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บทที ่4 
 

ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 
 

การศึกษาองคป์ระกอบทางเคมี สมบติัเชิงหนา้ท่ี และการออกฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนั
ของโปรตีนถั่วหร่ังไฮโดรไลเสต มีผลการศึกษาประกอบด้วย (1) องค์ประกอบโดยประมาณ 
(Proximate composition) ของวตัถุดิบ ไดแ้ก่ แป้งถัว่หร่ังและแป้งถัว่หร่ังท่ีผา่นการสกดัไขมนัออก 
(2) การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสต ศึกษาองคป์ระกอบโดยประมาณ และปริมาณสารตา้นโภชนาการ
ของโปรตีนถั่วหร่ังเข้มข้น (BPC) และโปรตีนถั่วหร่ังไฮโดรไลเสตท่ีผ่านการย่อยสลายด้วย
เอนไซมอ์ลัคาเลส (BPCH-A) หรือเอนไซมฟ์ลาโวไซม์ (BPCH-F)  (4) ศึกษาสมบติัเชิงหนา้ท่ีของ
โปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้และโปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสต (5) ศึกษาสมบติัการตา้นออกซิเดชนัของ
โปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้และโปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสต และ (6) การใช้โปรตีนไฮโดรไลเสตจาก
ถัว่หร่ังเป็นสารเสริมฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระของผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมชาเขียว 

4.1 การศึกษาองค์ประกอบโดยประมาณ (proximate composition) ของวตัถุดิบ: แป้งถั่วหร่ังและ
แป้งถั่วหร่ังทีผ่่านการสกดัไขมันออก  

การศึกษาองค์ประกอบโดยประมาณของแป้งถัว่หร่ังและแป้งถัว่หร่ังท่ีผ่านการ
สกัดไขมันออก แสดงผลการทดลองในตารางท่ี 6 พบว่าแป้งถั่วหร่ังมีองค์ประกอบหลักเป็น
คาร์โบไฮเดรตร้อยละ 54.12 โปรตีนร้อยละ 17.43 และไขมนัร้อยละ 13.18 สอดคล้องกบัการ
รายงานของ Yusuf et al. (2008) และกรมวชิาการเกษตร (2555) ท่ีพบวา่แป้งถัว่หร่ังมีคาร์โบไฮเดรต 
โปรตีน และไขมนั อยู่ในช่วงร้อยละ 58-61, 15-19 และ 6-8 ตามล าดบั จากผลการรายงานของ 
Duke, (1986) และ Belitz et al. (2009)  พบวา่โปรตีนในแป้งถัว่หร่ังมีปริมาณต ่ากวา่ถัว่ลิสงและถัว่
เหลืองซ่ึงมีปริมาณโปรตีนประมาณร้อยละ 31 และ 41 ตามล าดบั แต่พบว่าแป้งถัว่หร่ังมีปริมาณ
โปรตีนสูงใกลเ้คียงกบัแป้งถัว่เขียว ท่ีมีองคป์ระกอบเป็นโปรตีนประมาณร้อยละ 19  แป้งถัว่หร่ังจึง
ถือเป็นแหล่งท่ีดีของโปรตีนอาหารจากพืชอีกแหล่งหน่ึง ในการศึกษาคร้ังน้ีผูว้ิจยัได้ท าการสกดั
ไขมนัออกจากแป้งถัว่หร่ังดว้ยตวัท าละลายผสมระหว่างคลอโรฟอร์มและเอทานอล (อตัราส่วน 
9:1) พบวา่สามารถก าจดัไขมนัออกจากแป้งถัว่หร่ังไดป้ระมาณร้อยละ 50 (ลดลงจากร้อยละ 13.18 
เหลือเพียงร้อยละ 6.94) และพบว่าแป้งถัว่หร่ังมีโปรตีนเขม้ขน้ข้ึนจากร้อยละ17.43 เป็นร้อยละ 
35.64 ในขณะท่ีปริมาณความช้ืน ไขมนั เถ้าและคาร์โบไฮเดรตมีค่าลดลง เน่ืองจากการสกดัแยก
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ไขมนัออกจากแป้งถัว่หร่ังท าให้แป้งถัว่หร่ังมีปริมาณโปรตีนเขม้ขน้มากข้ึน ผูว้ิจยัจึงเตรียมแป้งถัว่ 
หร่ังโดยสกดัไขมนัออกจากแป้งถัว่หร่ังก่อนการสกดัแยกโปรตีนเพื่อผลิตเป็นโปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้ 

 

ตารางที ่6 องคป์ระกอบโดยประมาณของแป้งถัว่หร่ัง และแป้งถัว่หร่ังท่ีสกดัไขมนัออก  
 Proximate composition of bambara groundnut flour (BF) and defatted bambara grounut 
flour (DBF) 
 
 
            
 
 
 
 
 

 

               #Total carbohydrate is calculated by difference 
               * Values are given as mean ± SD from triplicate determinations.  

                   Different superscripts (a-d) in the same row represent the significante differences at p< 0.05 
 
 
 

4.2 การผลติโปรตีนไฮโดรไลเสต 
 4.2.1 ผลของระยะเวลาต่อระดับการย่อยสลายของโปรตีน 

  การศึกษาผลของระยะเวลาต่อระดบัการย่อยสลายของ BPC ท่ีเตรียมเป็น
สารละลายเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร ยอ่ยสลายโปรตีนดว้ยเอนไซมอ์ลัคาเลสหรือ
เอนไซมฟ์ลาโวไซมภ์ายใตส้ภาวะท่ีก าหนด และตรวจสอบระดบัการย่อยสลายท่ีระยะเวลา 0 ถึง 
360 นาที พบวา่การยอ่ยสลาย BPC ดว้ยเอนไซมท์ั้งสองชนิดมีลกัษณะเส้นกราฟของการยอ่ยสลาย 
(Time-hydrolysis curve) ท่ีคลา้ยกนัคือ ในช่วง 60 นาทีแรกของการยอ่ยสลาย โปรตีนมีอตัราการ
ยอ่ยสลาย (พิจารณาจากความชนัของเส้นกราฟ) สูงข้ึนอยา่งเห็นไดช้ดั  แต่เม่ือระยะเวลาการยอ่ย
สลายเพิ่มข้ึนจาก 60 นาทีเป็น 180 นาที พบว่าการย่อยสลายดว้ยเอนไซมท์ั้ง 2 ชนิดท่ีระดบัความ
เขม้ขน้เอนไซมร้์อยละ 1 มีอตัราการยอ่ยสลายลดลงและมีแนวโนม้คงท่ี ในขณะท่ีการใชเ้อนไซม์ทั้ง 
2 ชนิดท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 3 มีอตัราการยอ่ยสลายเพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ือง และเม่ือท าการยอ่ยสลาย
โปรตีนท่ีระยะเวลานานกวา่ 180 นาที พบวา่โปรตีนมีระดบัการยอ่ยสลายเพิ่มข้ึนเพียงเล็กนอ้ยและมี

