง (cyclized product) (รูปท่ี 2.4ข) 

  Hernández-Muñoz, Villalobos และ Chiralt (2004b) ศึกษาผลของการใช้   
แอลดีไฮด์ต่อสมบตัิของฟิล์มกลูเตนิน แอลดีไฮด์ท่ีศึกษา ได้แก่ ฟอร์มาลดีไฮด์ กลูทาราลดีไฮด์ 
และไกลออกซลั แปรความเข้มข้นของแอลดีไฮด์เป็น 3 ระดบั ได้แก่ 2, 4 และ 8% โดยน า้หนกัของ
โปรตีน พบวา่ฟิล์มท่ีเติมแอลดีไฮด์มี TS สงูขึน้เม่ือเทียบกบัฟิล์มท่ีไม่เติมแอลดีไฮด์ โดยฟิล์มท่ีเติม
ฟอร์มาลดีไฮด์มี TS สงูสุด รองลงมาได้แก่ฟิล์มท่ีเติมกลทูาราลดีไฮด์และฟิล์มท่ีเติมไกลออกซลั  
สว่น EB ของฟิล์มท่ีเตมิแอลดีไฮด์มีคา่ลดลงเม่ือเทียบกบัฟิล์มท่ีไม่เตมิแอลดีไฮด์ 
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รูปท่ี 2.2 (ก) การเช่ือมข้ามระหว่างหน่วยย่อยไลซีนและไทโรซีนโดยฟอร์มาลดีไฮด์ และ (ข) การ
เช่ือมข้ามระหว่างหน่วยย่อยไลซีนสองหน่วยโดยฟอร์มาลดีไฮด์ (ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Marquié, 
2001) 

 

 

รูปท่ี 2.3 การเช่ือมข้ามระหวา่งหนว่ยยอ่ยไลซีนสองหน่วยโดยกลทูาราลดีไฮด์ (ท่ีมา: ดดัแปลงจาก 
Marquié, 2001; Migneault และคณะ, 2004) 
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รูปท่ี 2.4 (ก) การเช่ือมข้ามระหว่างหน่วยย่อยไลซีนสองหน่วยโดยไกลออกซัล ในขณะท่ี (ข)      
ไกลออกซลัสามารถเกิดปฏิกิริยากับหน่วยย่อยอาร์จินีน แตผ่ลิตภณัฑ์ท่ีได้มีโครงสร้างเป็นแบบวง
จงึไมท่ าให้เกิดการเช่ือมข้ามของโปรตีน (ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Marquié, 2001) 

 Carvalho และ Grosso (2004) ศกึษาผลของการเติมฟอร์มาลดีไฮด์ (8.8 mmol/
สารละลายฟิล์ม 100 ml) และไกลออกซลั (26.5 mmol/สารละลายฟิล์ม 100 ml) ตอ่สมบตัิเชิงกล
ของฟิล์มเจลาติน พบว่าการเติมฟอร์มาลดีไฮด์ช่วยปรับปรุง TS ของฟิล์มเจลาติน ในขณะท่ีการ
เติมไกลออกซัลไม่มีผลต่อ TS ของฟิล์ม โดยฟิล์มท่ีเติมฟอร์มาลดีไฮด์ ไกลออกซัล และฟิล์ม
ควบคมุท่ีไม่เติมแอลดีไฮด์มี TS เท่ากบั 23.10, 14.97 และ 15.12 MPa ตามล าดบั นอกจากนี ้
ผู้วิจยัยงัรายงานว่าการเติมฟอร์มาลดีไฮด์และไกลออกซลัไม่มีผลตอ่ EB ของฟิล์มเจลาตินอย่างมี
นยัส าคญั (p>0.05)   

 แม้ว่าแอลดีไฮด์จะมีประสิทธิภาพสูงในการเช่ือมข้ามโปรตีนและมีผลปรับปรุง
สมบัติเชิงกลของฟิล์มโปรตีน อย่างไรก็ตามมีรายงานท่ีเก่ียวกับความเป็นพิษและผลเสียต่อ
สุขภาพของแอลดีไฮด์ เช่น การมีบทบาทในการเป็นแฮพเทน (hapten)1 ความเส่ียงในการ
ก่อให้เกิดโรคมะเร็ง ความเส่ียงในการก่อให้เกิดโรคตับ ความเป็นพิษต่อทารกในครรภ์ 
(teratogenicity) ความเส่ียงในการก่อให้เกิดโรคเบาหวานและภาวะความดนัโลหิตสงู ความเส่ียง

                                            
1
 แฮพเทนคือสารท่ีตวัมันเองไม่สามารถชกัน าให้เกิดการตอบสนองแบบจ าเพาะแต่สามารถท า
ปฏิกิริยากบัแอนติบอดีและสามารถกระตุ้นให้เกิดการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกนัได้  ดงันัน้จึง
อาจมีความเก่ียวเน่ืองกบัโรคภูมิไวเกิน (allergenic hypersensitivity diseases) ภาวะภูมิแพ้ของ
ระบบทางเดินหายใจ (respiratory allergy) และภาวะการแพ้ยาชนิดอิดิโอซินเครติก 
(idiosyncratic drug reaction) 



11 
 
ในการก่อให้เกิดโรคความเส่ือมทางระบบประสาท (neurodegenerative diseases) และโรคท่ี
สัมพันธ์กับความชรา (aging-associated diseases) (O’Brien, Siraki และ Shangari, 

2005)  นกัวิจยัจึงหนัมาให้ความสนใจในการใช้สารเคมีอ่ืนท่ีมีความปลอดภยัมากกว่า (Cao และ
คณะ, 2007) 

 สารประกอบฟีนอลิกหลายชนิดพบได้ตามธรรมชาติ โดยเป็นเมแทบอไลท์    
ทตุิยภูมิในพืช (plant secondary metabolite) (Van Sumere, 1989) ส าหรับบทบาทในพืช
สารประกอบฟีนอลิกมีหน้าท่ีในกระบวนการเจริญเติบโต การสืบพนัธุ์ การป้องกันต้นพืชจากสตัว์
กินพืช (antifeedant) และการป้องกันโรค (antipathogen) นอกจากนีส้ารประกอบฟีนอลิกบาง
กลุ่มยงัมีบทบาทในด้านสีของพืช รวมทัง้มีบทบาทในการจ าแนกชนิดพืชของสิ่งมีชีวิตท่ีด ารงชีวิต
แบบซิมไบโอซิสกับพืชนัน้ๆ (Shahidi และ Naczk, 1995) ส่วนสารประกอบฟีนอลิกท่ีพบในสตัว์
เป็นผลมาจากการบริโภคอาหารท่ีมาจากพืช (Shahidi และ Naczk, 1995) สารประกอบฟีนอลิกมี
โครงสร้างทางเคมีท่ีประกอบด้วยวงอะโรมาติกซึ่งมีหมู่ไฮดรอกซีเป็นหมู่แทนท่ีตัง้แต่ 1 หมู่ขึน้ไป 
สารประกอบฟีนอลิกส่วนใหญ่ท่ีพบในพืชอยู่ในกลุ่มกรดฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์ ลิกแนน สทิลบีน    
คมูาริน และแทนนิน (Shahidi และ Naczk, 1995) 

  สารประกอบฟีนอลิกรวมทัง้ผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากปฏิกิริยาออกซิเดชันของ
สารประกอบฟีนอลิกสามารถเกิดอนัตรกิริยากบัโปรตีนได้ Loomis และ Battaile (1966) เสนอว่า
สารประกอบฟีนอลิกสามารถเกิดอันตรกิริยากับโปรตีนได้ 2 รูปแบบ คือ สารประกอบฟีนอลิก
สามารถเกิดพนัธะไฮโดรเจนกับโปรตีนโดยอันตรกิริยาท่ีเกิดขึน้เป็นชนิดผันกลับได้ (reversible 
complex formation) หรืออีกกลไกหนึ่งคือสารประกอบฟีนอลิกเม่ือถกูออกซิไดส์ไปเป็นควิโนน
สามารถจับกับโปรตีนโดยอันตรกิริยาท่ีเกิดขึน้เป็นชนิดผันกลับไม่ได้ (irreversible complex 
formation) ในเวลาต่อมา Asano, Shinagawa และ Hashimoto (1982) ศึกษาการเกิดตะกอน
ความขุ่น (haze) ในเบียร์และรายงานว่าอันตรกิริยาท่ีมีบทบาทส าคญัในการเกิดสารประกอบ
เชิงซ้อนของสารประกอบฟีนอลิกกับโปรตีน ได้แก่ พันธะไฮโดรเจนและอนัตรกิริยาไฮโดรโฟบิก 
อย่างไรก็ตาม Siebert, Troukhanova และ Lynn (1996) รายงานว่าพันธะไฮโดรเจนไม่ได้มี
บทบาทส าคัญมากเท่ากับอันตรกิริยาไฮโดรโฟบิกในการเกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนของ
สารประกอบฟีนอลิกกับโปรตีน  ในแง่ของผลิตภัณฑ์ท่ีไ ด้จากปฏิกิ ริยาออกซิ เดขันของ
สารประกอบฟีนอลิก Rutkowski และคณะ (1977) เสนอว่าผลิตภณัฑ์ของสารประกอบฟีนอลิกท่ี
ได้จากปฏิกิริยาออกซิเดชนัทัง้แบบอาศยัเอนไซม์และแบบไม่อาศยัเอนไซม์สามารถเกิดอนัตรกิริยา
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ได้ดีกับหมู่เอพซิลอน-อะมิโนของไลซีนและหมู่เมทิลไธโอ (CH3-S-) ของเมไธโอนีน การเกิดเป็น
สารประกอบเชิงซ้อนของสารประกอบฟีนอลิกและโปรตีนหรือเอนไซม์อาจไม่เป็นท่ีต้องการในเชิง
โภชนาการเน่ืองจากท าให้ร่างกายน าโปรตีนไปใช้งานไม่ได้หรือมีผลยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ 
(Shahidi และ Naczk, 1995) อย่างไรก็ตามบทบาทของสารประกอบฟีนอลิกในการเป็นสารเช่ือม
ข้ามโปรตีน (protein cross-linker) อาจน ามาใช้ประโยชน์ในการปรับปรุงความแข็งแรงของ
โครงสร้างโปรตีน เชน่ ฟิล์มหรือเจลโปรตีนได้ (Strauss และ Gibson, 2004) 

Rawel และคณะ (2002) ศึกษาการเกิดอนัตรกิริยาระหว่างกรดฟีนอลิก (กรด 
คลอโรเจนิก กรดแคเฟอิก และกรดแกลลิก) ฟลาโวน และฟลาโวนอยด์ (เอพิเจนิน เคมเฟอรอล   
เควอเซทิน และไมริเซทิน) กับไกลซินินและสารยบัยัง้ทริปซิน (trypsin inhibitor) ในถั่วเหลือง 
ติดตามการเกิดอันตรกิริยาโดยวิเคราะห์ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ ปริมาณไลซีน ปริมาณ          
ทริปโตแฟน และปริมาณหมู่ไธออล พบว่าสารประกอบฟีนอลิกแตล่ะชนิดสามารถเกิดอนัตรกิริยา
กับหมู่ต่างๆ ของโปรตีนได้แตกต่างกันไป แต่โดยรวมแล้วพบว่าเคมเฟอรอล เควอเซทิน และ       
ไมริเซทินสามารถเกิดอันตรกิริยากับโปรตีนถั่วเหลืองได้ดีท่ีสุด อย่างไรก็ตามในแง่บทบาทของ
สารประกอบฟีนอลิกในการท าหน้าท่ีเป็นสารเช่ือมข้ามโปรตีนถั่วเหลือง พบว่ากรดแคฟเฟอิกและ   
เควอเซทินท าให้เกิดการเช่ือมข้ามของโปรตีนถั่วเหลืองได้สูงสุด นอกจากนีผู้้ วิจัยได้เสนอว่า
สารประกอบฟีนอลิกท่ีมีสถานะออกซิเดชนัต่างกัน อาจมีความสามารถในการเช่ือมข้ามโปรตีนท่ี
ต่างกัน โดยความสามารถของสารประกอบฟีนอลิกหนึ่งๆ ท่ีจะถูกออกซิไดส์ไปเป็นควิโนนเป็น
ปัจจยัส าคญัท่ีสง่ผลตอ่ความสามารถของสารนัน้ในการเกิดปฏิกิริยากบัโปรตีน 

Strauss และ Gibson (2004) ศึกษาการใช้สารประกอบฟีนอลิกทัง้ท่ีเป็นสาร
บริสทุธ์ิ (รูทิน กรดแคฟเฟอิก และกรดเฟรูลิก) และสารสกดัฟีนอลิกจากพืช (น า้กาแฟและน า้องุ่น) 
ในการเช่ือมข้ามในระบบเจลของเจลาตินและโคอะเซอร์เวตของเจลาตินและเพกติน พบว่าเจล    
เจลาตินท่ีเติมสารประกอบฟีนอลิกมีความแข็งเกร็ง (rigidity) และความแน่นของโครงร่างตาข่าย
ของโมเลกลุพอลิเมอร์เพิ่มขึน้ ในขณะท่ีมีอตัราส่วนการพองตวั (swelling ratio) และปริมาณหมู ่
อะมิโนอิสระลดลง ในขณะท่ีโคอะเซอร์เวตของเจลาตินและเพกตินท่ีเติมสารประกอบฟีนอลิกมี
สมบตัิความไม่ชอบน า้และความเสถียรต่อความร้อนเพิ่มขึน้  ผู้ วิจยัได้แนะน าว่าสารสกัดจากพืช 
เช่น น า้กาแฟและน า้องุ่น มีสารประกอบฟีนอลิกในความเข้มข้นท่ีสูงพอจึงสามารถน ามาใช้
ประโยชน์ได้โดยตรงโดยไม่จ าเป็นต้องน ามาแยกสารให้บริสุทธ์ิ นอกจากนีผู้้ วิจยัได้อธิบายกลไก
การเช่ือมข้ามโปรตีนโดยสารประกอบฟีนอลิกดงัรูปท่ี 2.5 โดยสารประกอบฟีนอลิก (หมายเลข1 
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ในรูปท่ี 2.5) สามารถถูกออกซิไดส์ไปเป็นออร์โธ-ควิโนน ซึ่งปฏิกิริยาออกซิเดชันนีอ้าจเกิดจาก
เอนไซม์ในเนือ้เย่ือของพืชหรือโดยโมเลกลุออกซิเจน ออร์โธ-ควิโนนท่ีเกิดขึน้นีส้ามารถเกิดปฏิกิริยา
ไดเมอไรเซชันได้เป็นไดเมอร์ (หมายเลข 2 ในรูปท่ี 2.5) ซึ่งท าให้เกิดการรวมตัวกันของ
สารประกอบฟีนอลิกแต่ไม่เกิดการเช่ือมข้ามโปรตีนขึน้ หรือในอีกทางหนึ่งออร์โธ-ควิโนนอาจท า
ปฏิกิริยากบัโซ่ข้าง (side chain) ท่ีเป็นหมู่อะมิโนหรือซลัฟ์ไฮดริลของพอลิเพปไทด์ เกิดเป็นพนัธะ
โควาเลนต์ชนิด C-N หรือ C-S กบัวงฟีนอลิก ผลิตภณัฑ์ท่ีได้นีส้ามารถถกูออกซิไดส์ตอ่ไปและท า
ปฏิกิริยากับโซ่ข้างของพอลิเพปไทด์อีกสายหนึ่งท าให้เกิดการเช่ือมข้ามของสายพอลิเพปไทด์ 
(หมายเลข 3 ในรูปท่ี 2.5) อีกกลไกหนึ่งท่ีอาจเกิดขึน้คือควิโนนท่ีจบัอยู่กับพอลิเพปไทด์สายหนึ่ง
แล้วอาจเกิดไดเมอไรเซชนัและท าให้เกิดการเช่ือมข้ามพอลิเพปไทด์สองสายเข้าด้วยกนั (หมายเลข 
4 ในรูปท่ี 2.5) 

Ou และคณะ (2005) ศกึษาผลของการเติมกรดเฟรูลิกตอ่สมบตัิของฟิล์มโปรตีน
ถัว่เหลืองสกดั โดยแปรความเข้มข้นของกรดเฟรูลิกเป็น 4 ระดบั ได้แก่ 50,  100,  150 และ 200 
mg/สารละลายฟิล์ม 100 g พบว่าความเข้มข้นของกรดเฟรูลิกเท่ากับ 100 mg/สารละลายฟิล์ม 
100 g เป็นความเข้มข้นท่ีเหมาะสมซึง่ท าให้ฟิล์มมี TS และ EB สงู ในขณะท่ี WVP มีคา่ต ่า 

Nuthong, Benjakul และ Prodpan (2009) ศกึษาผลของกรดฟีนอลิกตอ่สมบตัิ
ของฟิล์มพลาสมาโปรตีนจากสกุร (porcine plasma protein) กรดฟีนอลิกท่ีศกึษามี 3 ชนิด ได้แก่ 
กรดแทนนิก กรดแคฟเฟอิก และกรดเฟรูลิก แปรความเข้มข้นของกรดฟีนอลิกเป็น 3 ระดบั ได้แก่ 
1, 2 และ 3% โดยน า้หนกัของโปรตีน พบว่าเม่ือเติมกรดแทนนิก กรดแคฟเฟอิก และกรดเฟรูลิก 
เข้มข้น 3% โดยน า้หนกัของโปรตีน ฟิล์มท่ีได้มี TS เพิ่มขึน้ 123.3, 194.3 และ 19.5% ตามล าดบั 
และ EB เพิ่มขึน้ 71.1, 86.3 และ 10.2% ตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบกบัฟิล์มท่ีไม่ได้เติมกรด       
ฟีนอลิก นอกจากนีผู้้วิจยัยงัศกึษาผลของการพ่นออกซิเจน (oxygenation) ลงในสารละลายฟิล์มท่ี
เตมิกรดแคฟเฟอิก 3% โดยน า้หนกัของโปรตีน โดยแปรระดบัการพ่นออกซิเจนเป็น 2 ระดบั คือ ไม่
พ่นออกซิเจนและพ่นออกซิเจนลงในสารละลายฟิล์มเป็นเวลา 30 นาที พบว่าฟิล์มท่ีผลิตโดยพ่น
ออกซิเจนลงในสารละลายฟิล์มมี TS เพิ่มขึน้ ในขณะท่ี EB มีคา่ลดลง ตวัอย่างเช่นสารละลาย
ฟิล์มท่ีมีคา่ความเป็นกรดด่างเท่ากับ 10 ซึ่งไม่พ่นและพ่นออกซิเจนมี TS เท่ากบั 3.52 และ 3.71 
MPa ตามล าดบั และมี EB เท่ากบั 126.39 และ 93.27% ตามล าดบั ซึ่งผู้วิจยัอธิบายว่าภาวะท่ี
เป็นดา่งท าให้โมเลกลุโปรตีนเกิดการคลายตวั (unfolding) และมีหมู่หน้าท่ีท่ีสามารถเกิดการเช่ือม
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ข้ามปรากฏออกมามากขึน้ ในขณะท่ีการพ่นออกซิเจนส่งผลให้กรดแคฟเฟอิกบางส่วนถูก        
ออกซิไดส์ไปเป็นควิโนนซึง่เป็นสารเช่ือมข้ามโปรตีนท่ีมีประสิทธิภาพ 

 

รูปท่ี 2.5 ปฏิกิริยาของกรดฟีนอลิกกบัโซข้่างท่ีเป็นหมู่อะมิโนของพอลิเพปไทด์ (ท่ีมา: Strauss และ 
Gibson, 2004) 

นอกจากในระบบของฟิล์มแล้ว ยงัมีการน าสารประกอบฟีนอลิกมาใช้เพ่ือปรับปรุง
สมบัติของระบบอ่ืนท่ีเก่ียวเน่ืองกับระดับการเช่ือมข้ามของโปรตีน ตวัอย่างเช่น Balange และ 
Benjakul (2009) ศึกษาผลของสารประกอบฟีนอลิกท่ีถูกออกซิไดส์  (oxidized phenolic 
compound) ตอ่สมบตัิของเจลซูริมิปลาตาหวาน (Priacanthus tayenus) สารประกอบฟีนอลิกท่ี
ใช้ในการศึกษามี 4 ชนิด ได้แก่ กรดเฟรูลิก กรดแทนนิก คาเทชิน และกรดแคฟเฟอิก ส าหรับ
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สารประกอบฟีนอลิกท่ีถกูออกซิไดส์เตรียมโดยเตรียมสารละลายของสารประกอบฟีนอลิกเข้มข้น 
1% แล้วน าไปพ่นออกซิเจนเป็นเวลา 1 ชัว่โมงท่ีอณุหภูมิ 40 oC ในการศกึษานีแ้ปรความเข้มข้น
ของสารประกอบฟีนอลิกท่ีถกูออกซิไดส์ท่ีเติมลงในซูริมิเป็น 6 ระดบั ได้แก่ 0, 0.05, 0.10, 0.15, 
0.20 และ 0.25% โดยน า้หนกัของโปรตีน พบว่าการเติมกรดเฟรูลิกท่ีถกูออกซิไดส์เข้มข้น 0.20% 
กรดแทนนิกท่ีถูกออกซิไดส์เข้มข้น 0.05% กรดแคฟเฟอิกท่ีถูกออกซิไดส์เข้มข้น 0.15% หรือ       
คาเทชินท่ีถกูออกซิไดส์เข้มข้น 0.05% มีผลให้คา่แรงเจาะทะล ุ(breaking force) และระยะทาง
ก่อนเจาะทะล ุ(deformation) ของเจลซูริมิเพิ่มขึน้อย่างมีนยัส าคญั (p≤0.05) เม่ือเปรียบเทียบกบั
เจลซูริมิท่ีไมเ่ตมิสารประกอบฟีนอลิกท่ีถกูออกซิไดส์  

Yan และคณะ (2011) ศึกษาผลของการเติมกรดแกลลิกและรูทินต่อสมบตัิของ
เจลเจลาตินจากหนงัปลาวอลอายพอลล็อก (Theragra chalcogramma) โดยแปรความเข้มข้น
ของกรดแกลลิกเป็น 4 ระดบั ได้แก่ 10, 20, 30 และ 40 mg/g เจลาติน และแปรความเข้มข้นของ  
รูทินเป็น 4 ระดบั ได้แก่ 2, 4, 6 และ 8 mg/g เจลาติน พบว่าเม่ือความเข้มข้นของกรดแกลลิก
เพิ่มขึน้ความแข็งแรงของเจล (gel strength) มีค่าเพิ่มสงูขึน้จนถึงความเข้มข้นของกรดแกลลิก
เท่ากบั 20 mg/g เจลาติน แตท่ี่ความเข้มข้นของกรดแกลลิกสงูกว่า 20 mg/g เจลาติน ความ
แข็งแรงของเจลมีค่าลดต ่าลง ส าหรับรูทินพบว่าความแข็งแรงของเจลมีค่าเพิ่มสูงขึน้เม่ือความ
เข้มข้นของรูทินเพิ่มขึน้ โดยท่ีความเข้มข้นของรูทินเท่ากับ 8 mg/g เจลาติน เจลท่ีได้มีค่าความ
แข็งแรงสงูสดุ 

2.5 ใบหม่อน 

จากข้อมลูการปลกูหม่อน (Morus alba L.) ปี พ. ศ. 2551/2552 ประเทศไทยมีพืน้ท่ีปลกู
หม่อน 106,106 ไร่ (กรมหม่อนไหม, 2554) การปลูกหม่อนในไทยมีวัตถุประสงค์เพ่ือการเลีย้ง
หนอนไหมเป็นหลกั การน าสว่นของต้นหมอ่นมาบริโภคในแง่การเป็นอาหารมนษุย์ยงัมีอยู่คอ่นข้าง
จ ากดั อยา่งไรก็ตามในวฒันธรรมอ่ืนๆ ได้มีการน าผลและใบหม่อนมาใช้ในเชิงอาหารและเภสชั ซึ่ง
มีรายงานวา่ผลและใบหมอ่นประกอบด้วยสารประกอบฟีนอลิกชนิดตา่งๆ ท่ีมีฤทธ์ิต้านออกซิเดชนั
และต้านการก่อมะเร็ง  

Katsube และคณะ (2009) วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกในใบหม่อนท่ีท าแห้ง
แบบแช่เยือกแข็งโดยใช้เอทานอลเข้มข้น 60% เป็นตวัสกัด พบว่าสารประกอบฟีนอลิกท่ีพบใน
ปริมาณสูงในตวัอย่างใบหม่อน ได้แก่ กรดคลอโรเจนิก (988 mg/100 g โดยน า้หนักแห้ง)           
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เควอเซทิน 3-(6-มาโลนิลกลโูคไซด์) (538 mg/100 g โดยน า้หนกัแห้ง) รูทิน (331 mg/100 g โดย
น า้หนักแห้ง) เคมเฟอรอล 3-(6-มาโลนิลกลูโคไซด์) (192 mg/100 g โดยน า้หนักแห้ง)                
ไอโซเควอเซทิน (90 mg/100 g โดยน า้หนกัแห้ง) และแอสทรากาลิน (43 mg/100 g โดยน า้หนกั
แห้ง) นอกจากนีผู้้ วิจัยยังรายงานว่าใบหม่อนท่ีอบแห้งด้วยลมร้อนท่ีอุณหภูมิไม่เกิน 60 oC มี
ปริมาณของสารประกอบฟีนอลิกใกล้เคียงกบัใบหมอ่นท่ีท าแห้งแบบแชเ่ยือกแข็ง 

Wanyo และคณะ (2009) รายงานว่าสารประกอบฟีนอลิกหลกัในชาใบหม่อน ได้แก่ กรด
พารา-คูมาริก นอกจากนีย้ังมีสารประกอบฟีนอลิกอ่ืนๆ ได้แก่ กรดเบนโซอิก คาเทชิน กรด       
คลอโรเจนิก กรดวานิลลิก กรดไซรินจิก กรดซินาปิก กรดโพรโตคาเทชอิูก กรดเฟรูลิก กรดแกลลิก 
และกรดแคฟเฟอิก 

Naowaratwattana และคณะ (2010) รายงานว่ารูทิน ไอโซเควอเซทิน อนพุนัธ์ชนิดตา่งๆ 
ของเคมเฟอรอล และเควอเซทินไกลโคไซด์ เป็นสารหลกัท่ีได้จากการสกดัใบหม่อนด้วยเมทานอล
หรือบิวทานอล ส่วนการสกัดใบหม่อนด้วยน า้ร้อนได้กรดคลอโรเจนิกและอนุพันธ์ของกรด        
แคฟฟีโอลิลควินิกเป็นสารประกอบฟีนอลิกหลกั 
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บทที่  3 

อุปกรณ์และวิธีด าเนินงานวิจัย 

3.1 วัตถุดบิและสารเคมี  

โปรตีนถัว่เหลืองสกดั (บริษัท ไมท์ตี ้อินเตอร์เนชัน่แนล จ ากดั, กรุงเทพฯ) (ภาคผนวก ก.1) 
ใบหม่ อนสด   (ศูน ย์ หม่ อน ไหม เ ฉลิ มพ ระ เ กี ย รติ สม เ ด็ จพ ร ะนา ง เ จ้ า สิ ริ กิ ติ ์

พระบรมราชินีนาถ, นา่น) 
Acrylamide gel, 40% solution, AR grade (Pharmacia, Uppsala, Sweden) 
Ammonium persulfate, AR grade (USB Corporation, Cleveland, OH) 
Bromophenol blue, AR grade (USB Corporation, Cleveland, OH) 
Coomassie blue R-250, AR grade (Fluka, Buchs, Switzerland) 
Ethanol, 95%, AR grade (Carlo Erba Reagenti, Rodano, Italy) 
Folin-Ciocalteu’s phenol reagent, AR grade (Carlo Erba Reagenti, Rodano, Italy) 
Gallic acid, AR grade (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
Glycerol (Ajax Finechem, New South Wales, Australia) 
Glycine, AR grade (USB Corporation, Cleveland, OH) 
2-mercaptoethanol, AR grade (Loba Chemie, Mumbai, India) 
N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine (TEMED), AR grade (USB Corporation, 

Cleveland, OH)         
 Sodium carbonate, anhydrous, AR grade (Univar, Seven Hills, Australia) 
 Sodium dodecyl sulfate (SDS), AR grade (USB Corporation, Cleveland, OH) 
 Tris-(hydroxymethyl)-methylamine, AR grade (Fisher Scientific, Leicestershire, 

UK)   

3.2 อุปกรณ์ 

Color meter system, Chroma meter CR-400 series (Konica Minolta Sensing, 
Osaka, Japan)  
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Contact angle measuring instrument, model OCA15EC (DataPhysics 
Instruments, Filderstadt, Germany) 

Food blender, model EM-11 (Thai City Electric, Bangkok, Thailand) 
Freeze dryer, model SuperModulyo-230 (Thermo Scientific, Asheville, NC) 
Gel electrophoresis system, model miniVE (Hoefer, Holliston, MA)  
Homogenizer, model X10/25 (Ystral, Ballrechten-Dottingen, Germany) 
Laboratory hot air oven, model 600 (Memmert, Schwabach, Germany) 
Laboratory hot air oven, Beschickung-Loading, model 300 (Memmert, 

Schwabach, Germany) 
Laboratory shaker (New Brunswick Scientific, Edison, NJ) 
Scanning electron microscope, model JSM-5410LV (JEOL, Tokyo, Japan) 
Shaking water bath, model SW23 (JulaboLabortechnik, Seelbach, Germany) 
Ultrasonic bath, UltrasonikTM, model 136H (Fisher Scientific, Schwerte, Germany) 
Universal materials testing machine, Instron®, model 5565 (Instron, Norwood, 

MA) 
UV/Vis spectrophotometer, model V-530 (Jasco, Easton, MD) 

3.3 ขัน้ตอนและวิธีด าเนินงานวิจัย 

3.3.1 การเตรียมสารสกัดจากใบหม่อนท่ีออกซิไดส์ที่ระดับแตกต่างกัน 

วตัถุดิบใบหม่อนสดได้รับความอนุเคราะห์จากศูนย์หม่อนไหมเฉลิมพระเกียรติ
สมเด็จพระนางเจ้าสิริกิติ์ พระบรมราชินีนาถ จังหวัดน่าน เม่ือเก็บจากต้นแล้วบรรจุลงกล่อง
กระดาษลกูฟกูและขนสง่มายงัห้องปฏิบตักิารภายในวนัท่ีเก็บเพ่ือน ามาเตรียมสารสกดั 

เตรียมสารสกดัจากใบหม่อนโดยดดัแปลงจากวิธีของ Naczk และคณะ (2011) 
โดยในงานวิจยันีไ้ด้แปรระดบัออกซิเดชนัของสารสกดัจากใบหม่อนเป็น 3 ระดบั ได้แก่ สารสกดัท่ี
ไม่ออกซิไดส์ (unoxidized extract, UNOX) สารสกดัท่ีออกซิไดส์ในระดบัต ่า (mildly-oxidized 
extract, MILD-OX) และสารสกดัท่ีออกซิไดส์ในระดบัสงู (highly-oxidized extract, HIGH-OX) 
ขัน้ตอนการเตรียมสารสกดัแสดงดงัรูปท่ี 3.1 
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รูปท่ี 3.1 ขัน้ตอนการเตรียมสารสกดัจากใบหมอ่นท่ีออกซิไดส์ท่ีระดบัแตกตา่งกนั 

ส าหรับสารสกดั UNOX เตรียมจากใบหมอ่นสดท่ีน าไปให้ความร้อนโดยใช้ไอน า้ท่ี
อณุหภูมิ 100 oC เป็นเวลา 5 นาที น าใบหม่อนท่ีผ่านการให้ความร้อนแล้วมาสกดัโดยใช้น า้กลัน่ท่ี
อณุหภมูิห้อง (25 oC) ใช้อตัราสว่นของใบหมอ่นตอ่น า้เทา่กบั 1:3 โดยน า้หนกั บดผสมใบหม่อนกบั
น า้กลัน่โดยใช้เคร่ืองบดผสมอาหาร (Sharp, รุ่น EM-11, กรุงไทยการไฟฟ้า, กรุงเทพฯ) เป็นเวลา 1 
นาที น าสิ่งท่ีได้มากรองผ่านผ้าขาวบาง และน าสารสกดัน า้ (water extract) ท่ีได้มาท าแห้งโดยใช้
เคร่ืองท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (รุ่น SuperModulyo-230, Thermo Scientific, Asheville, NC) 
บรรจุผงสารสกัดท่ีได้แบบสุญญากาศพร้อมกับซองบรรจุสารดูดความชืน้และซองบรรจุสารดูด
ออกซิเจนลงในถุงอลูมินมัฟอล์ยลาเมิเนต ปิดผนึกด้วยความร้อน เก็บรักษาไว้ท่ีอุณหภูมิ -18 oC 
เพ่ือน ามาศกึษาตอ่ไป 

ใบหมอ่นสด 

กรอง 

สกดัด้วยน า้กลัน่ 
(ใบหมอ่น:น า้ = 1:3) 

ให้ความร้อนด้วย 
ไอน า้100 oC, 5 นาที 

พน่อากาศ 60 นาท ี

ท าแห้งแบบแช่เยือกแขง็ 

ผงสารสกัด UNOX 

สารสกดัน า้ 

ใบหมอ่นสด ใบหมอ่นสด 

สกดัด้วยน า้กลัน่ 
(ใบหมอ่น:น า้ = 1:3) 

สกดัด้วยน า้กลัน่ 
(ใบหมอ่น:น า้ = 1:3) 

กรอง กรอง 

สารสกดัน า้ สารสกดัน า้ 

ท าแห้งแบบแช่เยือกแขง็ ท าแห้งแบบแช่เยือกแขง็ 

ผงสารสกัด MILD-OX ผงสารสกัด HIGH-OX 
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ส าหรับสารสกดั MILD-OX เตรียมจากใบหม่อนสดท่ีไม่ผ่านการให้ความร้อน โดย
ใช้ขัน้ตอนการสกัด การท าแห้ง การบรรจ ุและการเก็บรักษาเช่นเดียวกับสารสกัด UNOX ตามท่ี
กลา่วด้านบน 

ส าหรับสารสกัด HIGH-OX เตรียมจากใบหม่อนสด โดยใช้ขัน้ตอนการสกัด 
เช่นเดียวกบัสารสกดั MILD-OX ตามท่ีกล่าวด้านบน เม่ือได้สารสกดัน า้จากใบหม่อนสดแล้ว น า
สารสกดัน า้ท่ีได้มาพน่อากาศท่ีอณุหภูมิห้อง (25 oC) เป็นเวลา 60 นาที จากนัน้จึงน าสารสกดัท่ีได้
ไปท าแห้ง บรรจ ุและเก็บรักษาเชน่เดียวกบัสารสกดั UNOX และ MILD-OX ตามท่ีกลา่วด้านบน 