Compositions  
(% wet wt.)* 

BF DBF 

Moisture 10.79 ± 0.13b  8.97 ± 1.38a 
Protein 17.43 ± 0.23a 35.64 ± 0.20b 
Fat 13.18 ± 1.14b   6.94 ± 0.62a 
Ash   4.48 ± 0.20a   4.32 ± 0.14a 
Total carbohydrate# 54.12 ± 0.43b 44.13 ± 0.59a 
Crude fiber  3.27 ± 0.10b  2.23 ± 0.29a 
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แนวโนม้คงท่ี อยา่งไรก็ตามพบวา่ระดบัการยอ่ยสลายของโปรตีนมีระดบัการยอ่ยสลายสูงสุดเม่ือท า
การยอ่ยสลายโปรตีนท่ีระยะเวลา 360 นาที (รูปท่ี 2) สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Zhu et al. (2006) ท่ี
พบวา่การยอ่ยสลายโปรตีนจากจมูกขา้วสาลีดว้ยเอนไซมอ์ลัคาเลสจะมีระดบัการยอ่ยสลายเพิ่มข้ึน
อยา่งรวดเร็วในช่วง 60 นาทีแรกและมีระดบัการยอ่ยสลายของโปรตีนสูงสุดเท่ากบัร้อยละ 25 เม่ือ
ระยะเวลาผา่นไป 360 นาที เม่ือพิจารณาท่ีระยะเวลาการยอ่ยสลายเดียวกนั พบวา่การยอ่ยสลาย BPC 
ดว้ยเอนไซม์อลัคาเลสมีระดบัการย่อยสลายของโปรตีนสูงกว่าการย่อยสลายดว้ยเอนไซม์ฟลาโว
ไซม ์และพบวา่เอนไซมอ์ลัคาเลสท่ีความเขม้ขน้เพียงร้อยละ 1 มีระดบัการยอ่ยสลายของโปรตีนสูง
กวา่การยอ่ยสลายดว้ยเอนไซมฟ์ลาโวไซมใ์นทุกระดบัความเขม้ขน้ท่ีทดสอบ (เขม้ขน้ร้อยละ 1 และ 
3) (รูปท่ี 2)  ในการทดลองคร้ังน้ีเน่ืองจากผูว้ิจยัตอ้งการหาระยะเวลาท่ีสามารถยอ่ยสลาย BPC ดว้ย
เอนไซมท์ั้งสองชนิดใหมี้ระดบัการยอ่ยสลายสูงสุด ดงันั้นผูว้จิยัจึงเลือกระยะเวลาการยอ่ยสลาย 360 
นาที เป็นระยะเวลาท่ีจะใช้ในการศึกษาขั้นตอนต่อไป (การศึกษาผลของปริมาณเอนไซมต่์อระดบั
การยอ่ยสลายของโปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้) 

 
 

 
 

รูปที ่2     การเปล่ียนแปลงระดบัการยอ่ยสลาย (DH) ของโปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้ท่ียอ่ยสลายดว้ย 
เอนไซมอ์ลัคาเลสหรือเอนไซมฟ์ลาโวไซมท่ี์ระดบัความเขม้ขน้ต่างๆของเอนไซม ์ 
(น ้าหนกัต่อน ้าหนกัโปรตีน) ขอ้มูลมาจากการด าเนินการทดลอง 2 ซ ้ า   
DH changes of bambara groundnut protein concentrate (BPC) during hydrolysis using 
Alcalase or Flavourzyme at various enzyme concentration (w/w protein). Each data was 
the mean of duplicate measurement.
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4.2.2 ผลของปริมาณเอนไซมต่์อระดบัการยอ่ยสลายของโปรตีน 
  จากการย่อยสลาย BPC ดว้ยเอนไซม์อลัคาเลสหรือเอนไซม์ฟลาโวไซม์ท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ของเอนไซมแ์ตกต่างกนั 6 ระดบั คือ ร้อยละ 0.5,  1,  2.5,  5,  7.5 และ 10 โดยน ้ าหนกั
เอนไซมต่์อน ้ าหนกัโปรตีนทั้งหมดในสารละลาย เป็นเวลานาน 360 นาที ตรวจสอบระดบัการยอ่ย
สลายของ BPC จากนั้นสร้างกราฟความสัมพนัธ์ระหว่างลอการิทึมฐาน 10 (Log10) ของความ
เขม้ขน้ของเอนไซม์ท่ีใช้กบัระดบัการย่อยสลาย (%) พบว่าไดก้ราฟความสัมพนัธ์เส้นตรงและมี
สมการเชิงเส้นดงัแสดงในรูปท่ี 3 จากผลการทดลองสามารถยืนยนัได้ว่าเอนไซม์อลัคาเลสมี
ประสิทธิภาพการยอ่ยสลายโปรตีนถัว่หร่ังไดดี้กวา่เอนไซมฟ์ลาโวไซม ์พิจารณาจากระดบัการยอ่ย
สลายท่ีมีค่าสูงกวา่ในทุกระดบัความเขม้ขน้ท่ีศึกษา จากความสัมพนัธ์ดงักล่าวสามารถใชค้  านวณหา
ความเขม้ขน้ของเอนไซมท่ี์ตอ้งใชใ้นการท าปฏิกิริยา (ค่า X ในสมการ) เพื่อก าหนดระดบัการยอ่ย
สลายของโปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสตท่ีตอ้งการผลิต (ค่า Y ในสมการ) ในการศึกษาคร้ังน้ีเพื่อให้
ไดโ้ปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสตท่ีมีระดบัการยอ่ยสลายแตกต่างกนั 3 ระดบั คือ ระดบัสูง ระดบักลาง 
และระดบัต ่า ภายใตค้วามสามารถในการยอ่ยสลายโปรตีนถัว่หร่ังของเอนไซมแ์ต่ละชนิด ผูว้ิจยัจึง
ก าหนดระดบัการยอ่ยสลายร้อยละ 10, 20 และ 30 ส าหรับการยอ่ยสลายดว้ยเอนไซมอ์ลัคาเลส(จาก
การค านวณเพื่อใหไ้ดร้ะดบัการยอ่ยสลายร้อยละ 10, 20 และ 30 พบวา่ตอ้งใชเ้อนไซมอ์ลัคาเลสเป็น
ปริมาณ 0.86, 1.28  และ 13.8 (g:100g protein) และร้อยละ 5, 10 และ 15 ส าหรับการยอ่ยสลายดว้ย
เอนไซมฟ์ลาโวไซม์ พบวา่ตอ้งใชเ้อนไซมฟ์ลาโวไซมเ์ป็นปริมาณ 0.68, 4.03 และ 23.80 (g :100 g 
protein) โปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสตท่ีผลิตไดจ้ะถูกน าไปศึกษาองค์ประกอบทางเคมี สมบติัเชิง
หนา้ท่ีและการเป็นสารตา้นออกซิเดชนัในการศึกษาขั้นตอนถดัไป 
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รูปที ่3    ความสัมพนัธ์ระหวา่ง log10 ความเขม้ขน้ของเอนไซมแ์ละระดบัการยอ่ยสลายของโปรตีน
ถัว่หร่ังท่ียอ่ยสลายดว้ยเอนไซมอ์ลัคาเลสหรือเอนไซม์ฟลาโวไซม ์ปฏิกิริยาการยอ่ยสลาย
ด าเนินภายใต ้พีเอช 8 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ส าหรับการยอ่ยสลายดว้ยเอนไซม์อลั
คาเลสและพีเอช 7 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสส าหรับการยอ่ยสลายดว้ยเอนไซม์ฟลาโว
ไซม ์        
Relationship between log10 enzyme concentration and degree of hydrolysis (%) in 
enzymatic hydrolysis of BPC using Alcalase or Flavourzyme. The reaction was 
performed for 6 h at 50C, pH 8.0 for Alcalase  and 60C, pH 7.0 for Flavourzyme.  

 
4.3 การศึกษาองค์ประกอบโดยประมาณ (Proximate composition) และปริมาณสารต้านโภชนาการ
ของโปรตีนถั่วหร่ังเข้มข้น (BPC) และโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์อัล
คาเลส (BPCH-A) หรือเอนไซม์ฟลาโวไซม์ (BPCH-F) 

จากการสกดัแยกโปรตีนจากแป้งถัว่หร่ังดว้ยวิธีตกตะกอน ณ จุดไอโซอิเล็กตริก 
(Isoelectric point; pI) แลว้ท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งในรูปผง ไดเ้ป็น BPC พบวา่ BPC ท่ีผลิตไดมี้
ปริมาณผลผลิต (Production yield) ของโปรตีนผงร้อยละ 11.53 โดยน ้ าหนกัโปรตีนผงต่อน ้ าหนกั
แป้งถัว่หร่ังเร่ิมตน้ มีปริมาณโปรตีนร้อยละ 66.83 ซ่ึงเป็นปริมาณโปรตีนท่ีสูงในระดบัโปรตีน
เขม้ขน้ (Protein concentrate) มีปริมาณคาร์โบไฮเดรตร้อยละ 29.23 และไขมนัร้อยละ 2.28  ดงั
แสดงในตารางท่ี 7  เม่ือพิจารณาปริมาณผลผลิตของโปรตีนผง พบว่าการศึกษาคร้ังน้ีมีปริมาณ
ผลผลิตนอ้ยกวา่เม่ือเปรียบการศึกษาของ Mune et al. (2011) ท่ีสกดัแยกโปรตีนจากแป้งถัว่หร่ัง 
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โดยใชส้ภาวะด่างท่ีพีเอช 8.99  ตกตะกอนโปรตีนท่ีพีเอช 4.5 และอบแห้งเป็นโปรตีนผงดว้ยเตาอบ
แบบลมร้อน (50 องศาเซลเซียส นาน 48 ชัว่โมง) ไดป้ริมาณผลผลิตของโปรตีนผงประมาณร้อยละ 
27 ทั้งน้ีปริมาณผลผลิตท่ีนอ้ยอาจเกิดจากการสูญเสียโปรตีนไปบางส่วนในขั้นตอนการผลิต เช่น 
การสูญเสียโปรตีนท่ีละลายไดใ้นกรด (Acid-soluble protein)  ท่ีอาจเกิดข้ึนในขั้นตอนการปรับพี
เอชให้เท่ากบั 4.5 เพื่อตกตะกอนโปรตีน นอกจากน้ีการได้ปริมาณผลผลิตของโปรตีนน้อยอาจ
เน่ืองจากประสิทธิภาพในการตกตะกอนโปรตีน จากงานวิจยัของ Chew et al. (2003) พบวา่การ
สกดัโปรตีนจากถัว่ Australian sweet lupin ดว้ยสภาวะด่าง (pH 8-9) แมจ้ะสามารถท าละลาย
โปรตีนไดถึ้งร้อยละ 87 แต่สามารถสกดัแยกโปรตีนดว้ยวิธีตกตะกอน ณ จุดไอโซอิเล็กตริก (pH) 
ไดเ้พียงร้อยละ 59 ของปริมาณโปรตีนทั้งหมดในสารละลาย    
  ผลการศึกษาองคป์ระกอบโดยประมาณของ BPCH-A และ BPCH-F  (ตารางท่ี 7) 
พบวา่เม่ือระดบัการยอ่ยสลายของโปรตีนเพิ่มข้ึนปริมาณโปรตีนท่ีวิเคราะห์ไดมี้แนวโนม้ลดลง โดย
มีปริมาณโปรตีนเท่ากบัร้อยละ 64.47, 65.78 และ 62.72 ส าหรับ BPCH-A ท่ีระดบัการยอ่ยสลาย
ของโปรตีนเท่ากบัร้อยละ 10, 20 และ 30 ตามล าดบั และมีปริมาณโปรตีนเท่ากบัร้อยละ 55.89, 
57.91 และ 45.57 ส าหรับ BPCH-F ท่ีระดบัการยอ่ยสลายของโปรตีนเท่ากบัร้อยละ 5, 10 และ 15 
ตามล าดบั การยอ่ยสลายโปรตีนดว้ยเอนไซมใ์ห้มีระดบัระดบัการยอ่ยสลายท่ีสูงข้ึนอาจมีผลต่อการ
ลดปริมาณโปรตีนไนโตรเจนไดเ้ล็กนอ้ย จากการศึกษาของ Sèvestre และ Wen-shui (2006) พบวา่
การยอ่ยสลายโปรตีนเคซีนดว้ยเอนไซมโ์ปรตาแม็ก (Protamax) มีปริมาณโปรตีนไนโตรเจนลดลง
จากร้อยละ 85.89 เป็นร้อยละ 76.67   เม่ือระดบัการยอ่ยสลายของโปรตีนเพิ่มข้ึนจากร้อยละ 5 เป็น
ร้อยละ 20 ซ่ึงผูว้ิจยัวิจารณ์ผลการทดลองว่าเกิดจากการเปล่ียนแปลงปริมาณของสารประกอบ
ไนโตรเจนท่ีไม่ใช่โปรตีน (Non protein nitrogen) จากผลการทดลองคร้ังน้ี เม่ือพิจารณาปริมาณ
โปรตีนของ BPCH-F จะเห็นวา่ BPCH-F ทั้ง 3 ระดบัการย่อยสลาย มีปริมาณโปรตีนไนโตรเจน
ลดลงอย่างเห็นได้ชัด โดยเฉพาะท่ีระดับการย่อยสลายของโปรตีนร้อยละ 15 เน่ืองมาจากใน
การศึกษาคร้ังน้ีท าการผลิต BPCH-F โดยการเติมเอนไซมฟ์ลาโวไซมใ์นรูปเม็ด (Granule in form)  
และจากการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนไนโตรเจนของเอนไซมฟ์ลาโวไซม์ในรูปเม็ด พบวา่มีโปรตีน
เป็นองค์ประกอบเพียงร้อยละ 5.95 ซ่ึงอีกร้อยละ 94.05 ขององค์ประกอบอาจเป็นสารกลุ่ม
คาร์โบไฮเดรตท่ีใช้เป็นสารช่วยในการยึดเกาะ (Binder agent) เม่ือเติมเอนไซม์ในรูปเม็ดลงใน
ระบบเพื่อย่อยสลายโปรตีนและท าแห้งโปรตีนไฮโดรไลเสตเป็นผง จึงท าให้สัดส่วนของ
คาร์โบไฮเดรต (ร้อยละโดยน ้ าหนกัต่อน ้ าหนกัโปรตีน) เพิ่มข้ึน ท าให้ BPCH-F มีปริมาณโปรตีน
ต ่าลงเม่ือระดบัการย่อยสลายสูงข้ึน (เติมเอนไซม์มากข้ึน) โดยในการทดลองคร้ังน้ีผูว้ิจยัได้เติม
เอนไซมฟ์ลาโวไซม์ในรูปแบบเม็ดเป็นปริมาณร้อยละ 0.68, 4.03 และ 23.81 (โดยน ้ าหนกัเอนไซม์
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ต่อปริมาณโปรตีนทั้งหมดในสารละลาย) ส าหรับการย่อยท่ีระดบัการย่อยสลายของโปรตีน    
เท่ากบัร้อยละ  5, 10 และ 15 ตามล าดบั จึงท าให้ปริมาณโปรตีนลดลงเป็นสัดส่วนกบัปริมาณ
คาร์โบไฮเดรตท่ีเพิ่มข้ึนดงักล่าว นอกจากน้ีพบวา่ปริมาณไขมนัของ BPCH-A และ BPCH-F  มีค่า
อยูใ่นช่วงระหวา่งร้อยละ 0.76-3.77 และร้อยละ 1.03-3.62 ตามล าดบั โดยจากผลการทดลองพบวา่
ปริมาณไขมนัของโปรตีนไฮโดรไลเสตมีความแปรปรวนตามระดบัการยอ่ยสลายของโปรตีน โดย
ท่ีระดบัการยอ่ยสลายร้อยละ 20 และ 10 ส าหรับ BPCH-A และ BPCH-F ตามล าดบั มีปริมาณสูง
สุดแต่จากรายงานวิจยัของ Jamdar et al. (2010) ท่ีศึกษาองคป์ระกอบโดยประมาณของโปรตีน      
ถัว่ลิสงไฮโดรไลเสตท่ีระดบัการย่อยสลายของโปรตีนร้อยละ 10-40 พบว่าปริมาณไขมนัของ
โปรตีนไฮโดรไลเสตมกัมีค่าลดลงเม่ือระดบัการย่อยสลายของโปรตีนเพิ่มข้ึน เน่ืองจากเกิดการ
สูญเสียไปในขั้นตอนการเตรียมตวัอย่าง ซ่ึงจะเห็นว่า BPCH-A ท่ีระดบัการย่อยสลายร้อยละ 10 
และ 30 และ BPCH-F ท่ีระดบัการยอ่ยสลายร้อยละ 5 และ 15 มีปริมาณไขมนัต ่ากวา่ของ BPC  เม่ือ
วิเคราะห์ปริมาณเยื่อใยของ BPC  BPCH-A และ  BPCH-F พบวา่ปริมาณเยื่อใยของโปรตีนทั้งสาม
ชนิดมีปริมาณน้อยมากจนไม่สามารถวิเคราะห์ได ้ ในส่วนของปริมาณเถา้พบวา่ BPCH-A และ 
BPCH-F มีปริมาณเถา้มากกวา่ BPC ประมาณ 2 เท่า โดยพบปริมาณเถา้ของ BPCH-A อยูใ่นช่วง
ระหวา่งร้อยละ 4.09 - 4.58 และมีปริมาณเถา้ของ BPCH-F อยูใ่นช่วงร้อยละ 4.11 – 4.47 ทั้งน้ีเป็น
ผลของปริมาณเกลือท่ีเกิดจากการปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของสารละลายโปรตีนถัว่หร่ังใน
ขั้นตอนการเตรียมสารละลายโปรตีนก่อนการยอ่ยสลายดว้ยเอนไซม ์    
   

ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารต้านโภชนาการในตัวอย่างโปรตีนถั่วหร่ังเข้มข้น 
(BPC) และโปรตีนถัว่หร่ังท่ีผา่นการยอ่ยสลายดว้ยเอนไซมอ์ลัคาเลส (BPCH-A) หรือฟลาโวไซม ์
(BPCH-F) โดยวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดและปริมาณแทนนิน และพบว่า
โปรตีนไฮโดรไลเสตมีปริมาณสารตา้นโภชนาการสูงกวา่โปรตีนท่ีไม่ผา่นการยอ่ยสลาย (BPC) โดย
มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด (Total phenolic compound) ในโปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสต 
อยู่ในช่วงระหว่าง 88.93 - 548.33 mgGAE/g protein ส าหรับ BPCH-A (ขอ้มูลไม่ไดแ้สดงใน
ตาราง) และอยูใ่นช่วงระหวา่ง 328.56 – 598.93 mgGAE/g protein ส าหรับ BPCH-F (ขอ้มูลไม่ได้
แสดงในตาราง) และพบวา่ BPCH-A ท่ีระดบัการยอ่ยสลายร้อยละ 10 และ BPCH-F ท่ีระดบัการ
ยอ่ยสลายร้อยละ 5 มีปริมาณของสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดมากท่ีสุด ผลการวิเคราะห์ปริมาณ
แทนนิน โดยปริมาณแทนนินแสดงเป็นค่าสมมูลของมิลลิกรัมของกรดแทนนิคต่อกรัมโปรตีน 
พบว่าปริมาณแทนนินของทั้ง BPCH-A BPCH-F มีค่าอยู่ในช่วงระหว่าง 6.03-8.42 mgTAE/g 
protein และ12.14 – 15.51 mgTAE/g protein ตามล าดบั  สารแทนนินจดัเป็นสารยบัย ั้งการใช้
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ประโยชน์ไดข้องโปรตีน (Inhibitor) เน่ืองจากแทนนินมีคุณสมบติัท่ีสามารถจบัตวักบัโปรตีนได้
อยา่งเหนียวแน่น (Reed, 1995) โดยทัว่ไป สารแทนนินจะเกาะกบัโปรตีนเป็นสารประกอบเชิงซ้อน 
(Tannin-protein complex) และไม่ถูกย่อยในสภาพความเป็นกรด-ด่างภายในกระเพาะอาหารหาก
ร่างกายไดรั้บ   แทนนินในปริมาณมากก็จะส่งผลกระทบต่อไต  จากรายงานของ Material Safety 
Data Sheet Tannic acid MSDS (Science Lab.com, online 7/02/56) พบวา่ปริมาณของแทนนินท่ี
ก่อให้เกิดความเป็นพิษแบบเฉียบพลนัเม่ือไดรั้บทางปาก โดยท าการทดลองในหนูมีปริมาณอยู่ท่ี 
2,260 มิลลิกรัมต่อน ้ าหนกัตวัของหนูหน่ึงกิโลกรัม และจากผลการทดลองพบวา่ปริมาณแทนนินท่ี
พบมากท่ีสุดคือโปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสตดว้ยเอนไซมฟ์ลาโวไซม ์มีปริมาณแทนนินอยูท่ี่ 15.50 
มิลลิกรัมของกรดแทนนิกต่อมิลลิกรัมโปรตีน  ซ่ึงเป็นปริมาณท่ีนอ้ยมากเม่ือเทียบกบัปริมาณท่ีจะ
ก่อให้เกิดพิษ โปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสตท่ีผลิตไดจึ้งมีความปลอดภยัต่อการบริโภคเป็นโปรตีน
อาหาร เน่ืองจากมีปริมาณสารตา้นโภชนาการต ่า 
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ตารางท่ี 7   องค์ประกอบโดยประมาณของโปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้ (BPC) และโปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสตท่ีผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์อลัคาเลส                 

(BPCH-A) หรือเอนไซมฟ์ลาโวไซม ์(BPCH-F) 
Proximate composition of bambara groundnut protein concentrate and hydrolysate using enzyme Alcalase (BPCH-A) or Flavozyme (BPCH-F).  

#Total carbohydrate was calculated by difference 
* Values are given as mean ± SD from triplicate determinations.  
Different superscripts (a-d) in the same row represent the significance differences between BPC and BPCH-A while differences superscripts (w-z) in the same row represent the   
   significance differences of  BPC and  BPCH-F  at p< 0.05

Compositions  
(% Dry wt.)* 

BPC 
BPCH-A  BPCH-F 

10 % DH 20 % DH 30 % DH  5 % DH 10 % DH 15 % DH 
Protein 66.83 ± 0.84d,z 64.47 ± 0.90b 65.78 ± 0.45c 62.72 ± 0.41a  55.89 ± 0.45x 57.91 ± 1.40y 45.57 ± 0.33w 

Fat   2.28 ± 0.21d,y 1.56 ± 0.10b 3.77 ± 0.20c  0.76 ± 0.28a    1.03 ± 0.04w 3.62 ± 0.20x 1.48 ±  0.07x 
Ash   1.66 ± 0.18a,w 4.58 ± 0.31d  4.25 ± 0.04c   4.09 ± 0.06b  4.33 ± 0.12y  4.47 ± 0.22z   4.11 ± 0.08x 

Total Carbohydrate# 30.23 ± 0.48c,w 29.39 ± 0.81b 26.20 ± 0.36a 33.43 ± 0.24d  38.75 ± 0.82y 34.00 ± 0.36x 48.84 ± 0.20z 