       น าผงสารสกัดทัง้ 3 ตวัอย่างมาวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทัง้หมด 
(total phenolic content) ด้วยวิธี Folin-Ciocalteu ตามวิธีของ Waterhouse (2005) โดยชัง่
ตวัอย่างผงสารสกดั 0.25 g ละลายในน า้กลัน่ 50 ml น าสารละลายตวัอย่าง 100 µl ผสมกับน า้
กลัน่ 7 ml จากนัน้เติม Folin-Ciocalteu reagent ปริมาตร 500 µl ผสมให้เข้ากัน ตัง้ทิง้ไว้ท่ี
อณุหภูมิห้อง (25 oC) เป็นเวลา 8 นาที และเติมสารละลาย sodium carbonate ปริมาตร 1500 µl 
ปรับปริมาตรสารละลายให้เป็น 10 ml ด้วยน า้กลัน่ ผสมให้เข้ากนั ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภูมิห้อง (25 oC) 
ในท่ีมืดเป็นเวลา  2  ชัว่โมง  วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 765 nm ใช้กรดแกลลิกในการ
เตรียมกราฟเทียบมาตรฐาน รายงานปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทัง้หมดในรูป mg gallic acid 
equivalent/g โดยน า้หนกัแห้ง 

3.3.2 การศึกษาผลของความเข้มข้นและระดับออกซิเดชันที่แตกต่างกันของสาร
สกัดจากใบหม่อนต่อสมบัตขิองฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกัด 

  การศึกษาในขัน้ตอนนีแ้ปรระดับออกซิเดชันของสารสกัดจากใบหม่อนเป็น 3 
ระดบั ได้แก่ UNOX, MILD-OX และ HIGH-OX และแปรความเข้มข้นของสารสกดัเป็น 3 ระดบั 
ได้แก่ 2, 5 และ 10% โดยน า้หนกัของโปรตีนถัว่เหลืองสกดั 

เตรียมฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกัดโดยดัดแปลงจากวิธีของ Jiang และคณะ 
(2007) เตรียมสารละลายฟิล์มของโปรตีนถั่วเหลืองสกัดเข้มข้น  5% โดยน า้หนกั ปริมาณของ
วตัถดุบิท่ีใช้ในการเตรียมตวัอยา่งฟิล์มโปรตีนถัว่เหลืองสกดัแสดงดงัตารางท่ี 3.1 
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ตารางท่ี 3.1 ปริมาณวตัถดุบิ (g) ท่ีใช้ในการเตรียมสารละลายฟิล์ม 100 g 
วตัถดุบิ ความเข้มข้นของสารสกดัในตวัอย่าง

ฟิล์ม (% โดยน า้หนกัของโปรตีนถั่ว
เหลืองสกดั) 

หมายเหต ุ

2 5 10 
ส่วนของสารละลายโปรตีน     

โปรตีนถัว่เหลืองสกดั 5.0 5.0 5.0  

สารละลายบฟัเฟอร์ Tris-HCl* 80 80 80 ใช้เพ่ือละลายโปรตีน
ถัว่เหลืองสกดั 

กลีเซอรอล 2.75 2.75 2.75 เ ท่ า กั บ  55%  โ ด ย
น า้หนักของโปรตีนถั่ว
เหลืองสกดั 

ส่วนของสารละลายผงสารสกดั     
ผงสารสกดั 0.10 0.25 0.50  
สารละลายบฟัเฟอร์ Tris-HCl* 12.15 12.00 11.75 ใช้เพ่ือละลายผงสาร

สกดั 
*ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ คา่ความเป็นกรดดา่ง 8.0 

ส าหรับการเตรียมตวัอย่างฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกัด (รูปท่ี 3.2) ขัน้ตอนแรก
เตรียมสารละลายโปรตีนโดยน าโปรตีนถั่วเหลืองสกัดมาละลายในสารละลายบฟัเฟอร์ Tris-HCl 
เข้มข้น 0.05 โมลาร์ (คา่ความเป็นกรดดา่งเท่ากบั 8.0) ท่ีอณุหภูมิห้อง (25 oC) เติมกลีเซอรอล น า
สารละลายมาโฮโมจีไนส์โดยใช้ Ystral homogenizer (รุ่น X10/25, Ballrechten-Dottingen, 
Germany) แล้วน าไปให้ความร้อนในอ่างน า้ควบคมุอุณหภูมิ (รุ่น SW23, JulaboLabortechnik, 
Seelbach, Germany) ท่ี 70 oC เป็นเวลา 30 นาที จากนัน้เตรียมสารละลายของผงสารสกดั โดย
น าผงสารสกัดจากใบหม่อนท่ีเตรียมในข้อ 3.3.1 มาละลายในสารละลายบัฟเฟอร์ Tris-HCl 
เข้มข้น 0.05 โมลาร์ (ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 8.0) ท่ีอุณหภูมิห้อง (25 oC) แล้วเติมลงใน
สารละลายโปรตีน น าสารละลายฟิล์มท่ีได้มาโฮโมจีไนส์อีกครัง้ด้วย Ystral homogenizer (รุ่น 
X10/25, Ballrechten-Dottingen, Germany)  แล้วก าจดัฟองอากาศโดยใช้อ่างอลัตราโซนิก (รุ่น 
136H, Fisher Scientific, Schwerte, Germany)  
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ส าหรับการขึน้รูปฟิล์ม ปิเป็ตสารละลายฟิล์มปริมาตร 45 ml บรรจลุงในแม่พิมพ์
อะคริลิกรูปทรงส่ีเหล่ียมจตรัุสขนาด 15 mm × 15 mm ตัง้ทิง้ไว้ให้แห้งบนพืน้ระนาบท่ีอณุหภูมิ 
25 oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ลอกแผ่นฟิล์มออกและน าไปเก็บรักษาท่ีอณุหภูมิคงท่ี 25 oC 
และความชืน้สัมพัทธ์คงท่ี 50% เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ก่อนน ามาวิเคราะห์สมบตัิดงัต่อไปนี ้
เปรียบเทียบกบัตวัอยา่งควบคมุท่ีไมเ่ตมิสารสกดั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 3.2 ขัน้ตอนการเตรียมตวัอยา่งฟิล์มโปรตีนถัว่เหลืองสกดั 

ละลายโปรตีนถัว่เหลอืงสกดัในสารละลายบฟัเฟอร์ Tris-HCl 
เข้มข้น 0.05 โมลาร์ (คา่ความเป็นกรดดา่ง 8.0) 

เติมกลเีซอรอล 

โฮโมจีไนส์ 

ให้ความร้อนท่ี 70 oC, 30 นาที 

โฮโมจีไนส์ 

ละลายผงสารสกดั ใน
สารละลายบฟัเฟอร์ 

Tris-HCl เข้มข้น 0.05 โมลาร์ 
(คา่ความเป็นกรดดา่ง 8.0) 

ปิเป็ตสารละลายฟิล์ม 45 ml บรรจลุงในแมพ่ิมพ์ 
ขนาด 15 mm × 15 mm 

ก าจดัฟองอากาศ 

ท าให้แห้งที่ 25 oC, 24 ชัว่โมง 

ฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกัด 

เติมสารละลายของผงสารสกดั 
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3.3.2.1 ความหนา 

ตดัตวัอย่างฟิล์มเป็นรูปทรงส่ีเหล่ียมผืนผ้าขนาด 30 mm × 150 mm วดั
ความหนาของฟิล์มโดยใช้ไมโครมิเตอร์ (รุ่น 7301, Mitutoyo, Tokyo, Japan) วดัความหนาชิน้ละ 
15 จดุนบัเป็น 1 ซ า้ 

3.3.2.2 สมบัตเิชิงกล 

 วิเคราะห์สมบตัิเชิงกลด้านแรงดงึ (tensile test) โดยใช้เคร่ือง Instron® 
universal materials testing machine (รุ่น 5565, Instron, Norwood, MA) ซึ่งติดตัง้ด้วย load 
cell ขนาด 5 kg ใช้หวัวดั pneumatic side-action grips ซึ่งมีลกัษณะเป็นส่วนยึดจบั 2 ชิน้ติดตัง้
ในต าแหน่งตรงกนัในแนวตัง้ ตดัตวัอย่างฟิล์มให้มีขนาด 30 mm × 100 mm ติดตัง้ลงบนส่วนยึด
จบัทัง้สองด้าน ก าหนดระยะห่างของส่วนยึดจบัเท่ากบั 50 mm ดงึตวัอย่างฟิล์มด้วยความเร็ว 5.0 
mm/วินาทีจนกระทัง่ขาดออกจากกัน ได้ผลการวดัในรูปของแรงท่ีใช้ในการดึงชิน้ตวัอย่างให้ขาด
ออกจากกนั (หน่วยเป็น g force) และระยะทางท่ีสามารถดงึชิน้ตวัอย่างให้ยืดออกไปได้มากท่ีสดุ
ก่อนท่ีจะขาดออกจากกัน (หน่วยเป็น mm) ค านวณ TS และ EB โดยใช้สตูรท่ี 3.1 และ 3.2 
ตามล าดบั วดัตวัอยา่งละ 6  ชิน้ นบัเป็น 1 ซ า้ 

(m)ตัวอยา่งความหนาของ(m)องตัวอยา่งความกว้างข

100.009807force)(gดอยา่งให้ขานการดึงตัวแรงทีใ่ช้ใ
(MPa)TS

-6




          (3.1) 

100×
(mm)างมของตวัอย่ความยาวเดิ
(mm) งของตวัอยา่ระยะการยดื

=(%)EB                        (3.2) 

3.3.2.3 รูปแบบของแถบโปรตีน (protein pattern) ของตัวอย่างฟิล์ม 

  วิเคราะห์รูปแบบของแถบโปรตีนโดยใช้วิธี SDS-PAGE ศกึษาในตวัอย่าง
ฟิล์มควบคมุท่ีไมเ่ตมิสารสกดัและตวัอยา่งฟิล์มท่ีเตมิสารสกดั 

การเตรียมตัวอย่าง  

เตรียมตัวอย่างส าหรับวิเคราะห์รูปแบบของแถบโปรตีนโดย
ดดัแปลงจากวิธีของ Tang และ Jiang (2007) ตดัชิน้ตวัอย่างฟิล์มให้ละเอียด จากนัน้ชัง่ตวัอย่าง
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ฟิล์ม 0.3 g ใส่ลงในสารละลายบฟัเฟอร์2 ปริมาตร 4 ml ซึ่งบรรจุอยู่ใน Eppendorf tube ผสมให้
เข้ากนัและตัง้ทิง้ไว้เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้น าไปให้ความร้อนท่ีอณุหภูมิ 100 oC เป็นเวลา 3 
นาที ทิง้ไว้ให้เย็น แล้วน าไปเหว่ียงแยกท่ี 10,000×g เป็นเวลา 15 นาที ท่ีอณุหภูมิ 25 oC เก็บส่วน
ใส (supernatant) เพ่ือใช้ส าหรับวิเคราะห์รูปแบบของแถบโปรตีนตอ่ไป 

การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน 

เตรียมตวัอยา่งเชน่เดียวกบัการเตรียมตวัอย่างส าหรับวิเคราะห์
รูปแบบของแถบโปรตีนดงัรายละเอียดด้านบน หากแตส่ารละลายบฟัเฟอร์3 ท่ีใช้ไม่มีส่วนประกอบ
ของ bromophenol blue 

  วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนโดยวิธี modified Lowry โดยดดัแปลง
จากวิธีของ Peterson (1983) ในขัน้แรกเตรียมกราฟเทียบมาตรฐานส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณ
โปรตีนโดยใช้สารละลายโปรตีนมาตรฐานซีรัมอลับมูินจากววั (bovine serum albumin, BSA) ชัง่ 
BSA ปริมาณ 10 mg ละลายในน า้กลัน่แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 10 ml ปิเป็ตสารละลาย BSA 
ปริมาตรตา่งๆ ผสมกบัน า้กลัน่แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 1 ml โดยให้มีความเข้มข้นของ BSA อยู่
ในชว่ง 5-100 µg/ml เตมิสารละลาย sodium deoxycholate เข้มข้น 0.15% ปริมาตร 0.1 ml ผสม
ให้เข้ากัน ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอุณหภูมิ 25 oC เป็นเวลา 10 นาที เติมสารละลาย tricholoroacetic acid 
เข้มข้น 72% ปริมาตร 0.1 ml ผสมให้เข้ากนั แล้วน าไปเหว่ียงแยกท่ี 10,000×g เป็นเวลา 15 นาที 
ก าจดัส่วนใส น าส่วนตะกอนท่ีได้มาเติม Reagent A4 ปริมาตร 1 ml ผสมให้เข้ากัน ตัง้ทิง้ไว้ท่ี

                                            
2
 สารละลายบฟัเฟอร์ประกอบด้วย Tris-HCl เข้มข้น 0.5 โมลาร์, SDS เข้มข้น 10%,                   

2-mercaptoethanol เข้มข้น 3.1%, glycerol เข้มข้น 20% และ bromophenol blue เข้มข้น 1% 

3
 สารละลายบฟัเฟอร์ประกอบด้วย Tris-HCl เข้มข้น 0.5 โมลาร์, SDS เข้มข้น 10%,                   

2-mercaptoethanol เข้มข้น 3.1% และ glycerol เข้มข้น 20% 

4
 Reagent A ประกอบด้วยสารละลาย 2 ส่วนผสมกันในอตัราส่วน 1:1 โดยสารละลายส่วนแรก
ประกอบด้วย sodium deoxycholate เข้มข้น 0.8 นอร์มลั และ SDS เข้มข้น 10% และสารละลาย
ส่วนท่ีสองคือสารละลาย copper tartrate carbonate (CTC) ซึ่งประกอบด้วย copper sulfate 
เข้มข้น 0.1%, potassium tartrate เข้มข้น 0.2% และ sodium carbonate เข้มข้น 10% 
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อณุหภูมิ 25 oC เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้เติม Reagent B5 ปริมาตร 0.5 ml ผสมให้เข้ากนั ตัง้ทิง้
ไว้ท่ีอณุหภูมิ 25 oC เป็นเวลา 30 นาที และวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 nm โดยใช้
น า้กลัน่เป็นแบลงก์  

  การวิ เคราะ ห์ป ริมาณโปรตีนในตัวอย่าง ฟิ ล์มใ ช้วิ ธีการ
เช่นเดียวกบัการเตรียมกราฟเทียบมาตรฐาน แตใ่ช้สารละลายตวัอย่างแทนสารละลาย BSA และ
ใช้น า้กลัน่เป็นแบลงก์ ค านวณปริมาณโปรตีนในตวัอย่างฟิล์ม 

การตรวจสอบรูปแบบของแถบโปรตีน  

ตรวจสอบรูปแบบของแถบโปรตีนด้วย SDS-PAGE โดย
ดดัแปลงจากวิธีของ Laemmli (1970) ในขัน้แรกเตรียมเจลโดยล้างแผ่นกระจกส าหรับหล่อเจล
ด้วยน า้สะอาด จากนัน้ชะอีกครัง้ด้วยน า้ปราศจากอิออน (deionized water) แล้วเช็ดด้วย           
เอทานอล วางแผ่นกระจกท่ีมีรอยเว้าเข้าด้านในของตวัเคร่ือง Hoefer gel electrophoresis 
system (รุ่น miniVE, Hoefer, Holliston, MA) วางแผ่นพลาสติก (spacer) ท่ีมีความหนา 1 mm 
คัน่ไว้ท่ีขอบทัง้สองด้าน ประกบแผ่นกระจกอีกแผ่นเข้าหากัน จากนัน้ประกอบแผ่นกระจกเข้ากับ
ตวัเคร่ือง ปิเป็ตสารละลาย separating gel เข้มข้น 10%6 เติมลงในช่องระหว่างแผ่นกระจกอย่าง
ช้าๆ ด้วยความระมดัระวงัไม่ให้เกิดฟองอากาศ จนกระทัง่สารละลายอยู่ต ่ากว่าขอบบนของแผ่น
กระจกท่ีมีรอยเว้าประมาณ 1.5 cm หยดสารละลายบิวทานอลปิดทบัหน้า separating gel ตัง้ทิง้
ไว้บนพืน้ระนาบเป็นเวลาประมาณ 2 ชัว่โมงจนกระทัง่เจลเซ็ตตวั 

                                            
5
 Reagent B ประกอบด้วย Folin-Ciocalteu’s phenol reagent และน า้กลัน่ ผสมกนัในอตัราส่วน 

1:5 

6 สารเคมีส าหรับเตรียมสารละลาย separating gel เข้มข้น 10% ประกอบด้วย acrylamide stock 
solution เข้มข้น 30% ปริมาณ 6.7 ml, separating gel buffer เข้มข้น 1.5 โมลาร์ (คา่ความเป็น
กรดดา่งเท่ากบั 8.8) ปริมาณ 5 ml, sodium dodecyl sulfate เข้มข้น 10% ปริมาณ 0.2 ml, 
ammonium persulfate เข้มข้น 10% ปริมาณ 100 µl, TEMED ปริมาณ 6.7 µl และน า้กลัน่
ปริมาณ 8 ml โดยสามารถใช้เตรียมเป็นแผน่เจลหนา 1 mm จ านวน 2 แผน่ 
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 เทสารละลายบิวทานอลท่ีอยู่บนผิวหน้าเจลออก แล้วล้างเจล
ด้วยน า้กลัน่ 3 ครัง้ จากนัน้ปิเป็ตสารละลาย stacking gel เข้มข้น 4%7 ลงในช่องระหว่างแผ่น
กระจกอย่างช้าๆ ด้วยความระมดัระวงัไม่ให้เกิดฟองอากาศ จนกระทั่งสารละลายสูงถึงขอบบน
ของกระจก จากนัน้สอด comb ลงในช่องระหว่างแผ่นกระจก ตัง้ทิง้ไว้เป็นเวลาประมาณ 1 ชัว่โมง
จนกระทัง่เจลชัน้บนเซ็ตตวั 

เม่ือเจลเซ็ตตวัแล้ว ถอด comb ออกซึ่งจะเกิดเป็นช่องส าหรับ
บรรจุตวัอย่าง ต่อชุด gel electrophoresis system เข้ากับเคร่ืองก าเนิดไฟฟ้า (Amersham 
Bioscience, San Francisco, CA) ปิเป็ตสารละลายตวัอย่างท่ีมีโปรตีนปริมาณ  20  µg  และ
สารละลายโปรตีนมาตรฐาน (protein molecular weight marker) (Sigma-Aldrich, Munich, 
Germany) ลงในช่องด้านบนของ stacking gel ช่องละ 1 ตวัอย่าง เติม electrophoresis buffer8 
ลงใน chamber และระหวา่งแผ่นกระจกจนสารละลายท่วมแผ่นเจล ก าหนดกระแสไฟฟ้า  40 mA 
ตอ่แผน่เจล  2 แผน่ เปิดกระแสไฟฟ้าจนสงัเกตเห็นแถบโปรตีนเคล่ือนท่ีลงมาจนถึงระยะประมาณ 
1 cm จากขอบลา่งของแผน่เจลจึงปิดเคร่ืองก าเนิดไฟฟ้า ถอดเคร่ืองก าเนิดไฟฟ้าออก แล้วน าแผ่น
เจลออกจากแผ่นกระจก น าแผ่นเจลท่ีได้มาแช่ใน staining solution9 เป็นเวลา 10 นาที ล้างด้วย

                                            
7
 สารเคมีส าหรับเตรียมสารละลาย stacking gel เข้มข้น 4% ประกอบด้วย acrylamide stock 

solution เข้มข้น 30% ปริมาณ 0.99 ml, stacking gel buffer เข้มข้น 1.5 โมลาร์ (คา่ความเป็น
กรดดา่งเท่ากบั 6.8) ปริมาณ 1.86 ml, sodium dodecyl sulfate เข้มข้น 10% ปริมาณ 74.25 µl, 
ammonium persulfate เข้มข้น 10% ปริมาณ 37.57 µl, TEMED ปริมาณ 3.71 µl และน า้กลัน่
ปริมาณ 4.56 ml โดยสามารถใช้เตรียมเป็นแผน่เจลหนา 1 mm จ านวน 2 แผน่ 

8
 สารเคมีส าหรับเตรียม electrophoresis buffer ประกอบด้วย Tris เข้มข้น 25 มิลลิโมลาร์ 
ปริมาณ 9.06 g, glycine เข้มข้น 15% ปริมาณ 43.2 g, sodium dodecyl sulfate เข้มข้น 1% 
ปริมาณ 3 g และน า้กลัน่เพ่ือปรับปริมาตรทัง้หมดให้เป็น 3,000 ml 
9 สารเคมีส าหรับเตรียม staining solution ประกอบด้วย Coomassie blue R-250 ปริมาณ 1 g, 
ethanol เข้มข้น 95% ปริมาณ 500 ml, glacial acetic acid ปริมาณ 100 ml และน า้กลัน่เพ่ือปรับ
ปริมาตรทัง้หมดให้เป็น 1,000 ml 
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น า้กลัน่ จากนัน้จงึน าไปแชใ่น destaining solution10 จนแถบโปรตีนปรากฏขึน้ น าแผ่นเจลออกมา
ล้างด้วยน า้กลัน่ 

3.3.2.4 ความโปร่งแสง 

วดัความโปร่งแสงของตวัอย่างฟิล์มโดยดดัแปลงจากวิธีของ Tang และ
คณะ (2005) โดยตดัตวัอย่างฟิล์มให้มีขนาดพอดีกับด้านท่ีแสงส่องผ่านของคิวเว็ตต์แก้ว ติดตัง้
แผ่น ฟิ ล์มลงบนพื น้ผิว ด้านในของคิว เว็ต ต์  แ ล้วน า ไปวัดค่า ร้อยละของแสงส่องผ่าน 
(%transmittance) ท่ีความยาวคล่ืน 500 nm โดยใช้ UV/Vis spectrophotometer (รุ่น V-530, 
Jasco, Easton, MD) ใช้คิวเว็ตต์เปล่า (คิวเว็ตต์ท่ีมีอากาศภายใน) เป็นแบลงก์ ก าหนดให้คา่แสง
สอ่งผา่นของแบลงก์มีคา่เทา่กบั 100% 

3.3.2.5 สี 

วดัคา่ L*, a* และ b* ของตวัอยา่งฟิล์มในระบบ CIELAB โดยใช้ chroma 
meter (รุ่น CR-400, Konica Minolta Sensing, Osaka, Japan) ใช้แหล่งก าเนิดแสง D65 วดัคา่สี
ของตวัอยา่งชิน้ละ 5 จดุนบัเป็น 1 ซ า้ ค านวณมมุสี (hue angle) และความอ่ิมตวัสี (chroma) โดย
ใช้สตูรท่ี 3.3 และ 3.4 

Hue angle  =  arctan (b*/a*)                (3.3) 

Chroma  =  (a*2+b*2)1/2                              (3.4) 

3.3.2.6 สภาพให้ซึมผ่านได้ของไอน า้ 

วิเคราะห์ WVP ของตวัอย่างฟิล์มตามวิธีมาตรฐาน ASTM E96-95 
(ASTM, 1999) ตดัตวัอยา่งฟิล์มให้มีขนาด 6 cm × 6 cm โดยปราศจากรอยขีดข่วน รอยพบั และรู
ร่ัวท่ีมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า บรรจุซิลิกาเจลท่ีอบแห้งแล้วปริมาณ 20 g ลงในขวดแก้วส าหรับ
ทดสอบ ทาซิลิโคนกรีสบริเวณปากขวดให้ทัว่ วางตวัอย่างฟิล์มลงบนปากขวด ขึงให้ตึงและรัดให้
แน่นด้วยพาราฟิล์ม บันทึกน า้หนักขวดท่ีติดตัง้ฟิล์มแล้ว จากนัน้น าขวดตัวอย่างไปบรรจุไว้ใน

                                            
10

 สารเคมีส าหรับเตรียม destaining solution ประกอบด้วย ethanol เข้มข้น 95% ปริมาณ 250 
ml, glacial acetic acid ปริมาณ 100 ml และน า้กลัน่เพ่ือปรับปริมาตรทัง้หมดให้เป็น 1,000 ml 
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โถดูดความชืน้ท่ีบรรจุน า้กลั่นไว้ภายใน ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอุณหภูมิ ห้อง (25 oC) บันทึกน า้หนักท่ี
เปล่ียนแปลงไปตามเวลาจนกระทัง่น า้หนกัคงท่ี จากนัน้ค านวณ WVP ตามสตูรท่ี 3.5 

 12 P -Pt  A
LW 

  WVP                  (3.5) 

เม่ือ W คือ น า้หนกัท่ีเปล่ียนแปลง (g) 
  L คือ ความหนาของฟิล์ม (mm) 
  A คือ พืน้ท่ีหน้าตดัของฟิล์ม (m2) 
  t คือ เวลาท่ีใช้ในการทดสอบ (h) 
  (P2-P1) คือ ความแตกตา่งของความดนัไอน า้ท่ีด้านทัง้สองของฟิล์ม (Pa) 

3.3.2.7 มุมสัมผัสระหว่างหยดน า้กับผิวฟิล์ม (contact angle) 

วิเคราะห์มุมสมัผสัระหว่างหยดน า้กับผิวฟิล์มโดยใช้ contact angle 
measuring instrument (รุ่น OCA15CE, DataPhysics Instruments, Filderstadt, Germany) 
โดยตดัแผ่นฟิล์มให้มีขนาด 5 cm × 2 cm น าแผ่นฟิล์มวางบนแท่นวางตวัอย่าง หยดน า้กลัน่ 4 µl 
บนผิวหน้าของตวัอย่างฟิล์ม วดัมมุสมัผสัระหว่างหยดน า้กบัผิวฟิล์ม  วดัตวัอย่างละ 3 ชิน้นบัเป็น 
1 ซ า้ 

3.3.2.8 ความสามารถในการละลายน า้ (water solubility) 

 วิเคราะห์ตามวิธีของ Jangchud และ Chinnan (1999) ตดัตวัอย่าง
ฟิล์มให้มีขนาด 2 cm × 2 cm น าแผ่นฟิล์มตวัอย่างไปอบในตู้อบท่ีอณุหภูมิ 70 oC เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง ทิง้ไว้ให้เย็นแล้วชัง่น า้หนกั บรรจแุผ่นฟิล์มในหลอดทดลองขนาด 50 ml เติมน า้กลัน่ 20 ml 
น าหลอดตวัอย่างไปเขย่าท่ีอุณหภูมิห้อง (25 oC) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้น ามากรองด้วย
กระดาษกรอง Whatman No. 4 ท่ีอบแห้งแล้ว ล้างตวัอย่างบนกระดาษกรองด้วยน า้กลัน่ 10 ml 
แล้วน าไปอบท่ีอณุหภมูิ 70 oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ทิง้ไว้ให้เย็นแล้วชัง่น า้หนกั วดัตวัอย่างละ 3 ชิน้
นบัเป็น 1 ซ า้ ค านวณความสามารถในการละลายน า้โดยใช้สตูรท่ี 3.6 

  
 

100
W

WW
 % solubility Water

i

fi 


                          (3.6) 
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 เม่ือ Wi คือ น า้หนกัเร่ิมต้นของฟิล์ม (g) 
  Wf คือ น า้หนกัสดุท้ายของฟิล์ม (g) 

3.3.2.9 ลักษณะภาคตัดขวาง 

 ศึกษาลักษณะภาคตดัขวางของตวัอย่างฟิล์ม โดยใช้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (scanning electron microscope,รุ่น JSM-5410LV, JEOL, Tokyo, 
Japan) ตดัตวัอย่างฟิล์มให้มีขนาด 5 cm  × 5 cm เก็บไว้ในโถดดูความชืน้ท่ีมีซิลิกาเจลเป็นเวลา 
7 วัน ในการศึกษาลักษณะภาคตัดขวางของฟิล์มใช้แท่งทองเหลืองส าหรับวางตัวอย่างซึ่งมี
ลกัษณะเป็นร่องตัง้ฉากกบัพืน้ผิวส าหรับติดตวัอย่าง น าตวัอย่างฟิล์มแช่ลงในไนโตรเจนเหลวให้
ฟิล์มแข็งตวั แล้วหกัตวัอย่างฟิล์ม ทิง้ตวัอย่างฟิล์มให้อ่อนตวัลง ติดเทปกาวสองหน้าแบบบางลง
บนแท่งทองเหลืองบริเวณท่ีเป็นร่องท่ีตัง้ฉาก แล้วติดตวัอย่างฟิล์มให้ด้านท่ีถูกหักวางตัง้ฉากกับ
แทง่ทองเหลือง น าตวัอย่างไปฉาบด้วยทอง แล้วศกึษาลกัษณะภาคตดัขวางของตวัอย่างฟิล์มโดย
ใช้ก าลงัขยาย 750 เทา่ 

3.3.3 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถติ ิ

วิเคราะห์ความแปรปรวนของข้อมลูโดยใช้ analysis of variance (ANOVA) ท่ี
ระดบัความเช่ือมั่น 95% และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยใช้ Duncan’s new 
multiple range test (Cochran and Cox, 1957) 
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บทที่ 4 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

4.1 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทัง้หมดในผงสารสกัดจากใบหม่อน 

ในงานวิจยันีไ้ด้แปรระดบัออกซิเดชนัของสารสกดัจากใบหม่อนเป็น 3 ระดบั ได้แก่ สาร
สกัดท่ีไม่ออกซิไดส์ (unoxidized extract, UNOX) สารสกัดท่ีออกซิไดส์ในระดบัต ่า (mildly-
oxidized extract, MILD-OX) และสารสกดัท่ีออกซิไดส์ในระดบัสูง (highly-oxidized extract, 
HIGH-OX) 

ส าหรับสารสกดั UNOX เตรียมจากใบหมอ่นสดท่ีน าไปให้ความร้อนโดยใช้ไอน า้ท่ีอณุหภูมิ 
100 oC เป็นเวลา 5 นาที เพ่ือยบัยัง้ออกซิไดซิ่งเอนไซม์ท่ีมีอยู่ตามธรรมชาติในใบหม่อนซึ่งสามารถ
เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัของสารประกอบฟีนอลิก Appel (1993) รายงานว่ามีเอนไซม์ในพืชหลาย
กลุ่ม ท่ีสามารถเ ร่ งปฏิ กิ ริยาออกซิ เดชันของสารประกอบฟีนอลิก  ไ ด้แก่  โมโนฟีนอล                     
โมโนออกซีจีเนสหรือไทโรซีเนส (EC 1.14.18.1) ออร์โธ-ไดฟีนอลออกซิเดสหรือแคทีคอลออกซิเดส 
(EC 1.10.3.1) พารา-ไดฟีนอลออกซิเดสหรือแลกเคส (EC 1.10.3.1) และเพอร์ออกซิเดส (EC 
1.11.1.7) 

ส าหรับสารสกดั MILD-OX เตรียมจากใบหม่อนสดท่ีไม่ผ่านการให้ความร้อน ในขัน้ตอน
การสกัดซึ่งมีการบดใบหม่อนส่งผลให้เซลล์ถูกท าลาย สารตา่งๆ ได้แก่ สารประกอบฟีนอลิกและ
เอนไซม์ท่ีสามารถเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัของสารประกอบฟีนอลิก ซึ่งอยู่ตามธรรมชาติในเนือ้เย่ือ
พืชจะถกูปลดปลอ่ยออกมา และเอนไซม์สามารถเข้าออกซิไดส์สารประกอบฟีนอลิกได้ (Pierpoint, 
1969) สว่นสารสกดั HIGH-OX นัน้เตรียมจากใบหมอ่นสด โดยใช้ขัน้ตอนการสกดัเช่นเดียวกบัสาร
สกัด MILD-OX โดยเม่ือได้สารสกัดน า้จากใบหม่อนสดแล้ว น าสารสกัดน า้ท่ีได้มาพ่นอากาศท่ี
อณุหภูมิห้อง (25 oC) เป็นเวลา 60 นาที ความเข้มข้นของออกซิเจนรวมทัง้พืน้ท่ีผิวสมัผสัระหว่าง
สารสกัดกับอากาศท่ีเพิ่มขึน้จึงสามารถเพิ่มอตัราของปฏิกิริยาออกซิเดชนัได้  (Sikwese, 2005) 
ส าหรับสารสกดัน า้ทกุตวัอยา่งน ามาท าแห้งแบบแชเ่ยือกแข็งเน่ืองจากเป็นวิธีการท าแห้งสารสกดัท่ี
สามารถรักษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกไว้ได้มากท่ีสดุวิธีหนึง่ (Katsube และคณะ, 2009) 
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ตารางท่ี 4.1 แสดงปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทัง้หมดในผงสารสกัดจากใบหม่อนท่ี  
ออกซิไดส์ท่ีระดบัแตกต่างกัน พบว่าเม่ือระดบัออกซิเดชันเพิ่มสูงขึน้ ผงสารสกัดจากใบหม่อนมี
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทัง้หมดลดต ่าลงอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05) ทัง้ นี เ้ น่ืองจาก
สารประกอบฟีนอลิกมีหมู่แทนท่ี ได้แก่ หมู่ไฮดรอกซิล (-OH) ซึ่งเป็นหมู่ท่ีให้อิเล็กตรอน (electron 
donating group) สารประกอบฟีนอลิกจึงถูกออกซิไดส์ได้โดยออกซิไดซิ่งเอเจนต์ต่างๆ ซึ่งท า
หน้าท่ีเป็นตวัรับอิเล็กตรอน (electron acceptor) ได้ผลิตภัณฑ์เป็นควิโนน (ไซโคลเฮกซาไดอีน   
ไดโอน) (Brown และคณะ, 2012) ตัวอย่างเช่น 1,2-เบนซีนไดออล (แคทีคอล) สามารถถูก      
ออกซิไดส์ได้เป็น 1,2-เบนโซควิโนน (ออร์โธ-ควิโนน) (รูปท่ี 4.1) ผลท่ีได้จากการทดลองนีส้อดคล้อง
กบังานวิจยัของ Hoque, Benjakul และ Prodpran (2011) ซึ่งวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบ       
ฟีนอลิกทัง้หมดในผงสารสกดัจากเคร่ืองเทศก่อนและหลงัออกซิเดชนั พบว่าผงสารสกดัจากอบเชย 
กานพล ูและโป๊ยกัก๊ มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทัง้หมดก่อนออกซิเดชนัเท่ากบั 138.1, 125.0 
และ 34.8 mg gallic acid equivalent/g ผงสารสกดั ตามล าดบั และมีปริมาณสารประกอบ        
ฟีนอลิกทัง้หมดหลงัออกซิเดชนัเท่ากบั 49.5, 52.2 และ 11.9 mg gallic acid equivalent/g ผง
สารสกดั ตามล าดบั 

 

ตารางท่ี 4.1 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทัง้หมดในผงสารสกดัจากใบหม่อนท่ีออกซิไดส์ท่ีระดบั
แตกตา่งกนั 
ตวัอยา่งผงสารสกดั ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทัง้หมด 

(mg gallic acid equivalent/g โดยน า้หนกัแห้ง) 
UNOX 75.3a ± 0.336 
MILD-OX 72.4b ± 0.336 
HIGH-OX 59.2c ± 0.767 
คา่เฉล่ีย ± สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ า้ 
a, b, c คา่เฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05) 
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 1,2-benzenediol (catechol)                              1,2-benzoquinone (o-quinone) 

รูปท่ี 4.1 ออกซิเดชนัของแคทีคอลไปเป็นออร์โธ-ควิโนน 

4.2 ผลของความเข้มข้นและระดับออกซิเดชันที่แตกต่างกันของสารสกัดจากใบหม่อนต่อ
สมบัตขิองฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกัด 