Crude fiber ND ND ND ND  ND ND ND 
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4.4 การศึกษาสมบัติเชิงหน้าทีข่องโปรตีนถั่วหร่ังเข้มข้นและโปรตีนถั่วหร่ังไฮโดรไลเสต 
4.4.1 สมบัติการละลาย 

 ผลการศึกษาสมบติัด้านการละลายของโปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสตท่ีย่อยสลาย
ดว้ยเอนไซม์อลัคาเลส (BPCH-A) หรือเอนไซม์ฟลาโวไซม์ (BPCH-F) ท่ีมีระดบัการย่อยสลาย
ต่างกนั 3 ระดบั คือระดบัการย่อยสลายร้อยละ 10, 20 และ 30 ส าหรับการย่อยดว้ยเอนไซม ์           
อลัคาเลส หรือร้อยละ 5, 10 และ 15 ส าหรับการย่อยดว้ยเอนไซม์ฟลาโวไซม์ เปรียบเทียบกบั
โปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้ท่ีไม่ผา่นการยอ่ยสลายดว้ยเอนไซม ์(Control: BPC) พบวา่เม่ือพิจารณา BPC 
ซ่ึงเป็นโปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้ท่ีไม่ผา่นการยอ่ยสลาย มีค่าการละลายอยูใ่นช่วงร้อยละ 20-60 ค่าการ
ละลายของ BPC จะผนัแปรไปตามค่าพีเอชของสารละลาย โดย BPC มีค่าการละลายต ่าสุดเม่ือพีเอช
ของสารละลายเท่ากบั 4 ซ่ึงเป็นค่าพีเอชท่ีจุดไอโซอิเล็คตริก (pI) ของโปรตีนจากพืชทัว่ไป (pH 4-5) 
(Tsumura et al. 2005) และพบวา่ค่าการละลายของ BPC เพิ่มข้ึนเม่ือพีเอชของสารละลายนอ้ยกวา่
หรือมากกวา่ 4 (ค่าพีเอชห่างจากจุดไอโซอิเล็คตริก) และมีค่าการละลายสูงสุดท่ีพีเอช 9 คือ มีค่าการ
ละลายเท่ากบัร้อยละ 71.59  การยอ่ยสลายโปรตีนดว้ยเอนไซม์ทั้ง 2 ชนิดสามารถปรับปรุงการ
ละลายของโปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้ได ้พิจารณาจากค่าการละลายท่ีเพิ่มข้ึนของทั้ง BPCH-A และ 
BPCH-F โดยพบวา่ทั้ง BPCH-A และ BPCH-F มีความสามารถในการละลายสูงกวา่ BPC อยา่งเห็น
ไดช้ดัในทุกระดบัค่าพีเอชท่ีทดสอบ (pH 3-9)  BPCH-A และ BPCH-F มีค่าการละลายอยูใ่นช่วง
ร้อยละ 87.10 - 99.75 และ 81.31 - 95.75 ตามล าดบั (รูปท่ี 4A และ 4B) โดยค่าการละลายของ
โปรตีนไฮโดรไลเสตจะผนัแปรไปตามพีเอชของสารละลายเช่นเดียวกบัค่าการละลายของ BPC 
และพบวา่ท่ี pH เท่ากบั 4 การยอ่ยสลาย BPC ดว้ยเอนไซมท์ั้ง 2 ชนิด (BPCH-A และ BPCH-F) ใน
ทุกระดบัการยอ่สลาย สามารถปรับปรุงการละลายของโปรตีนให้สูงกวา่ร้อยละ 70 ผลการทดลองท่ี
ไดส้อดคลอ้งกบัการศึกษาของ Jamdar et al. (2010) ท่ีพบวา่โปรตีนถัว่ลิสงท่ีผา่นการยอ่ยสลายดว้ย
เอนไซม์อลัคาเลสมีความสามารถในการละลาย สูงกว่าโปรตีนถัว่ลิสงท่ีไม่ผ่านกระบวนการย่อย
สลาย โดยมีค่าการละลายอยูใ่นช่วงร้อยละ 86 - 100 เม่ือท าการทดสอบท่ีพีเอช 1-12 โดยทัว่ไปการ
ย่อยสลายโปรตีนให้เป็นเปปไทด์สายสั้ นหรือมีขนาดโมเลกุลเล็กลงจะส่งผลให้โปรตีนมี
ความสามารถในการละลายเพิ่มข้ึน เน่ืองจากโปรตีนมีขนาดเล็กสามารถกระจายตวัอยู่ในน ้ าไดดี้ 
ในขณะท่ีโปรตีนท่ีไม่ผา่นการยอ่ยสลายดว้ยเอนไซม ์จะมีขนาดใหญ่ มีความสามารถในการกระจาย
ตวัในน ้ าไดต้  ่า (Chobert et al., 1988; Gbogouri et al., 2004; Linder et al., 1996) โมเลกุลโปรตีนท่ี
ผ่านการย่อยสลายดว้ยเอนไซม์จะเกิดการคลายตวัเอากรดอะมิโนท่ีชอบน ้ า (Hydrophilic amino 
acid) ออกมาไดม้าก ส่งผลให้พื้นผิวของโมเลกุลโปรตีนแสดงความมีขั้วไดม้ากข้ึน โปรตีนจึงมี
ความสามารถในการจบักบัโมเลกุลของน ้ าไดดี้ (Sikorski, 1981)  เม่ือพิจารณาผลของระดบัการยอ่ย
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สลายต่อค่าการละลายของโปรตีน พบวา่เม่ือระดบัการยอ่ยสลายสูงข้ึนทั้ง BPCH-A และ BPCH-F 
มีค่าการละลายของโปรตีนไม่แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั (p< 0.05) (รูปท่ี 4A และ 4B) อาจ
เน่ืองจากการยอ่ยสลายโปรตีนถัว่หร่ังดว้ยเอนไซมท์ั้ง 2 ชนิดส่งเสริมให้มีโครงสร้างของเปปไทด์ท่ี
ไดมี้ความเป็นขั้วมากข้ึนท าใหเ้ปปไทดจ์บักบัน ้ าไดดี้  ระดบัการยอ่ยสลายของโปรตีนจึงไม่มีผลต่อ
ความแตกต่างของโปรตีนมากนกั 
  

 
 

 
รูปที่ 4   การละลายของโปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้ (BPC) และโปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสตท่ียอ่ยสลาย

ดว้ยเอนไซม์อลัคาเลส (BPCH-A) (ภาพ A) หรือเอนไซมฟ์ลาโวไซม ์(BPCH-F) (ภาพ B) 
ท่ีพีเอชต่างๆ ขอ้มูลเป็นค่าเฉล่ียมาจากการด าเนินการทดลอง 3 ซ ้ า   
Protein solubility pattern of BPC and its hydrolysate using Alcalase (A) or Flavourzyme    
(B) as a function of pH. Each value is the mean and standard deviation of triplication 
measurement.
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4.4.2 สมบัติการเกดิฟอง 
4.4.2.1 ความสามารถในการเกิดฟอง (Foaming expansion)   