4.2.1 ความหนา  

ความหนาของฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกัดแสดงดังตารางท่ี 4.2 พบว่าฟิล์มทุก
ตวัอย่างมีความหนาไม่แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั (p>0.05) โดยมีความหนาอยู่ในช่วง 0.129-
0.133 mm แสดงให้เห็นว่าการเติมสารสกัดจากใบหม่อนไม่มีผลตอ่ความหนาของตวัอย่างฟิล์ม 
ดงันัน้ในงานวิจยันีห้ากจะมีความแตกตา่งในสมบตัิด้านใดๆ ของตวัอย่างฟิล์ม จึงไม่น่าจะเป็นผล
มาจากความหนาของตวัอยา่งฟิล์ม 

ผลท่ีได้จากการทดลองนีส้อดคล้องกับงานวิจยัของ Nuthong และคณะ (2009) 
ซึ่งศึกษาการเติมกรดแทนนิก กรดแคฟเฟอิก และกรดเฟรูลิก ในฟิล์มพลาสมาโปรตีนจากสุกร  
พบวา่การเตมิกรดฟีนอลิกไมมี่ผลตอ่ความหนาของฟิล์ม เช่นเดียวกนักบังานวิจยัของ  Arcan และ 
Yemenicioğlu (2011) ท่ีศกึษาสมบตัขิองฟิล์มซีนท่ีเตมิกรดฟีนอลิก (ได้แก่ กรดแกลลิก กรดพารา-
ไฮดรอกซีเบนโซอิก และกรดเฟรูลิก) และฟลาโวนอยด์ (ได้แก่ คาเทชิน ฟลาโวน และเควอเซทิน) 
พบว่าตวัอย่างฟิล์มควบคมุและฟิล์มท่ีเติมสารประกอบฟีนอลิกมีความหนาไม่แตกต่างกนัอย่างมี
นยัส าคญั (p>0.05)   
  

Oxidation 
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ตารางท่ี 4.2 ความหนาของฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกัดท่ีเติมสารสกดัจากใบหม่อนท่ีความเข้มข้น
และระดบัออกซิเดชนัแตกตา่งกนั 
ตวัอยา่งฟิล์ม ปริมาณสารสกดั (%) ความหนา (mm)ns 

Control 0 0.129 ± 0.005  

UNOX 2 0.130 ± 0.002  
 5 0.131 ± 0.003  
 10 0.130 ± 0.004 

MILD-OX 2 0.131 ± 0.009 
 5 0.133 ± 0.003 
 10 0.132 ± 0.003 

HIGH-OX 2 0.130 ± 0.002 
 5 0.133 ± 0.008 
 10 0.132 ± 0.005 
คา่เฉล่ีย ± สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ า้ 
ns คา่เฉล่ียไมมี่ความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั (p>0.05) 

4.2.2 ความต้านทานแรงดึงขาด 

  TS คือความเครียดท่ีเกิดขึน้ในขณะดงึท่ีปลายข้างใดข้างหนึ่งของแผ่นฟิล์มท่ีมี
ความกว้างคงท่ีจนแผ่นฟิล์มนัน้ขาด รูปท่ี 4.2 แสดง TS ของฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกัดท่ีเติมสาร
สกัดจากใบหม่อนท่ีความเข้มข้นและระดบัออกซิเดชนัแตกตา่งกนั ตวัอย่างฟิล์มควบคมุท่ีไม่เติม
สารสกดัมีคา่ TS เท่ากบั 0.77 MPa เม่ือเติมสารสกดั UNOX เข้มข้น 2 และ 5% พบว่าตวัอย่าง
ฟิล์มท่ีได้มีคา่ TS ไม่แตกตา่งจากตวัอย่างควบคมุอย่างมีนยัส าคญั (p>0.05) อย่างไรก็ตามเม่ือ
เพิ่มความเข้มข้นของสารสกดั UNOX เป็น 10% ตวัอย่างฟิล์มท่ีได้มีคา่ TS เท่ากบั 0.95 MPa ซึ่ง
สูงกว่าตัวอย่างควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05) ส าหรับการเติมสารสกัด MILD-OX และ 
HIGH-OX เข้มข้น 2% พบว่าสามารถปรับปรุงคา่ TS ของฟิล์มโปรตีนถัว่เหลืองสกดัได้ โดยฟิล์มท่ี
เติมสารสกดั MILD-OX และ HIGH-OX เข้มข้น 2% มีค่า TS สงูกว่าตวัอย่างฟิล์มควบคมุ 27.7 
และ 61.4% ตามล าดับ อย่างไรก็ตามเป็นท่ีน่าสังเกตว่าการเติมสารสกัด MILD-OX และ      
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HIGH-OX ท่ีความเข้มข้นสงู (5 และ 10%) มีผลให้ฟิล์มมีคา่ TS ลดต ่าลง ตวัอย่างเช่นฟิล์มท่ีเติม 
MILD-OX และ HIGH-OX เข้มข้น 10% มีคา่ TS เทา่กบั 0.86 และ 0.76 MPa ตามล าดบั 

 

 

 

 
 
 
 
 

รูปท่ี 4.2 ความต้านทานแรงดึงขาดของฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกัดท่ีเติมสารสกัดจากใบหม่อนท่ี
ความเข้มข้นและระดบัออกซิเดชนัแตกตา่งกนั 

ผลการทดลองท่ีได้นีส้อดคล้องกับรายงานของ Prodpran, Benjakul และ 
Phatcharat (2012) ซึ่งศึกษาผลของสารประกอบฟีนอลิกต่อสมบัติของฟิล์มจากโปรตีน             
ไมโอไฟบริลลาร์จากปลาตาหวาน โดยสารประกอบฟีนอลิกท่ีศกึษาได้แก่ กรดแคฟเฟอิก คาเทชิน 
กรดเฟรูลิก และกรดแทนนิก แปรความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิกเป็น 1, 3 และ 5% ของ
ปริมาณโปรตีน ผู้วิจยัรายงานวา่เม่ือความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิกเพิ่มสงูขึน้ ฟิล์มท่ีได้ยงัมี
คา่ยงัก์มอดลูสัและ TS ท่ีสงูขึน้ ในขณะท่ี Hoque และคณะ (2011) ศกึษาผลของการเติมสารสกดั
จากเคร่ืองเทศต่อ TS ของฟิล์มเจลาตินจากหมึกกระดองและฟิล์มเจลาตินจากหมึกกระดองท่ี
ไฮโดรไลส์บางส่วน (partially hydrolyzed gelatin) โดยในการศึกษานีใ้ช้สารสกัดจากอบเชย 
กานพล ูและโป๊ยกั๊ก รวมทัง้สารสกดัจากเคร่ืองเทศดงักล่าวท่ีถกูออกซิไดส์ โดยรวมพบว่าการเติม
สารสกัดจากเคร่ืองเทศท าให้ฟิล์มมี TS สงูกว่าเม่ือเปรียบเทียบกบัตวัอย่างควบคมุ และการเติม
สารสกัดท่ีถูกออกซิไดส์ท าให้ฟิล์มมี TS สูงกว่าเม่ือเปรียบเทียบกับฟิล์มท่ีเติมสารสกัดท่ีไม่ถูก  
ออกซิไดส์ 
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นอกจากนีย้งัมีการศึกษาผลของสารประกอบฟีนอลิกต่อสมบตัิของระบบเจลซึ่ง
เป็นระบบท่ีอาศยัอนัตรกิริยาระหวา่งโปรตีนท าให้เกิดเป็นโครงสร้างร่างแหท่ีมีความแข็งแรง ซึ่งเป็น
ระบบท่ีใกล้เ คียงกับระบบของฟิ ล์ม โดย  Balange และ Benjakul (2009) ศึกษาผลของ
สารประกอบฟีนอลิกท่ีถกูออกซิไดส์ต่อสมบตัิของเจลซูริมิปลาตาหวาน สารประกอบฟีนอลิกท่ีใช้
ในการศึกษามี 4 ชนิด ได้แก่ กรดเฟรูลิก กรดแทนนิก คาเทชิน และกรดแคฟเฟอิก ส าหรับ
สารประกอบฟีนอลิกท่ีถกูออกซิไดส์เตรียมโดยเตรียมสารละลายของสารประกอบฟีนอลิกเข้มข้น 
1% แล้วน าไปพ่นออกซิเจนท่ีอณุหภูมิ 40 oC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ในการศกึษานีแ้ปรความเข้มข้น
ของสารประกอบฟีนอลิกท่ีถกูออกซิไดส์ท่ีเติมลงในซูริมิเป็น 6 ระดบั ได้แก่ 0, 0.05, 0.10, 0.15, 
0.20 และ 0.25% โดยน า้หนกัของโปรตีน พบว่าการเติมกรดเฟรูลิกท่ีถกูออกซิไดส์เข้มข้น 0.20% 
กรดแทนนิกท่ีถูกออกซิไดส์เข้มข้น 0.05% กรดแคฟเฟอิกท่ีถูกออกซิไดส์เข้มข้น 0.15% หรือ       
คาเทชินท่ีถกูออกซิไดส์เข้มข้น 0.05% มีผลให้คา่แรงเจาะทะลขุองเจลซูริมิเพิ่มขึน้อย่างมีนยัส าคญั 
(p≤0.05) เม่ือเปรียบเทียบกบัเจลซูริมิท่ีไม่เติมสารประกอบฟีนอลิกท่ีถกูออกซิไดส์ อย่างไรก็ตาม
เม่ือเติมกรดเฟรูลิกท่ีถูกออกซิไดส์มากกว่า 0.20% กรดแทนนิกท่ีถกูออกซิไดส์มากกว่า 0.05% 
กรดแคฟเฟอิกท่ีถกูออกซิไดส์มากกว่า 0.15% หรือคาเทชินท่ีถกูออกซิไดส์มากกว่า 0.05% มีผลให้
คา่แรงเจาะทะลุของเจลซูริมิมีค่าลดลง ทัง้นีผู้้วิจยัให้เหตผุลว่าเน่ืองมาจากการรวมตวักันเองของ
สารประกอบฟีนอลิกท่ีความเข้มข้นสงูๆ 

Freitas และ Mateus (2001) เสนอว่าความแข็งแรงของฟิล์มโปรตีนท่ีเติม
สารประกอบฟีนอลิกเป็นผลมาจากทัง้อนัตรกิริยาระหวา่งโปรตีนกบัโปรตีนและอนัตรกิริยาระหว่าง
โปรตีนกบัสารประกอบฟีนอลิก นอกจากนีผู้้วิจยัยงัเสนอว่าสาเหตท่ีุความแข็งแรงของฟิล์มโปรตีน
มีค่าลดลงเม่ือเติมสารประกอบฟีนอลิกท่ีความเข้มข้นสูงเป็นผลมาจากการรวมตัวกันเองของ
สารประกอบฟีนอลิก 

ส าหรับอนัตรกิริยาท่ีเกิดขึน้ระหว่างโปรตีนกบัโปรตีน Oakenfull, Pearce และ 
Burley (1997) อธิบายวา่อนัตรกิริยาระหว่างโปรตีนท่ีท าให้เกิดโครงสร้างท่ีเสถียรของเจลสามารถ
แบ่งออกได้เป็น 2 ประเภทหลัก ได้แก่ อันตรกิริยาชนิดน็อน-โควาเลนต์และพันธะโควาเลนต์  
อนัตรกิริยาชนิดน็อน-โควาเลนต์ ได้แก่ พนัธะไฮโดรเจน (ตวัอย่างเช่น อนัตรกิริยาระหว่างหมู่ –OH 
หรือ –NH) อนัตรกิริยาไฮโดรโฟบิก (ตวัอย่างเช่น อนัตรกิริยาระหว่างหมู่ –CH3) แรงทางไฟฟ้าท่ี
เกิดจากการดงึดดูของหมู่ท่ีมีขัว้ต่างกัน (electrostatic interaction) เช่น แรงทางไฟฟ้าท่ีเกิดจาก
การดงึดดูของเกลือ (electrostatic salt link) (ตวัอย่างเช่น อนัตรกิริยาระหว่างหมู่ –COO- และ     
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–NH3

+) และแรงทางไฟฟ้าท่ีเกิดจากการดงึดดูของอิออนโลหะ (electrostatic metal ion bridge) 
(ตวัอย่างเช่น อนัตรกิริยาระหว่างหมู่ –COO- และ Ca2+) ส่วนตวัอย่างพนัธะโควาเลนต์ ได้แก่ 
พนัธะไดซลัไฟด์ (-S-S-) และพนัธะแกมมา-กลทูามิล (-CH2-CH2-CO-NH-CH2-CH2-) 

 ส าหรับระบบท่ีมีสารประกอบฟีนอลิกและโปรตีน Asano และคณะ (1982) 
อธิบายว่าอนัตรกิริยาท่ีมีบทบาทส าคญัในการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนของสารประกอบฟีนอลิก
กบัโปรตีน ได้แก่ พนัธะไฮโดรเจนและอนัตรกิริยาไฮโดรโฟบิก อย่างไรก็ตามในเวลาตอ่มา Siebert 
และคณะ (1996) รายงานว่าพันธะไฮโดรเจนไม่ได้มีบทบาทส าคัญมากเท่ากับอันตรกิริยา 
ไฮโดรโฟบกิในการเกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนของสารประกอบฟีนอลิกกบัโปรตีน 

 ในแง่ของผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากปฏิกิริยาออกซิเดขันของสารประกอบฟีนอลิก 
Rutkowski และคณะ (1977) เสนอว่าผลิตภัณฑ์ของสารประกอบฟีนอลิกท่ีได้จากปฏิกิริยา
ออกซิเดชันทัง้แบบอาศัยเอนไซม์และแบบไม่อาศัยเอนไซม์สามารถเกิดอันตรกิริยาได้ดีกับหมู่     
เอพซิลอน-อะมิโนของไลซีนและหมู่เมทิลไธโอ (-S-CH3) ของเมไธโอนีน ในขณะท่ี Rawel และ
คณะ (2002) เสนอว่าสารประกอบฟีนอลิกท่ีมีสถานะออกซิเดชนัต่างกนั อาจมีความสามารถใน
การเช่ือมข้ามโปรตีนท่ีตา่งกนั โดยความสามารถของสารประกอบฟีนอลิกหนึ่งๆ ท่ีจะถกูออกซิไดส์
ไปเป็นควิโนนเป็นปัจจยัส าคญัท่ีสง่ผลตอ่ความสามารถของสารนัน้ในการเกิดปฏิกิริยากบัโปรตีน 

ชนิดของอันตรกิริยาท่ีมีผลให้เกิดการเช่ือมข้ามในระบบของฟิล์มโปรตีนจึง
สามารถสรุปได้ดงัแสดงในรูปท่ี 4.3 ซึ่ง Hoque และคณะ (2011) อธิบายว่าในระบบของฟิล์ม
โปรตีนท่ีไมมี่สารประกอบฟีนอลิก โมเลกลุโปรตีนจะสามารถเกิดอนัตรกิริยาระหว่างกนัด้วยพนัธะ
ไฮโดรเจนและอนัตรกิริยาไฮโดรโฟบิก ในขณะท่ีในระบบของฟิล์มโปรตีนท่ีมีสารประกอบฟีนอลิก 
นอกจากอันตรกิริยาท่ีเกิดขึน้ระหว่างโปรตีนกับโปรตีนแล้ว ยงัสามารถเกิดพันธะไฮโดรเจนและ
อนัตรกิริยาไฮโดรโฟบิกระหว่างโปรตีนและสารประกอบฟีนอลิกได้อีกด้วย ส่วนในระบบของฟิล์ม
โปรตีนท่ีเติมสารประกอบฟีนอลิกท่ีถกูออกซิไดส์ ซึ่งการเกิดออกซิเดชนัท าให้สารประกอบฟีนอลิก
เปล่ียนไปเป็นควิโนนท่ีมีความว่องไวสูงในการเกิดปฏิกิริยากับโปรตีน (Pierpoint, 1969) และ      
ควิโนนท่ีเกิดขึน้นีส้ามารถเกิดอันตรกิริยาได้กับโซ่ข้างท่ีเป็นหมู่อะมิโนหรือซัลฟ์ไฮดริลของ            
พอลิเพปไทด์ เกิดเป็นพนัธะโควาเลนต์ชนิด C-N  หรือ C-S กบัวงฟีนอลิกขึน้ ผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้นี ้
สามารถถูกออกซิไดส์ต่อไปและท าปฏิกิริยากบัโซ่ข้างของพอลิเพปไทด์อีกสายหนึ่งท าให้เกิดการ
เช่ือมข้ามของสายพอลิเพปไทด์ขึน้ (Strauss และ Gibson, 2004) การเช่ือมข้ามท่ีเกิดขึน้นีมี้ความ
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แข็งแรงมากเน่ืองมาจากค่าพลังงานพันธะของพันธะโควาเลนต์ท่ีสูงกว่าเม่ือเปรียบเทียบกับ   
อนัตรกิริยาชนิดน็อน-โควาเลนต์ (Oakenfull และคณะ, 1997) พนัธะโควาเลนต์ท่ีเกิดขึน้นี ้ร่วมกบั
อนัตรกิริยาระหวา่งโปรตีนกบัโปรตีนและอนัตรกิริยาระหวา่งโปรตีนกบัสารประกอบฟีนอลิกท่ีกล่าว
มาข้างต้น จงึสง่ผลให้โครงสร้างโปรตีนท่ีเกิดขึน้มีความแข็งแรงมาก 
 

รูปท่ี 4.3 อนัตรกิริยาเช่ือมข้ามภายในโครงสร้างฟิล์มโปรตีนในระบบท่ีไม่มีสารประกอบฟีนอลิก 
(ซ้าย) มีสารประกอบฟีนอลิก (กลาง) และมีสารประกอบฟีนอลิกท่ีถกูออกซิไดส์ (ขวา) (ดดัแปลง
จาก Hoque และคณะ, 2011) 

4.2.3 การยืดตัวถงึจุดขาด 

  EB คือร้อยละของระยะทางท่ีฟิล์มยืดตวัออกด้วยแรงดงึจนขาดตอ่ความยาวเดิม 
รูปท่ี 4.4 แสดง EB ของตวัอย่างฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกัดท่ีเติมสารสกัดจากใบหม่อนท่ีความ
เข้มข้นและระดบัออกซิเดชนัแตกตา่งกนั พบวา่ความเข้มข้นและระดบัออกซิเดชนัของสารสกดัไม่มี
ผลต่อ EB ของฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกัดอย่างมีนัยส าคญั (p>0.05) ผลท่ีได้นีส้อดคล้องกับ
งานวิจยัของ Balange และ Benjakul (2009) ท่ีรายงานว่าการเติมกรดเฟรูลิกไม่มีผลตอ่ระยะทาง
ก่อนเจาะทะลขุองเจลซูริมิจากปลาตาหวาน ในขณะท่ี Hoque และคณะ (2011) ศกึษาผลของการ
เติมสารสกัดจากเคร่ืองเทศตอ่ EB ของฟิล์มเจลาตินจากหมึกกระดองและฟิล์มเจลาตินจากหมึก
กระดองท่ีไฮโดรไลส์บางสว่น โดยในการศกึษานีใ้ช้สารสกดัจากอบเชย กานพล ูและโป๊ยกัก๊ รวมทัง้
สารสกัดจากเคร่ืองเทศดงักล่าวท่ีถูกออกซิไดส์ โดยรวมพบว่าการเติมสารสกัดและสารสกัดท่ีถูก

Protein: (                       )   Plasticizer: (●) 

Protein film without phenolics Protein film with oxidized phenolics Protein film with phenolics 
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ออกซิไดส์ไม่มีผลตอ่ EB ของฟิล์มทัง้สองชนิด Guilbert (1986) เสนอว่า EB ขึน้อยู่กบัระยะห่าง
ระหว่างหมู่เคมี ท่ีเกิดอันตรกิริยาภายในโมเลกุลพอลิเมอร์ โดยไม่ขึน้กับความแข็งแรงของ       
อนัตรกิริยาระหว่างโมเลกุลพอลิเมอร์ จากผลการวิจยัในหวัข้อ 4.2.2 และ 4.2.3 จึงอนุมานได้ว่า
การเติมสารประกอบฟีนอลิกและสารประกอบฟีนอลิกท่ีถูกออกซิไดส์สามารถช่วยให้เกิด       
อันตรกิริยาของโปรตีนในฟิล์มเพิ่มขึน้ แต่ไม่มีผลต่อระยะห่างระหว่างหมู่เคมี ท่ีเกิดอันตรกิริยา
ภายในโครงสร้างของโปรตีน 

 
รูปท่ี 4.4 การยืดตวัถึงจุดขาดของฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกัดท่ีเติมสารสกัดจากใบหม่อนท่ีความ
เข้มข้นและระดบัออกซิเดชนัแตกตา่งกนั 

 อยา่งไรก็ตามเป็นท่ีนา่สงัเกตวา่มีการรายงานผลของการเติมสารประกอบฟีนอลิก
ตอ่ EB ของฟิล์มโปรตีนท่ีแตกตา่งกนัไป เช่น Nuthong และคณะ (2009) รายงานว่าการเติมกรด
แทนนิก กรดแคฟเฟอิก และกรดเฟรูลิก ท าให้ฟิล์มพลาสมาโปรตีนจากสกุรมีคา่ EB เพิ่มขึน้เม่ือ
เปรียบเทียบกบัฟิล์มท่ีไม่ได้เติมกรดฟีนอลิก แตเ่ม่ือเติมกรดฟีนอลิกท่ีถกูออกซิไดส์ ฟิล์มโปรตีนท่ี
ได้กลับมีค่า EB ลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับฟิล์มท่ีไม่ได้เติมกรดฟีนอลิก ส่วน Arcan และ 
Yemenicioğlu (2011) รายงานว่าฟิล์มซีนมี EB เพิ่มขึน้เม่ือความเข้มข้นของคาเทชินและกรด  
แกลลิกเพิ่มสูงขึน้ ในขณะท่ี Prodpran และคณะ (2012) รายงานว่า EB ของฟิล์มโปรตีน                  
ไมโอไฟบริลลาร์จากปลาตาหวานมีคา่ลดลงเม่ือเติมกรดแคฟเฟอิก คาเทชิน กรดเฟรูลิก และกรด
แทนนิก 
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4.2.4 รูปแบบของแถบโปรตีน 

  รูปแบบของแถบโปรตีนของตวัอย่างฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกดัท่ีศกึษาโดย SDS-
PAGE แสดงดงัรูปท่ี 4.5 พบว่าการเติมสารสกดัจากใบหม่อนมีผลตอ่การเปล่ียนแปลงความเข้ม
ของแถบโปรตีน ส าหรับตวัอย่างฟิล์มท่ีเติมสารสกัด UNOX พบว่าตวัอย่างฟิล์มท่ีเติมสารสกัด
เข้มข้น 2 และ 5%  มีความเข้มของแถบโปรตีนท่ีน า้หนักโมเลกุลต่างๆ ใกล้เคียงกับตวัอย่าง
ควบคมุ แตต่วัอย่างฟิล์มท่ีเติมสารสกดั UNOX เข้มข้น 10% มีความเข้มของแถบโปรตีนท่ีน า้หนกั
โมเลกลุต ่าลดลงอย่างชดัเจน และปรากฏเป็นแถบโปรตีนท่ีมีน า้หนกัโมเลกุลสูงกว่า 200 kDa ท่ี
ด้านบนของเจล ผลท่ีได้นีชี้ใ้ห้เห็นว่าเกิดการเช่ือมข้ามของโปรตีนท่ีมีน า้หนักโมเลกุลต ่าไปเป็น
โปรตีนท่ีมีน า้หนกัโมเลกลุสงูขึน้และยงัสอดคล้องกบัการเปล่ียนแปลงของคา่ TS ของฟิล์ม ท่ีพบว่า
ตวัอย่างฟิล์มท่ีเติมสารสกดั UNOX เข้มข้น 2 และ 5% มีคา่ TS ไม่แตกตา่งจากตวัอย่างควบคมุ
อยา่งมีนยัส าคญั (p>0.05) แตเ่ม่ือเพิ่มความเข้มข้นของสารสกดั UNOX เป็น 10% ตวัอย่างฟิล์มท่ี
ได้มีคา่ TS สงูกวา่ตวัอยา่งควบคมุอยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05) (หวัข้อ 4.2.2) 

ส าหรับตวัอย่างฟิล์มท่ีเติมสารสกัด MILD-OX และ HIGH-OX พบว่าตวัอย่าง
ฟิล์มท่ีเติมสารสกัดเข้มข้น 2%  มีความเข้มของแถบโปรตีนท่ีมีน า้หนักโมเลกุลต ่าลดลงเม่ือ
เปรียบเทียบกบัตวัอยา่งควบคมุ และปรากฏเป็นแถบโปรตีนท่ีมีน า้หนกัโมเลกลุสงูกว่า 200 kDa ท่ี
ด้านบนของเจล ในขณะท่ีตวัอย่างฟิล์มท่ีเติมสารสกัด MILD-OX และ HIGH-OX เข้มข้น 5 และ 
10% มีความเข้มของแถบโปรตีนท่ีน า้หนกัโมเลกุลต่างๆ ใกล้เคียงกับตวัอย่างควบคมุ ผลท่ีได้นี ้
สอดคล้องกบัการเปล่ียนแปลงของคา่ TS ของฟิล์ม ท่ีพบว่าตวัอย่างฟิล์มท่ีเติมสารสกดั MILD-OX 
และ HIGH-OX เข้มข้น 2% มีคา่ TS สงูกว่าตวัอย่างควบคมุ แตเ่ม่ือเพิ่มความเข้มข้นของสารสกดั
เป็น 5 หรือ 10% ตวัอย่างฟิล์มท่ีได้กลบัมีค่า TS ลดต ่าลง (หวัข้อ 4.2.2) ซึ่ง de Freitas และ 
Mateus (2001) เสนอว่าความเข้มข้นท่ีสงูมีผลให้สารประกอบฟีนอลิกเกิดการรวมตวักนัเองและ
เกิด   อนัตรกิริยากบัโปรตีนได้ลดลง 

ผลท่ีได้นีแ้สดงให้เห็นวา่สารประกอบฟีนอลิกมีศกัยภาพในการท าให้เกิดการเช่ือม
ข้ามของโปรตีน และความสามารถในการเช่ือมข้ามดงักล่าวเพิ่มสงูขึน้เม่ือสารประกอบฟีนอลิกถกู  
ออกซิไดส์ไปเป็นควิโนน อย่างไรก็ตามท่ีความเข้มข้นสูงๆ ควิโนนซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยา
ออกซิเดชนัของสารประกอบฟีนอลิกอาจเกิดปฏิกิริยาไดเมอไรเซชนัได้เป็นไดเมอร์ ซึ่งท าให้เกิดการ
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รวมตวักันของสารประกอบฟีนอลิกแต่ไม่เกิดการเช่ือมข้ามโปรตีนขึน้  (Strauss และ Gibson, 
2004) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปท่ี 4.5 รูปแบบของแถบโปรตีนของฟิล์มโปรตีนถัว่เหลืองสกดัท่ีเติมสารสกดัจากใบหม่อนท่ีความ
เข้มข้นและระดบัออกซิเดชนัแตกต่างกัน M คือ โปรตีนมาตรฐาน (protein molecular weight 
marker) C คือ ตวัอยา่งฟิล์มควบคมุท่ีไม่เติมสารสกดั UNOX คือ ตวัอย่างฟิล์มท่ีเติมสารสกดัท่ีไม่
ออกซิไดส์ MILD-OX คือ ตวัอย่างฟิล์มท่ีเติมสารสกดัท่ีออกซิไดส์ในระดบัต ่า และ HIGH-OX คือ 
ตวัอยา่งฟิล์มท่ีเตมิสารสกดัท่ีออกซิไดส์ในระดบัสงู  

  ผลท่ีได้จากงานวิจยันีส้อดคล้องกบังานวิจยัของ Balange และ Benjakul (2009) 
ซึ่งศึกษาการเกิดอนัตรกิริยาระหว่างฟลาโวนอยด์กับโปรตีนถั่วเหลือง จากการศึกษาโดยการใช้ 
SDS-PAGE พบวา่มีการลดลงของความเข้มของแถบโปรตีนท่ีมีน า้หนกัโมเลกลุต ่า เช่นเดียวกนักบั
งานวิจัยของ Prodpran และคณะ (2012) ท่ีศึกษารูปแบบของแถบโปรตีนของฟิล์มโปรตีน          
ไมโอไฟบริลลาร์จากปลาตาหวาน และรายงานการลดลงของความเข้มของแถบโปรตีนท่ีมีน า้หนกั
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โมเลกุลต ่าในตัวอย่างฟิล์มท่ีเติมสารประกอบฟีนอลิกเม่ือเปรียบเทียบกับตัวอย่างท่ีไม่เติม
สารประกอบฟีนอลิก 

4.2.5 ความโปร่งแสง  

ในงานวิจยันีว้ดัความโปร่งแสงของตวัอยา่งฟิล์มในรูปของร้อยละของแสงส่องผ่าน

ท่ีความยาวคล่ืน 500 nm ทัง้นีเ้พ่ือจ ากัดผลของการดดูกลืนแสงของคลอโรฟิลล์ซึ่งเป็นรงควตัถุ

หลกัในใบหม่อน เน่ืองจากในช่วงความยาวคล่ืนดงักล่าวซึ่งเป็นช่วงของแสงสีเขียว คลอโรฟิลล์ เอ 

และบี มีการดดูกลืนแสงต ่าท่ีสดุ (Comar และ Zscheile, 1942; May, 2012) (รูปท่ี 4.6) 

 

รูปท่ี 4.6 สเปกตรัมการดดูกลืนแสงของคลอโรฟิลล์ เอ และบี (ท่ีมา: May, 2012) 

 รูปท่ี 4.7 แสดงผลของความเข้มข้นและระดับออกซิเดชันของสารสกัดจากใบ

หมอ่นท่ีมีตอ่คา่ร้อยละของแสงสอ่งผา่นของฟิล์มโปรตีนถัว่เหลืองสกดั  พบว่าการเติมสารสกดัจาก

ใบหมอ่นมีผลตอ่ความโปร่งแสงของฟิล์ม โดยฟิล์มท่ีเตมิสารสกดัจากใบหมอ่นทกุตวัอย่างมีคา่ร้อย

ละของแสงส่องผ่านต ่ากว่าตวัอย่างควบคมุอย่างมีนยัส าคญั (p≤0.05) เม่ือความเข้มข้นของสาร

สกดัจากใบหม่อนเพิ่มขึน้ ร้อยละของแสงส่องผ่านของฟิล์มมีค่าลดต ่าลง โดยฟิล์มท่ีเติมสารสกัด 

MILD-OX และ HIGH-OX เข้มข้น 10% มีความโปร่งแสงต ่าท่ีสดุ โดยมีคา่ร้อยละของแสงส่องผ่าน

เทา่กบั 24.40 และ 26.46 ตามล าดบั ความโปร่งแสงท่ีลดลงนีอ้าจเน่ืองมาจากการเกิดอนัตรกิริยา
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ระหว่างโปรตีนกับโปรตีนหรือโปรตีนกับสารประกอบฟีนอลิกท าให้เกิดการเช่ือมข้ามหรือการ

รวมตวักนัของโปรตีนเป็นโครงสร้างท่ีมีขนาดใหญ่ขึน้ 

 

  

รูปท่ี 4.7 ร้อยละของแสงส่องผ่านของฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกัดท่ีเติมสารสกัดจากใบหม่อนท่ี
ความเข้มข้นและระดบัออกซิเดชนัแตกตา่งกนั 

ส าหรับอันตรกิริยาระหว่างโปรตีนกับโปรตีนท่ีมีผลให้ความโปร่งแสงของฟิล์ม
ลดลง Tang และคณะ (2005) ศกึษาผลของการเติมแทรนส์กลทูามิเนสตอ่สมบตัิของฟิล์มโปรตีน
ถั่วเหลืองสกัดและรายงานว่าตวัอย่างฟิล์มท่ีเติมแทรนส์กลูทามิเนสมีความโปร่งแสงลดลงเม่ือ
เปรียบเทียบกับฟิล์มท่ีไม่เติมเอนไซม์ ทัง้นีเ้น่ืองมาจากเกิดการเช่ือมข้ามหรือการรวมตัวกัน 
(aggregation) ของโปรตีนอนัเน่ืองมาจากการเร่งของแทรนส์กลูทามิเนส ในท านองเดียวกัน Yi 
และคณะ (2006) รายงานว่าฟิล์มเจลาตินปลาท่ีเติมแทรนส์กลูทามิเนสมีความทึบแสง (opacity) 
สงูกว่าฟิล์มท่ีไม่เติมเอนไซม์ และ González และคณะ (2011) ศกึษาความทึบแสงฟิล์มโปรตีนถัว่
เหลืองสกดัท่ีเติมเจนิพินซึ่งเป็นสารเช่ือมข้ามโปรตีน และรายงานว่าตวัอย่างฟิล์มมีความทึบแสง
เพิ่มมากขึน้ เม่ือความเข้มข้นของเจนิพินเพิ่มขึน้ 

ส่วนในด้านผลของสารประกอบฟีนอลิก สารประกอบฟีนอลิกสามารถเกิด    
อันตรกิริยาและท าให้เกิดการเช่ือมข้ามของโปรตีนได้ตามรายละเอียดท่ีกล่าวในหัวข้อ 4.2.2 
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Prodpran และคณะ (2012) รายงานว่าการเติมกรดแคฟเฟอิก คาเทชิน กรดเฟรูลิก และกรด   
แทนนิก เข้มข้น 1, 3 และ 5% ในฟิล์มจากโปรตีนไมโอไฟบริลลาร์จากปลาตาหวานส่งผลตอ่ความ
โปร่งแสงของฟิล์ม โดยฟิล์มท่ีเติมสารประกอบฟีนอลิกมีความโปร่งแสงต ่ากว่าฟิล์มควบคมุท่ีไม่
เติมสารประกอบฟีนอลิกอย่างมีนัยส าคญั (p≤0.05) และการเติมสารประกอบฟีนอลิกท่ีความ
เข้มข้นสงูมีผลให้ความโปร่งแสงของฟิล์มลดลงมากท่ีสดุ 