      ผลการศึกษาความสามารถในการเกิดฟอง (FE) ของโปรตีนถัว่หร่ัง
ไฮโดรไลเสตท่ีผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์อลัคาเลส (BPCH-A) หรือเอนไซม์ฟลาโวไซม์ 
(BPCH-F) ชนิดเอนไซมล์ะ 3 ระดบัการยอ่ยสลาย คือ ร้อยละ 10, 20 และ 30 ส าหรับ BPCH-A และ
ร้อยละ 5, 10 และ15 ส าหรับ BPCH-F เปรียบเทียบกบัโปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้ท่ีไม่ผา่นการยอ่ยสลาย
ดว้ยเอนไซม ์(Control; BPC) โดยแปรความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีใชเ้ท่ากบัร้อยละ 0.1, 0.25, 0.5,  1 
และ 3 (w/v) พบว่าทั้งโปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้และโปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสตท่ีย่อยสลายด้วย
เอนไซมท์ั้ง 2 ชนิด มีค่าความสามารถในการเกิดฟอง (FE) เพิ่มข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีใช้
เพิ่มข้ึน และมีค่า FE สูงสุดเม่ือใช้โปรตีนแต่ละชนิดท่ีความเขม้ขน้ของโปรตีนเท่ากบัร้อยละ 3    
(p< 0.05) (รูปท่ี 5A และ 5B) เม่ือพิจารณาผลของระดบัการย่อยสลายร่วมกบัความเขม้ขน้ของ
โปรตีนท่ีใชข้องโปรตีนไฮโดรไลเสตเปรียบเทียบกบั BPC ซ่ึงเป็นโปรตีนเขม้ขน้ท่ีไม่ผา่นการยอ่ย
สลาย พบวา่ท่ีความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีใชเ้ท่ากบัร้อยละ 1 และ 3 (น ้ าหนกัต่อปริมาตร) BPCH-A 
ท่ีมีระดบัการย่อยสลายร้อยละ 10 มีความสามารถในการเกิดฟองสูงกว่า BPC อย่างมีนยัส าคญั                    
(p< 0.05) (รูปท่ี 5A) เม่ือพิจารณาท่ีระดบัความเขม้ขน้อ่ืนๆ พบวา่การใช ้BPCH-A ท่ีความเขม้ขน้
ของโปรตีนร้อยละ 0.1 ระดบัการยอ่ยสลายร้อยละ 20 มีค่าความสามารถในการเกิดฟองสูงกวา่ BPC 
(p< 0.05) ไดเ้ช่นเดียวกนั แต่การใชท่ี้ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.25 และ 0.5 จะมีค่าความสามารถในการ
เกิดฟองต ่ากวา่ BPC อยา่งมีนยัส าคญั (p< 0.05) (รูปท่ี 5A) ในส่วน BPCH-F เม่ือพิจารณาผลของ
ระดบัการยอ่ยสลายร่วมกบัความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีใชเ้ปรียบเทียบกบั BPC พบวา่ท่ีความเขม้ขน้
ของโปรตีนท่ีใช้เท่ากบัร้อยละ 1 และ 3 BPCH-F ท่ีระดบัการย่อยสลายร้อยละ 5 และ 10 มี
ความสามารถในการเกิดฟองสูงกว่า BPC อย่างมีนัยส าคญั (p< 0.05) แต่ท่ีระดบัความเขม้ขน้
โปรตีนท่ีใชเ้ท่ากบัร้อยละ 0.25 และ 0.5 พบวา่ BPCH-F ท่ีระดบัการยอ่ยสลายเดียวกนั (DH ร้อยละ 
5 และ 10) มีค่าความสามารถในการเกิดฟองต ่ากวา่ BPC (p< 0.05) (รูปท่ี 5B)  

จากการศึกษาจะเห็นว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีระดับการย่อยสลายต ่าๆ ได้แก่ 
ระดับการย่อยสลายร้อยละ10 ส าหรับ BPCH-A และร้อยละ 5 และ10 ส าหรับ BPCH-F มี
ความสามารถในการเกิดฟองท่ีดีเม่ือเปรียบเทียบกบั BPC ทั้งน้ีมีปัจจยัภายใน(Internal factor)                
หลายอย่าง ท่ีมีอิทธิพลต่อการเกิดฟองของโปรตีน เช่น ขนาดของโมเลกุลโปรตีน ล าดบัของกรด  
อะมิโน ความมีขั้วของโปรตีน ปริมาณหมู่ไฮโดรโฟบิคของโปรตีน เป็นตน้  (Kinsella, 1976) ซ่ึง
โปรตีนชนิด BPCH-A ท่ีย่อยสลายร้อยละ 10 และ BPCH-F ท่ีย่อยสลายร้อยละ 5 และ 10 มี
ความสามารถในดา้นการเกิดฟองท่ีดีกวา่ BPC อาจเน่ืองจากโมเลกุลโปรตีนท่ีสามารถละลายได้ดี
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ในส่วนท่ีเป็นของเหลวจะสามารถแพร่กระจายไปยงัผิวหน้าระหวา่งน ้ าและอากาศและจดัเรียงตวั
บริเวณผิวหน้าของอากาศและน ้ าไดดี้ แต่ท่ีระดบัการย่อยสลายของโปรตีนในระดบัท่ีสูงๆเกิดเป็น
เปปไทด์สายสั้ นโมเลกุลขนาดเล็กส่งผลให้โปรตีนขาดความสามารถในการจดัเรียงตวับริเวณ
ผิวหน้าของอากาศและน ้ า (Air–water interface) จึงไม่เกิดเป็นฟิลมห่์อหุ้มฟองอากาศไว ้(ณรงค์, 
2538) โปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีระดบัการยอ่ยสลายสูงๆ จึงมีความความสามารถในการเกิดฟองไม่ดี
เม่ือเปรียบเทียบกับโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีระดับการย่อยสลายต ่าๆดังกล่าว สอดคล้องกับผล
การศึกษาของ Nalinanon et al. (2011) ท่ีพบวา่ความสามารถในการเกิดฟองของโปรตีนไฮโดรไล
เสตจากเน้ือปลาทรายแดงโม่ง หรือ Ornate threadfin bream ท่ียอ่ยสลายดว้ยเอนไซมเ์ปปซินท่ีสกดั
ได้จากเคร่ืองในปลาโอแถบมีค่าความสามารถในการเกิดฟองลดลงเม่ือระดบัการย่อยสลายของ
โปรตีนสูงกว่าร้อยละ 10 จากผลการศึกษาคร้ังน้ีพบว่าการใช้โปรตีนไฮโดรไลเสตทั้ง BPCH-A 
และ BPCH-F ในระดบัความเขม้ขน้ท่ีนอ้ยกว่าร้อยละ 1 ไม่สามารถปรับปรุงค่าความสามารถใน
การเกิดฟองของโปรตีนได้ และมีค่าความสามารถในการเกิดฟองต ่ากว่า BPC การเกิดฟองของ
โปรตีนเกิดจาก 3 กระบวนการ คือ 1) การเคล่ือนท่ี (Transportation) 2) การซึมแทรก (Penetration) 
และ 3) การจดัเรียงตวัใหม่ (Reognization) ของโมเลกุลโปรตีนท่ีพื้นผิวระหว่างอากาศและน ้ า    
โดยโปรตีนท่ีดูดซับตรงบริเวณพื้นผิวระหว่างอากาศและน ้ าในขณะท่ีมีการตีฟองอากาศได้เร็ว       
มีการคลายตวั (Unfold) และจดัเรียงตวักนัใหม่บริเวณพื้นผิวระหวา่งอากาศและน ้ าไดดี้ จึงแสดงค่า
ความสามารถในการเกิดฟองท่ีดีกวา่โปรตีนท่ีถูกดูดซบัไดช้า้และโมเลกุลไม่คลายตวับริเวณพื้นผิว
ระหวา่งอากาศและน ้ า (Damodaran, 1997) ดงันั้นการน าเอนไซม์มาใชใ้นการยอ่ยสลายโปรตีนจึง
เป็นการเพิ่มความสามารถในการละลายของโปรตีน และส่งผลต่อกระบวนการเกิดของโปรตีน
ดงักล่าว  
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รูปที่  5   ค่าความสามารถในการเกิดฟองของโปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้ (BPC) และโปรตีนถัว่หร่ัง       
ไฮโดรไลเสตท่ีผา่นการยอ่ยสลายดว้ยเอนไซมอ์ลัคาเลส (BPCH-A) (ภาพ A) หรือเอนไซม ์
ฟลาโวไซม ์(BPCH-F) (ภาพ B) ท่ีระดบัความเขม้ขน้โปรตีนร้อยละ 0.1, 0.25, 0.5, 1 และ 3  
Foaming expansion (FE) of BPC and its hydroysate using Alcalase (BPCH-A) (A) or 
Flavozyme (BPCH-F) (B) as a function of protein concentration. Different characters   
(a-d) on the top of bars within the figures represent the significance at p< 0.05 among 
sample specific protein concentration, while different (w-z) indicate the significance at 
p< 0.05 among various protein concentrations 
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4.4.2.2 ความคงตวัของฟอง (Foaming stability)    
   ผลการศึกษาความคงตวัของฟอง (FS) ของโปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสตท่ี
ยอ่ยสลายดว้ยเอนไซม์อลัคาเลส (BPCH-A) (รูป 6B-6D) หรือเอนไซมฟ์ลาโวไซม ์(BPCH-F) (รูป 
7B - 7D) เปรียบเทียบกบัโปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้ท่ีไม่ผา่นการยอ่ยสลาย (Control; BPC) (รูป 9A หรือ 
10A) โดยแปรระดบัความเขม้ขน้ของโปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสตท่ีร้อยละ 0.1, 0.25, 0.5, 1 และ 3 
(w/v) ตรวจวดัค่าความคงตวัของฟองท่ีช่วงเวลา 0.5, 5, 10 และ 60 นาที พบวา่ BPC มีค่า FS อยู่
ในช่วงระหวา่งร้อยละ 1.18 ถึงร้อยละ 55.78 เม่ือพิจารณาท่ีช่วงเวลาท่ีทดสอบเดียวกนั พบวา่ค่า FS 
ของ BPC เพิ่มข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีใชเ้พิ่มข้ึนและมีค่า FS สูงสุงเม่ือใชโ้ปรตีนท่ีความ
เขม้ขน้เท่ากบัร้อยละ 3 เม่ือพิจารณาท่ีระดบัความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีใชเ้ท่ากนั พบวา่ BPC มีค่า FS 
ลดลงเพียงเล็กน้อยเม่ือระยะเวลาท่ีทดสอบเพิ่มข้ึนในช่วงระหว่าง 0.5 ถึง 60 นาที แสดงถึง
ความสามารถในการคงตวัท่ีดีของฟองโปรตีน (รูปท่ี 6A) เม่ือพิจารณาโปรตีนท่ีผ่านการย่อยสลาย
ดว้ยเอนไซมท์ั้ง 2 ชนิด (BPCH-A และ BPCH-F) พบว่าค่า FS ของ BPCH-A ท่ีทุกระดบัการยอ่ย
สลายของโปรตีน (DH ร้อยละ 10, 20 และ 30) ให้ผลการทดลองในทิศทางเดียวกบั BPC คือ เม่ือ
พิจารณาท่ีช่วงเวลาท่ีทดสอบเดียวกนั พบว่าค่า FS ของ BPCH-A จะสูงข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ของ
โปรตีนท่ีใชเ้พิ่มข้ึน และมีค่า FS สูงสุดเม่ือใชโ้ปรตีนท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 3 เม่ือพิจารณาท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีใชเ้ท่ากนั พบวา่ BPCH-A มีค่า FS ลดลงอยา่งมีนยัส าคญั (p< 0.05) เม่ือ
ระยะเวลาท่ีทดสอบเพิ่มข้ึนในช่วงระหวา่ง 0.5 ถึง 60 นาที แสดงถึงความไม่คงตวัของฟองโปรตีน 
(รูปท่ี  6B,  6C หรือ 6D) เม่ือเปรียบเทียบกบัค่า FS ของ BPCH-A กบั BPC (รูปท่ี 6A) พบว่า  
BPCH-A มีแนวโน้มท่ีจะให้ค่าความคงตวัของฟองต ่ากว่า BPC ในทุกระดบัความเขม้ขน้ของ
โปรตีนท่ีทดสอบ และพบวา่ระดบัการย่อยสลายของโปรตีนท่ีสูงข้ึนจากร้อยละ 10 เป็นร้อยละ 30 
จะมีแนวโนม้ท่ีจะใหค้่าความคงตวัของฟองลดลง (เปรียบเทียบระหวา่งรูปท่ี 6B, 6C และ 6D)  
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ภาพที ่6   ค่าความคงตวัของฟองของโปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้ (BPC) และโปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสต

ท่ีย่อยสลายด้วยเอนไซม์อลัคาเลส (BPCH-A) ท่ีความเขม้ข้นของโปรตีนท่ีใช้ต่างๆ                    
A คือ BPC; B C และ D คือ BPCH-A ท่ีระดบัการยอ่ยสลายของโปรตีนร้อยละ 10 20 
และ 30 ตามล าดบั  

   Foaming stability (FS) of BPC and its hydroysate using Alcalase (BPCH-A) as a 
function of concentration used, A: control (BPC); B: 10%; C: 20% and D: 30%. 
Different characters (a-d) on the top of bars within the figures represent the significance 
at p< 0.05 among sample specific time, while different (w-z) indicate the significance at 
p< 0.05 among various times. 
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เม่ือพิจารณาค่า FS ของ BPCH-F พบวา่ผลการทดลองเป็นไปในทิศทางเดียวกบั 
BPC และ BPCH-A คือเม่ือพิจารณาท่ีช่วงระยะเวลาท่ีทดสอบเดียวกนั พบว่า BPCH-F มีค่า FS 
สูงข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีใช้เพิ่มข้ึน และเม่ือพิจารณาท่ีระดบัความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ี
ใช้เท่ากนั พบวา่ BPCH-F จะมีค่า FS ลดลงอยา่งมีนยัส าคญั (p< 0.05) เม่ือระยะเวลาท่ีทดสอบ
เพิ่มข้ึนในช่วงระหวา่ง 0.5 ถึง 60 นาที เม่ือพิจารณาผลของระดบัการยอ่ยสลายของโปรตีน พบวา่
เม่ือระดบัการยอ่ยสลายของโปรตีนเพิ่มข้ึนค่า FS ของ BPCH-F จะมีค่าลดลง โดยพบวา่ท่ีระดบัการ
ยอ่ยสลายของโปรตีนร้อยละ 15 มีค่า FS ต ่า  