4.2.6 สี  

ตารางท่ี 4.3 แสดงคา่สีในระบบ CIELAB ของฟิล์มโปรตีนถัว่เหลืองสกดัท่ีเติมสาร
สกัดจากใบหม่อนท่ีความเข้มข้นและระดบัออกซิเดชนัแตกตา่งกนั พบว่าฟิล์มท่ีเติมสารสกดัทุก
ตวัอย่างมีความสว่าง (L*) ลดลงอย่างมีนัยส าคญั (p≤0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับฟิล์มควบคุม 
ในขณะท่ีคา่สีแดง (+a*) และคา่สีเหลือง (+b*) มีแนวโน้มเพิ่มขึน้ในตวัอย่างฟิล์มท่ีเติมสารสกัด 
เม่ือพิจารณาระหว่างฟิล์มท่ีเติมสารสกัดท่ีไม่ออกซิไดส์ (UNOX) และฟิล์มท่ีเติมสารสกัดท่ี      
ออกซิไดส์ (MILD-OX และ HIGH-OX) พบว่าฟิล์มท่ีเติมสารสกดั MILD-OX และ HIGH-OX มีคา่
ความสว่าง (L*) และคา่สีแดง (a*) ต ่ากว่า ในขณะท่ีคา่สีเหลือง (b*) มีคา่สงูกว่าเม่ือเปรียบเทียบ
กบัฟิล์มท่ีเติมสารสกัด UNOX ส าหรับมุมสีและความอ่ิมตวัสีของตวัอย่างฟิล์มโปรตีนถั่วเหลือง
สกดั (ตารางท่ี 4.4) พบว่าฟิล์มทกุตวัอย่างมีมมุสีใกล้เคียงกนัโดยมีคา่ประมาณ 90o ซึ่งเป็นมมุสี
ของสีเหลือง (Handprint Media, 2001) อยา่งไรก็ตามพบวา่การเตมิสารสกดัจากใบหม่อนมีผลตอ่
ค่าความอ่ิมตวัสีของฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกัด โดยตวัอย่างฟิล์มท่ีเติมสารสกัดจากใบหม่อนมี
ความอ่ิมตวัสีสงูกวา่ตวัอยา่งควบคมุอยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05) นอกจากนีย้งัพบว่าฟิล์มท่ีเติมสาร
สกัดท่ีออกซิไดส์ (MILD-OX และ HIGH-OX) มีความอ่ิมตวัสีสูงกว่าฟิล์มท่ีเติมสารสกัด UNOX 
อยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05) 

การเปล่ียนแปลงสีของสารประกอบฟีนอลิกสามารถเกิดขึน้ได้ใน 2 ขัน้ตอน คือ 

ในขัน้ตอนการเตรียมสารสกัดและขัน้ตอนการเตรียมฟิล์ม โดยในขัน้ตอนการเตรียมสารสกัดท่ี 

ออกซิไดส์ (MILD-OX และ HIGH-OX) สารประกอบฟีนอลิกถูกออกซิไดส์ไปเป็นควิโนน และ     

ควิโนนเหลา่นีส้ามารถเกิดพอลิเมอไรเซชนัตอ่ไปได้เป็นสารประกอบเชิงซ้อนท่ีมีน า้หนกัโมเลกลุสงู

และมีสีน า้ตาล (Pierpoint, 1969) ส่วนในขัน้ตอนการเตรียมฟิล์มควิโนนสามารถเกิดปฏิกิริยาได้

กับโปรตีนและอาจได้ผลิตภัณฑ์ท่ีเป็นสารท่ีมีสี Pierpoint (1969) ศึกษาการเกิดอนัตรกิริยา
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ระหว่างออร์โธ-ควิโนนของกรดคลอโรเจนิกและออร์โธ-ควิโนนของกรดแคฟเฟอิกกับกรดอะมิโน

และเพปไทด์ และรายงานว่าออร์โธ-ควิโนนสามารถเกิดอนัตรกิริยากับโปรตีนได้ โดยกรดอะมิโน

ส่วนใหญ่ยกเว้นไลซีนและซิสเทอีนสามารถเกิดปฏิกิริยากับออร์โธ-ควิโนนท่ีหมู่แอลฟา-อะมิโน 

สว่นไลซีนเกิดปฏิกิริยากบัออร์โธ-ควิโนนท่ีต าแหนง่เอพซิลอน-อะมิโน และซิสเทอีนเกิดปฏิกิริยากบั  

ออร์โธ-ควิโนนท่ีต าแหน่งหมู่ไธออล ผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากปฏิกิริยานีเ้ป็นสารประกอบเชิงซ้อนท่ีมีสี

แตกตา่งกันไปขึน้กับชนิดของกรดอะมิโนหรือเพปไทด์ โดยส่วนใหญ่มีสีน า้ตาล ในแง่ทฤษฎีสี สี

น า้ตาลหมายถึงคล่ืนแสงในช่วงท่ีตามองเห็น (visible spectrum) ในช่วงความยาวคล่ืนท่ีสงู ได้แก่ 

สีเหลือง สีส้ม และสีแดง (Strutt, 1871) 

ตารางท่ี 4.3 ค่าสีของฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกัดท่ีเติมสารสกัดจากใบหม่อนท่ีความเข้มข้นและ
ระดบัออกซิเดชนัแตกตา่งกนั 
ตวัอยา่งฟิล์ม ปริมาณสารสกดั (%) L* a* b* 
Control 0 86.93a ± 0.80 -0.97d ± 0.75 16.57g ± 1.96                 

UNOX 2 79.49b ± 1.40 0.46c ± 0.32 24.18f ± 1.53 
 5 74.40c ± 0.93 1.89b ± 0.31 30.53d ± 0.70 
 10 69.90d ± 1.27 3.44a ± 0.45 38.12c ± 0.89 

MILD-OX 2 77.86b ± 1.38 -1.44d ± 0.45 28.35e ± 1.44 
 5 68.29d ± 1.56 0.45c ± 0.65 40.62b ± 0.74 
 10 58.00f ± 1.32 1.88b ± 0.41 45.59a ± 0.23 

HIGH-OX 2 77.56b ± 0.65 -1.55d ± 0.18 29.24de ± 0.78 
 5 68.10d ± 0.45 0.09c ± 0.22 40.20b ± 0.19 
 10 62.12e ± 1.46 0.16c ± 0.56 46.34a ± 0.50 
คา่เฉล่ีย ± สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ า้ 
a, b, c,… คา่เฉล่ียในสดมภ์เดียวกนัท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัมีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั 
(p≤0.05)                         
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ตารางท่ี 4.4 มมุสีและความอ่ิมตวัสีของฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกัดท่ีเติมสารสกัดจากใบหม่อนท่ี
ความเข้มข้นและระดบัออกซิเดชนัแตกตา่งกนั 
ตวัอยา่งฟิล์ม ปริมาณสารสกดั (%) มมุสี (o)ns ความอ่ิมตวัสี 
Control 0 86.58 ± 0.69 16.60g ± 1.96                 

UNOX 2 88.95 ± 0.67 24.18f ± 1.53 
 5 86.46 ± 0.51 30.58d ± 0.72 
 10 84.85 ± 0.55 38.27c ± 0.93 

MILD-OX 2 87.07 ± 1.03 28.39d ± 1.42 
 5 89.10 ± 0.41 40.63b ± 0.74 
 10 87.64 ± 0.51 45.63a ± 0.22 

HIGH-OX 2 86.97 ± 0.41 29.29de ± 0.78 
 5 89.73 ± 0.14 40.20b ± 1.91 
 10 89.40 ± 0.32 46.34a ± 0.50 
คา่เฉล่ีย ± สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ า้ 
a, b, c,… คา่เฉล่ียในสดมภ์เดียวกนัท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัมีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั 
(p≤0.05) 
ns คา่เฉล่ียในสดมภ์เดียวกนัไมมี่ความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p>0.05)                        

ผลท่ีได้นีส้อดคล้องกับ Hoque และคณะ (2011) ท่ีรายงานว่าสารสกัดจาก
เคร่ืองเทศ ได้แก่ อบเชย กานพล ูและโป๊ยกั๊ก มีการเปล่ียนแปลงของสีเม่ือถกูออกซิไดส์ โดยมีค่า
ความสว่าง (L*) ลดลง และคา่สีเหลือง (+b*) สงูขึน้เม่ือเปรียบเทียบกบัสารสกดัจากสมนุไพรท่ีไม่
ออกซิไดส์ เช่นเดียวกับการศึกษาก่อนหน้านีโ้ดย Pospisila และคณะ (2002) ท่ีรายงานการ
เปล่ียนแปลงของสีเม่ือสารประกอบฟีนอลิกถกูออกซิไดส์ไปเป็นควิโนน 

Nuthong และคณะ (2009) พบว่าการเติมกรดแทนนิก กรดแคฟเฟอิก และกรด    

เฟรูลิกในฟิล์มพลาสมาโปรตีนจากสกุร มีผลให้คา่ L* ลดลง แตค่า่ +a* และ +b* เพิ่มขึน้อย่างมี

นยัส าคญั (p≤0.05) เม่ือเปรียบเทียบกบัฟิล์มท่ีไม่เติมกรดฟีนอลิก นอกจากนี ้Prodpran และคณะ 
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(2012) รายงานในท านองเดียวกันส าหรับฟิล์มโปรตีนไมโอไฟบริลลาร์จากปลาตาหวานท่ีเติม

สารประกอบฟีนอลิก         

4.2.7 สภาพให้ซึมผ่านได้ของไอน า้  

ผลของความเข้มข้นและระดบัออกซิเดชนัของสารสกดัจากใบหม่อนตอ่ WVP ของ
ฟิล์มโปรตีนถัว่เหลืองสกดัแสดงดงัรูปท่ี 4.8 พบว่าฟิล์มท่ีเติมสารสกดัจากใบหม่อนมี WVP ต ่ากว่า
ตวัอยา่งควบคมุท่ีไมเ่ตมิสารสกดัอย่างมีนยัส าคญั (p≤0.05) อย่างไรก็ตามพบว่าความเข้มข้นและ
ระดบัออกซิเดชนัท่ีแตกตา่งกนัของสารสกดัไม่มีผลต่อ WVP ของตวัอย่างฟิล์ม Gonzalez และ
คณะ (2011) รายงานวา่การเตมิเจนิพินซึง่เป็นสารเช่ือมข้ามโปรตีนท าให้ WVP ของฟิล์มโปรตีนถัว่
เหลืองสกัดมีค่าลดลง ซึ่งผู้ วิจยัให้เหตผุลว่าพนัธะไฮโดรเจน อนัตรกิริยาไฮโดรโฟบิก และพนัธะ   
โควาเลนต์ท่ีเกิดขึน้ท าให้ช่องว่างภายในโครงสร้างของโปรตีนลดลง จึงส่งผลขดัขวางการซึมผ่าน
ของไอน า้ เช่นเดียวกันกับงานวิจยัก่อนหน้านีข้อง Ou และคณะ (2005) ท่ีศึกษาผลของกรด        
เฟรูลิกท่ีออกซิไดส์ตอ่สมบตัิของฟิล์มโปรตีนถัว่เหลืองสกดั พบว่าการเติมกรดเฟรูลิกท่ีออกซิไดส์มี
ผลท าให้ WVP ของตวัอยา่งฟิล์มมีคา่ลดลงอยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05) 

รูปท่ี 4.8 สภาพให้ซมึผ่านได้ของไอน า้ของฟิล์มโปรตีนถัว่เหลืองสกดัท่ีเติมสารสกดัจากใบหม่อนท่ี

ความเข้มข้นและระดบัออกซิเดชนัแตกตา่งกนั 

4.2.8 มุมสัมผัสระหว่างหยดน า้กับผิวฟิล์ม 
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 รูปท่ี 4.9 แสดงผลของความเข้มข้นและระดบัออกซิเดชันของสารสกัดจากใบ
หมอ่นตอ่มมุสมัผสั มมุสมัผสัคือคา่มมุของหยดน า้ท่ีสมัผสักบัผิวฟิล์ม โดยคา่มมุสมัผสัสมัพนัธ์กบั
อนัตรกิริยาท่ีเกิดขึน้ระหว่างหยดน า้กับผิวฟิล์ม จึงสามารถแสดงถึงสมบตัิความชอบน า้/ความไม่
ชอบน า้ของผิวฟิล์มได้ คา่มมุสมัผสัท่ีสงูแสดงถึงสมบตัคิวามไมช่อบน า้ของพืน้ผิว 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.9 มุมสมัผสัระหว่างหยดน า้กับผิวฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกดัท่ีเติมสารสกดัจากใบหม่อนท่ี

ความเข้มข้นและระดบัออกซิเดชนัแตกตา่งกนั 

จากงานวิจยันีพ้บว่าการเติมสารสกดัจากใบหม่อนสามารถปรับปรุงสมบัตคิวาม
ไม่ชอบน า้ของฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกดัได้ โดยพบว่ามมุสมัผสัของหยดน า้กับผิวฟิล์มท่ีเติมสาร
สกดัมีคา่สงูกวา่ฟิล์มท่ีไมเ่ตมิสารสกดัอยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05) ซึง่แสดงให้เห็นถึงสมบตัิความไม่
ชอบน า้ท่ีเพิ่มขึน้ของผิวฟิล์ม นอกจากนีย้งัพบว่าฟิล์มท่ีเติมสารสกดั MILD-OX หรือ HIGH-OX มี
คา่มมุสมัผสัท่ีสงูกวา่ฟิล์มท่ีเตมิสารสกดั UNOX และเม่ือความเข้มข้นของสารสกดัเพิ่มมากขึน้ มมุ
สมัผสัมีคา่เพิ่มขึน้ ผลท่ีได้นีส้อดคล้องกบังานวิจยัของ Orliac และคณะ (2002) ซึ่งรายงานว่าการ
เติมแทนนินมีผลท าให้พืน้ผิวของฟิล์มโปรตีนเมล็ดดอกทานตะวนัสกดั (sunflower seed protein 
isolate) มีสมบตัิความไม่ชอบน า้เพิ่มสงูขึน้ เช่นเดียวกบั Strauss และ Gibson (2004) ท่ีรายงาน
วา่โคอะเซอร์เวตของเจลาตนิและเพกตนิท่ีเตมิสารประกอบฟีนอลิกมีสมบตัคิวามไมช่อบน า้เพิ่มขึน้ 
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อยา่งไรก็ตาม แม้ว่าการเติมสารสกดัจากใบหม่อนจะสามารถช่วยปรับปรุงสมบตัิ
ความไม่ชอบน า้ของฟิล์มโปรตีนถัว่เหลืองสกัด แตย่งัจดัว่าพืน้ผิวของฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกดัท่ี
ผลิตในงานวิจยันีมี้สมบตัิชอบน า้ เน่ืองจากฟิล์มโปรตีนถัว่เหลืองสกัดทกุตวัอย่างมีมุมสมัผสัน้อย
กว่า 90o Förch, Schönherr และ Jenkins (2009) กล่าวว่าโดยทัว่ไปหากมมุสมัผสัมีคา่น้อยกว่า 
90o จดัวา่พืน้ผิวนัน้มีสมบตัชิอบน า้ และหากมมุสมัผสัมีคา่มากกว่า 90o จดัว่าพืน้ผิวนัน้มีสมบตัิไม่
ชอบน า้ การท่ีฟิล์มโปรตีนถัว่เหลืองสกดัมีสมบตัิชอบน า้อาจเน่ืองมาจากสมบตัิความชอบน า้ของ
โปรตีนถั่วเหลืองเอง รวมทัง้การเติมกลีเซอรอลซึ่งเป็นโมเลกุลท่ีมีสมบตัิชอบน า้เพ่ือท าหน้าท่ีเป็น 
พลาสตไิซเซอร์ (Rhim และคณะ, 2000) 

4.2.9 ความสามารถในการละลายน า้ 

 รูปท่ี 4.10 แสดงความสามารถในการละลายน า้ของฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกัด 
พบวา่ความเข้มข้นและระดบัออกซิเดชนัของสารสกดัจากใบหม่อนมีผลท าให้ความสามารถในการ
ละลายน า้ของฟิล์มลดลงอย่างมีนยัส าคญั (p≤0.05) โดยตวัอย่างฟิล์มควบคมุท่ีไม่เติมสารสกดัมี
ความสามารถในการละลายน า้สงูท่ีสดุซึง่มีคา่เทา่กบั 69.88% ความสามารถในการละลายน า้มีคา่
ลดต ่าลงเม่ือความเข้มข้นของสารสกัดเพิ่มขึน้ และสารสกัดท่ีออกซิไดส์ (MILD-OX และ HIGH-
OX) ท าให้ความสามารถในการละลายน า้ของฟิล์มลดลงได้มากกว่าสารสกัดท่ีไม่ออกซิไดส์ 
(UNOX) ผลท่ีได้นีส้อดคล้องกบังานวิจยัของ Hoque และคณะ (2011) ท่ีศกึษาผลของการเติมสาร
สกัดท่ีออกซิไดส์จากอบเชย กานพลู และโป๊ยกั๊ก ต่อความสามารถในการละลายน า้ของฟิล์ม      
เจลาตินจากหมึกกระดอง พบว่าฟิล์มท่ีไม่เติมสารสกัดมีความสามารถในการละลายน า้สูงกว่า
อยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05) 

Rawel, Kroll และ Hohl (2001) ศกึษาปฏิกิริยาระหว่างสารประกอบฟีนอลิก 

(กรดเฟรูลิก กรดคลอโรเจนิก กรดแคฟเฟอิก และกรดแกลลิก) สารท่ีเก่ียวข้อง (กรดควินิก พารา -   

ควิโนน) และสารสกดั (สารสกดัจากกาแฟ ชา มนัฝร่ัง และผลแพร์) กบัเวย์โปรตีน ผู้วิจยัรายงานว่า

สารประกอบฟีนอลิกสามารถท าปฏิกิริยากับเวย์โปรตีนและส่งผลให้ความสามารถในการละลาย

ของเวย์โปรตีนลดลง โดยการลดลงของความสามารถในการละลายขึน้อยู่กับชนิดของสาร เช่น 

กรดคลอโรเจนิก กรดแคฟเฟอิก กรดแกลลิก และพารา-ควิโนนส่งผลให้ความสามารถในการ

ละลายของเวย์โปรตีนในช่วงความเป็นกรดด่าง 4-5 ลดลงถึง 60-70% ในขณะท่ีกรดควินิกและ 
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กรดเฟรูลิกไมมี่ผลส าคญัตอ่ความสามารถในการละลายของเวย์โปรตีน ผู้วิจยัให้เหตผุลว่าปัจจยัท่ี

ส่งผลต่อความสามารถในการละลายของสารประกอบเชิงซ้อนของเวย์โปรตีนและสารประกอบ     

ฟีนอลิก ได้แก่ การเปล่ียนแปลงปริมาณของหมู่ท่ีมีประจุ (เช่น หมู่อะมิโนอิสระ) และการ

เปล่ียนแปลงปริมาณของหมู่คาร์บอกซิลอันเน่ืองมาจากการจับกันของโปรตีนกับสารประกอบ      

ฟีนอลิก 

รูปท่ี 4.10 ความสามารถในการละลายน า้ของฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกัดท่ีเติมสารสกัดจากใบ

หมอ่นท่ีความเข้มข้นและระดบัออกซิเดชนัแตกตา่งกนั 

4.2.10 ลักษณะภาคตัดขวาง  

ลกัษณะภาคตดัขวางของฟิล์มโปรตีนถัว่เหลืองสกดัท่ีเติมสารสกัดจากใบหม่อน
โดยแปรความเข้มข้นและระดบัออกซิเดชนัของสารสกดัแสดงดงัรูปท่ี 4.11 พบว่าฟิล์มท่ีเติมสาร
สกดัโดยเฉพาะอย่างยิ่งฟิล์มท่ีเติมสารสกัด MILD-OX และ HIGH-OX ปริมาณ 2% มีลกัษณะ
ภาคตดัขวางท่ีเรียบและมีความหนาแนน่สงู สมัพนัธ์กบั TS ท่ีสงูของตวัอย่างฟิล์มทัง้สอง เป็นท่ีน่า
สงัเกตว่าฟิล์มท่ีเติมสารสกดั HIGH-OX ปริมาณ 10% มีลกัษณะภาคตดัขวางท่ีมีความเรียบต ่า
กวา่ตวัอยา่งอ่ืนๆ ทัง้นีอ้าจเน่ืองมาจากการรวมตวักนัของสารประกอบฟีนอลิกท าให้ได้โครงสร้างท่ี
มีความเป็นระเบียบต ่า ผลท่ีได้นีส้อดคล้องกบังานวิจยัของ González และคณะ (2011) ท่ีศกึษา
การเตมิเจนิพินในฟิล์มโปรตีนถัว่เหลืองสกดั และพบว่ามีการรวมตวักนัของเจนิพินในบริเวณท่ีเกิด
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การเช่ือมข้าม และการรวมตัวเพิ่มมากขึน้ท่ีระดับความเข้มข้นสูงๆ ของเจนิพิน Emmambux, 
Stading และ Taylor (2004) ศึกษาการเติมแทนนินในฟิล์มโปรตีนคาฟิรินจากข้าวฟ่างและ
รายงานผลในท านองเดียวกนั 
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รูปท่ี 4.11 ลกัษณะภาคตดัขวางของฟิล์มโปรตีนถัว่เหลืองสกดัท่ีเติมสารสกดัจากใบหม่อนท่ีความ

เข้มข้นและระดบัออกซิเดชนัแตกตา่งกนั 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 

งานวิจยันีเ้ป็นการศึกษาผลของความเข้มข้นและระดบัออกซิเดชนัท่ีแตกต่างกันของสาร
สกดัฟีนอลิกจากใบหมอ่นตอ่สมบตัขิองฟิล์มโปรตีนถัว่เหลืองสกดั 

ส าหรับการเตรียมสารสกดัฟีนอลิกจากใบหมอ่น ในงานวิจยันีไ้ด้แปรระดบัออกซิเดชนัของ
สารสกดัออกเป็น 3 ระดบั ได้แก่ สารสกดัท่ีไม่ออกซิไดส์ (UNOX) สารสกดัท่ีออกซิไดส์ในระดบัต ่า 
(MILD-OX) และสารสกัดท่ีออกซิไดส์ในระดบัสูง (HIGH-OX) พบว่าเม่ือระดบัออกซิเดชนัเพิ่ม
สงูขึน้ ผงสารสกัดจากใบหม่อนมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทัง้หมดลดต ่าลงอย่างมีนยัส าคญั 
(p≤0.05) โดยผงสารสกดั UNOX, MILD-OX และ HIGH-OX มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
ทัง้หมดเท่ากบั 75.3, 72.4 และ 59.2 mg gallic acid equivalent/g โดยน า้หนกัแห้ง ตามล าดบั 
ทัง้นีเ้น่ืองจากสารประกอบฟีนอลิกในใบหม่อนสามารถถกูออกซิไดส์โดยออกซิเจนและออกซิไดซิ่ง
เอนไซม์ท่ีมีอยูต่ามธรรมชาตใินใบหมอ่นและได้ควิโนนเป็นผลิตภณัฑ์ของปฏิกิริยา 

ในการศึกษาผลของความเข้มข้นและระดบัออกซิเดชนัท่ีแตกต่างกันของสารสกัดจากใบ
หมอ่นตอ่สมบตัขิองฟิล์มโปรตีนถัว่เหลืองสกดั พบว่าความเข้มข้นของสารสกดั (0, 2, 5 และ 10%) 
และระดบัออกซิเดชนัของสารสกดั (UNOX, MILD-OX และ HIGH-OX) ไม่มีผลตอ่ความหนาของ
ฟิล์ม โดยพบวา่ฟิล์มทกุตวัอยา่งมีความหนาใกล้เคียงกนัโดยมีคา่อยูใ่นชว่ง 0.129-0.133 mm 

ส าหรับสมบตัิเชิงกลของฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกัด ในงานวิจยันีพ้บว่าการเติมสารสกัด
จากใบหม่อนมีผลตอ่ความต้านทานแรงดงึขาด (TS) โดยการเติมสารสกดั UNOX เข้มข้น 10%, 
MILD-OX เข้มข้น 2% และ HIGH-OX เข้มข้น 2% ท าให้ TS ของฟิล์มมีค่าเพิ่มขึน้อย่างมี
นยัส าคญั (p≤0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับตวัอย่างควบคุมท่ีไม่เติมสารสกัด การท่ีสามารถใช้สาร
สกดั MILD-OX และ HIGH-OX ท่ีความเข้มข้นต ่ากว่าสารสกดั UNOX เพ่ือท าให้เกิดการเพิ่มขึน้
ของ TS ท่ีสังเกตได้ เป็นผลเน่ืองมาจากการเปล่ียนแปลงของสารประกอบฟีนอลิกเม่ือถูก
ออกซิเดชนัไปเป็นควิโนนซึ่งมีประสิทธิภาพสูงกว่าในการเป็นสารเช่ือมข้ามโปรตีน การเช่ือมข้าม
ของโปรตีนสามารถยืนยนัได้จากการศึกษารูปแบบของแถบโปรตีนโดย SPS-PAGE โดยพบการ
ลดลงของความเข้มของแถบโปรตีนท่ีมีน า้หนกัโมเลกลุต ่าในตวัอย่างฟิล์มดงักล่าว อย่างไรก็ตาม
การเติมสารสกดั MILD-OX และ HIGH-OX ท่ีระดบัความเข้มข้นสงู คือ 5 และ 10% ส่งผลให้ TS 
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มีค่าลดต ่าลง เน่ืองจากการรวมตวักันของสารประกอบฟีนอลิก ในขณะท่ีความเข้มข้นและระดบั
ออกซิเดชนัของสารสกดัไม่ส่งผลตอ่การยืดตวัถึงจดุขาด (EB) ของฟิล์มโปรตีนถัว่เหลืองสกดัอย่าง
มีนยัส าคญั (p>0.05)   

ส าหรับความโปร่งแสง พบว่าฟิล์มท่ีเติมสารสกดัมีความโปร่งแสงต ่ากว่าฟิล์มท่ีไม่เติมสาร
สกดัอยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05) และการเตมิสารสกดัยงัท าให้ความสว่าง (L*) ของฟิล์มมีคา่ลดลง 
ในขณะท่ีสีแดง (+a*) และสีเหลือง (+b*) มีคา่เพิ่มขึน้ ฟิล์มทกุตวัอย่างมีมมุสีใกล้เคียงกนัโดยมี
คา่ประมาณ 90o ซึ่งเป็นคา่มมุสีของสีเหลือง อย่างไรก็ตามการเติมสารสกดัมีผลตอ่ความอ่ิมตวัสี
ของฟิล์ม โดยฟิล์มท่ีเติมสารสกดัท่ีออกซิไดส์ (MILD-OX และ HIGH-OX) มีความอ่ิมตวัสีสงูกว่า
ฟิล์มท่ีเติมสารสกัด UNOX และฟิล์มควบคมุ ค่าสีแดง ค่าสีเหลือง และความอ่ิมตวัสีท่ีเพิ่มขึน้นี ้
เน่ืองมาจากการเปล่ียนสีของสารประกอบฟีนอลิกเม่ือถกูออกซิไดส์ไปเป็นควิโนน รวมทัง้การเกิด
เป็นสารประกอบเชิงซ้อนท่ีมีสีเม่ือสารประกอบฟีนอลิกท าปฏิกิริยากบัโปรตีน 

การเตมิสารสกดัจากใบหมอ่นสามารถช่วยปรับปรุงสมบตัิความไม่ชอบน า้ของพืน้ผิวฟิล์ม
โปรตีนถั่วเหลือง ซึ่งเห็นได้จากค่ามมุสมัผสัระหว่างหยดน า้กับผิวฟิล์มท่ีเพิ่มขึน้ในตวัอย่างฟิล์มท่ี
เตมิสารสกดัเม่ือเปรียบเทียบกบัตวัอย่างควบคมุ นอกจากนีก้ารเติมสารสกดัจากใบหม่อนยงัมีผล
ให้ฟิล์มมีสภาพให้ซึมผ่านได้ของไอน า้ (WVP) และความสามารถในการละลายน า้ลดลงอย่างมี
นยัส าคญั (p≤0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับตวัอย่างควบคมุ สมบตัิการต้านทานความชืน้ท่ีเพิ่มขึน้นี ้
เน่ืองมาจากการเกิดการเช่ือมข้ามโปรตีนท่ีมากขึน้ท าให้ฟิล์มมีโครงสร้างท่ีหนาแน่นขึน้ดงัเห็นได้
จากลกัษณะภาคตดัขวางของฟิล์ม  
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ภาคผนวก ก 

ลักษณะเฉพาะของผลติภัณฑ์ (PRODUCT SPECIFICATION) 

ก. 1 โปรตีนถ่ัวเหลืองสกัด (ที่มา: บริษัท ไมท์ตี ้อินเตอร์เนช่ันแนล จ ากัด) 

PRODUCT NAME: Isolated soy protein 
DESCRIPTION:  Isolated soy protein is a soluble, dispersible product developed 

for use in food systems where a highly functional protein is 
required. 

ANALYSIS: 
 Moisture:    Max 6.0% 
Protein:     Min 90% 
Fat (petroleum ether):   Max 1% 
Fat (acid hydrolysis):   Max 4% 
Ash:     Max 5% 
pH (10% solution):   7.0-7.4 
Calories (per 100 g):   380 
Sieve test (pass through #100):  Min 90% 
Standard plate count:   Max 10,000/g 
Salmonella:    Negative 
E. coli:     Negative 
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ภาคผนวก ข 

กราฟเทียบมาตรฐาน 

ข.1 กราฟเทียบมาตรฐานส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทัง้หมดด้วย
วิธี Folin-Ciocalteu 
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ข.2 กราฟเทียบมาตรฐานส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี modified Lowry 
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ข.3 รูปตัวอย่างฟิล์ม 
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รูปท่ี ข.3 ฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกัดท่ี เติมสารสกัดจากใบหม่อนท่ีความเข้มข้นและระดับ

ออกซิเดชนัแตกตา่งกนั 
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ภาคผนวก ค 

ข้อมูลผลการทดลอง 
 
ตารางท่ี ค.1 ความต้านทานแรงดงึขาดของฟิล์มโปรตีนถัว่เหลืองสกดัท่ีเติมสารสกดัจากใบหม่อน
ท่ีความเข้มข้นและระดบัออกซิเดชนัแตกตา่งกนั 
ตวัอยา่งฟิล์ม ปริมาณสารสกดั (%) ความต้านทานแรงดงึขาด (MPa) 

Control 0 0.77d ± 0.05  

UNOX 2 0.77d ± 0.02  
 5 0.78d ± 0.03  
 10 0.95b ± 0.04 

MILD-OX 2 0.98b ± 0.09 
 5 0.86c ± 0.01 
 10 0.86c ± 0.02 

HIGH-OX 2 1.24a ± 0.04 
 5 0.78d ± 0.02 
 10 0.76d ± 0.02  
คา่เฉล่ีย ± สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ า้ 
a, b, c,… คา่เฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัมีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั (p≤0.05)  
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ตารางท่ี ค.2 การยืดตัวถึงจุดขาดของฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกัดท่ีเติมสารสกัดจากใบหม่อนท่ี
ความเข้มข้นและระดบัออกซิเดชนัแตกตา่งกนั 
ตวัอยา่งฟิล์ม ปริมาณสารสกดั (%) การยืดตวัถึงจดุขาด (%)ns 
Control 0 93.03 ± 1.15  

UNOX 2 93.40 ± 13.53  
 5 92.36 ± 16.31  
 10 88.38 ± 8.46 

MILD-OX 2 89.08 ± 5.94 
 5 93.63 ± 17.31 
 10 94.86 ± 3.35 

HIGH-OX 2 87.04 ± 0.45 
 5 91.70 ± 1.60 
 10 91.70 ± 1.60 
คา่เฉล่ีย ± สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ า้ 
ns คา่เฉล่ียไมมี่ความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั (p>0.05)  
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ตารางท่ี ค.3 ร้อยละของแสงส่องผ่านของฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกดัท่ีเติมสารสกดัจากใบหม่อนท่ี
ความเข้มข้นและระดบัออกซิเดชนัแตกตา่งกนั 
ตวัอยา่งฟิล์ม ปริมาณสารสกดั (%) คา่แสงสอ่งผา่น (%) 
Control 0 67.56a ± 0.96  

UNOX 2 58.66b ± 1.82  
 5 49.46d ± 0.96  
 10 42.09e ± 1.69 

MILD-OX 2 55.11c ± 0.20 
 5 33.92f ± 1.40 
 10 24.40g ± 1.98 

HIGH-OX 2 59.43b ± 3.10 
 5 35.82f ± 2.33 
 10 26.46g ± 1.73 
คา่เฉล่ีย ± สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ า้ 
a, b, c,… คา่เฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัมีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั (p≤0.05)  
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ตารางท่ี ค.4 สภาพให้ซึมผ่านได้ของไอน า้ของฟิล์มโปรตีนถั่วเหลืองสกัดท่ีเติมสารสกัดจากใบ
หมอ่นท่ีความเข้มข้นและระดบัออกซิเดชนัแตกตา่งกนั 
ตวัอยา่งฟิล์ม ปริมาณสารสกดั (%) สภาพให้ซมึผา่นได้ของไอน า้ (g mm/m2 h Pa) 
Control 0 0.743a ± 0.031  

UNOX 2 0.617b ± 0.021  
 5 0.600b ± 0.056  
 10 0.600b ± 0.056 

MILD-OX 2 0.630b ± 0.036 
 5 0.630b ± 0.050 
 10 0.597b ± 0.035 

HIGH-OX 2 0.650b ± 0.121 
 5 0.617b ± 0.035 
 10 0.627b ± 0.035 
คา่เฉล่ีย ± สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ า้ 
a, b คา่เฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05)  
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ตารางท่ี ค.5 มมุสมัผสัระหวา่งหยดน า้กบัผิวฟิล์มโปรตีนถัว่เหลืองสกดัท่ีเติมสารสกดัจากใบหม่อน
ท่ีความเข้มข้นและระดบัออกซิเดชนัแตกตา่งกนั 
ตวัอยา่งฟิล์ม ปริมาณสารสกดั (%) มมุสมัผสัระหวา่งหยดน า้กบัผิวฟิล์ม (o) 
Control 0 36.57e ± 4.726  

UNOX 2 44.64d ± 2.332  
 5 48.78d ± 3.268  
 10 60.66b ± 4.205 

MILD-OX 2 64.88b ± 1.670 
 5 63.86b ± 1.161 
 10 75.20a ± 2.230 

HIGH-OX 2 55.72c ± 0.609 
 5 65.47b ± 3.869 
 10 79.08a ± 1.030 
คา่เฉล่ีย ± สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ า้ 
a, b, c,… คา่เฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัมีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั (p≤0.05)  
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ตารางท่ี ค.6 ความสามารถในการละลายน า้ของโปรตีนถัว่เหลืองสกดัท่ีเติมสารสกดัจากใบหม่อน
ท่ีความเข้มข้นและระดบัออกซิเดชนัแตกตา่งกนั 
ตวัอยา่งฟิล์ม ปริมาณสารสกดั (%) ความสามารถในการละลายน า้ (%) 
Control 0 69.88a ± 5.921  

UNOX 2 50.73b ± 1.725  
 5 45.80bc ± 4.124  
 10 43.66bc ± 1.845 

MILD-OX 2 45.89bc ± 1.217 
 5 43.46bc ± 0.431 
 10 40.13c ± 2.445 

HIGH-OX 2 45.23bc ± 0.020 
 5 43.38bc ± 2.801 
 10 40.91c ± 3.732 
คา่เฉล่ีย ± สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ า้ 
a, b, c คา่เฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05)  
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 

นางสาวสภุารัตน์ แสงเนตร เกิดเม่ือวนัท่ี 30 กนัยายน พ.ศ. 2530 ท่ีจงัหวดัสระแก้ว ส าเร็จ
การศึกษาระดับวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีการอาหาร จาก
มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ เม่ือปีการศึกษา 2552 และเข้าศึกษาต่อในหลักสูตรวิทยาศาสตร
มหาบณัฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีทางอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เม่ือปี
การศกึษา 2553 
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