จากผลการทดลองพบว่าโปรตีนถั่วหร่ังไฮโดรไลเสตท่ีผ่านการย่อยสลายด้วย
เอนไซม์อลัคาเลสหรือเอนไซม์ฟลาโวไซม์     มีความสามารถในการคงตวัของฟองต ่ากว่าเม่ือ
เปรียบเทียบกบัโปรตีนถัว่หร่ังท่ีไม่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากการย่อย
สลายโปรตีนเป็นเปปไทด์ท่ีมีขนาดเล็กท าให้โปรตีนสูญเสียประสิทธิภาพในการห่อหุ้มฟองอากาศ
เอาไว ้จึงท าให้ฟองอากาศมีลกัษณะเปราะและแตกไดง่้าย (Mitchell, 1986) แต่อยา่งไรก็ตามพบวา่ 
ท่ีระดบัการยอ่ยสลายของโปรตีนต่างๆ (BPCH-A ระดบัการยอ่ยสลายร้อยละ 10, 20 และ 30 หรือ 
BPCH-F ท่ีระดบัการยอ่ยสลายร้อยละ 5, 10 และ 15) สามารถปรับปรุงความคงตวัของฟองโปรตีน
ได้ โดยการเพิ่มความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีใช้ให้สูงข้ึน ทั้งน้ีการเพิ่มความเขม้ขน้ของโปรตีนใน
ระบบจะท าให้ฟองอากาศท่ีไดมี้ความแข็งแรง เน่ืองจากฟิลม์โปรตีนท่ีห้อหุ้มฟองอากาศมีความ
หนามากข้ึน และการเพิ่มปริมาณโปรตีนในระบบยงัเป็นการเพิ่มความหนืด (Viscosity) ของวฏัภาค
น ้า (Aqueous phase) ซ่ึงจะท าใหฟ้องท่ีเกิดข้ึนมีความคงตวัท่ีดี (Phillips et al., 1994)  
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 ภาพที ่7 ค่าความคงตวัของฟองของโปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้ (BPC) และโปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสต
ท่ีย่อยสลายด้วยเอนไซม์ฟลาโวไซม์ (BPCH-F) ท่ีความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีใช้ต่างๆ      
A คือ BPC; B C และ D คือ BPCH-F ท่ีระดบัการยอ่ยสลายของโปรตีนร้อยละ 5, 10 และ 
15 ตามล าดบั  

  Foaming stabilities (FS) of BPC and its hydroysate using Flavourzyme (BPCH-F) as a 
function of concentration used, A: BPC; B: 5%; C: 10% and D: 15%. Different 
characters (a-d) on the top of bars within the figures represent the significance at p< 
0.05 among sample specific time, while different (w-z) indicate the significance at p< 
0.05 among various times. 
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4.4.3 สมบัติการเกดิอมิัลชัน                         
 ผลการวิเคราะห์ความสามารถในการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ของ โปรตีนถั่วหร่ัง
ไฮโดรไลเสตท่ีผา่นยอ่ยสลายดว้ยเอนไซมอ์ลัคาเลส (BPCH-A) (ตารางท่ี 8) หรือเอนไซม์ฟลาโว
ไซม์ (BPCH-F) (ตารางท่ี 9) เปรียบเทียบกบัโปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้ท่ีไม่ผ่านการย่อยสลาย (BPC) 
โดยแปรความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีใชร้้อยละ 0.1, 0.5,  1.0 และ 3.0 (w/v) ค่าความสามารถในการ
เป็นอิมลัซิไฟเออร์ของโปรตีนแสดงด้วยค่าดชันีความสามารถในการเกิดอิมลัชัน (Emulsifying 
ability index; EAI) และค่าความเสถียรของอิมลัชันแสดงด้วยค่าดชันีความคงตวัของอิมลัชัน 
(Emulsion stability index ; ESI)  พบวา่ BPC ซ่ึงเป็นโปรตีนถัว่หร่ังท่ีไม่ผา่นการยอ่ยสลายมีค่า EAI 
อยู่ในช่วง 17.23-31.94 m2/g และจะมีค่า EAI ลดลงเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีใช้สูงข้ึน                
การใช ้BPC ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 0.1 ใหค้่า EAI สูงสุด (p< 0.05) และการใชท่ี้ความเขม้ขน้ร้อยละ 
1.0 มีค่า EAI ต ่ากวา่การใชท่ี้ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.5 และ 3 อยา่งมีนยัส าคญั (p< 0.05) เม่ือพิจารณา
ค่า ESI ของ BPC พบวา่มีค่าอยูใ่นช่วง 19.70-40.92 นาที และการใช ้BPC ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 3 มี
ค่า ESI สูงสุด รองลงมาคือการใชท่ี้ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.1, 0.5 และ 1 ตามล าดบั (p< 0.05)  
 เม่ือพิจารณาสมบติัการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ของ BPCH-A (ตารางท่ี 8) พบวา่ค่า EAI 
ของ BPCH-A อยูใ่นช่วง 3.34-57.85 m2/g เม่ือพิจารณาท่ีระดบัการยอ่ยสลายเดียวกนั พบวา่การใช ้ 
BPCH-A ความเขม้ขน้สูงข้ึนจะส่งผลให้ค่า EAI ลดลงอย่างมีนัยส าคญั (p< 0.05) และการใช ้
BPCH-A ท่ีความเขม้ขน้ของโปรตีนร้อยละ 0.1 มีค่า EAI สูงกวา่ค่า EAI ของ BPC  อยา่งมีนยัส าคญั 
(p< 0.05) เม่ือพิจารณาท่ีระดบัความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีใชเ้ท่ากนั พบว่าเม่ือระดบัการยอ่ยสลาย
สูงข้ึน BPCH-A จะมีค่า EAI ลดลง และมีค่าต ่าสุดท่ีระดบัการยอ่ยสลายของโปรตีนเท่ากบัร้อยละ 
30 (p< 0.05) ในดา้นของค่าดชันีความคงตวัของอิมลัชนั (ESI) พบวา่ BPCH-A มีค่า ESI อยูใ่นช่วง
ระหวา่ง 19.70-87.14 นาที เม่ือพิจารณาท่ีระดบัการยอ่ยสลายเดียวกนั พบวา่ ESI มีค่าสูงสุดเม่ือใช ้
BPCH-A ท่ีระดบัความเขม้ขน้โปรตีนเท่ากบัร้อยละ 1, 0.1 และ 0.5 ส าหรับ BPCH-A ท่ีมีระดบัการ
ยอ่ยสลายเท่ากบั 10, 20 และ 30 ตามล าดบั (p< 0.05) จากการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่ค่า ESI ของ BPCH-
A มีความแปรปรวน ไม่สัมพนัธ์กบัระดบัการยอ่ยสลายและความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีใช ้ทั้งน้ีอาจ
เป็นเพราะความคงตวัของอิมลัชนันั้นข้ึนอยูก่บัปฏิสัมพนัธ์ร่วมของทั้ง ขนาด รูปร่าง และความเป็น
ขั้วของโมเลกุลโปรตีน (Zayas, 1997 ) โดยทัว่ไปการเกิดอิมลัชนัจะเป็นผลมาจากการดูดซับของ
โมเลกุลโปรตีนหรือเปปไทด์ไวบ้นพื้นผิวของหยดน ้ ามนั กรดอะมิโนท่ีไม่มีขั้ว (Hydrophobic 
amino acid) จะท าให้โปรตีนสามารถเกาะตวัอยูบ่นผิวของน ้ ามนัโดยการแทรกตวัเขา้ไปอยูบ่นผิว
ของตวัน ้ามนั และหนัส่วนท่ีมีขั้วออกมาสัมผสัน ้า (Pomeranz, 1991) 
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ตารางที ่8 ดชันีความสามารถในการเกิดอิมลัชนั (EAI) และดชันีความคงตวัของอิมลัชนั (ESI) ของ
โปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้ (BPC) และโปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสตท่ีผ่านการย่อยสลายดว้ย
เอนไซมอ์ลัคาเลส (BPCH-A) ท่ีความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีใชต่้างๆ                              
Emulsion ability index (EAI) and emulsion stability index (ESI) of BPC and BPCH-A 
at various concentration used 

Concentration (%) Emulsifying activity index *(m2/g) Emulsion stability index(min) 

BPC 
0.1 
0.5 
1.0 
3.0 

 
 31.94 ± 0.83ab,y 
17.27 ± 1.07c,x 
11.21 ± 0.48c,w 
17.23 ± 1.95d,x 

 
            40.92 ± 2.24d,y 

21.58 ± 0.65a,x 
19.70 ± 2.01a,w 
44.24 ± 2.59d,z 

10% DH BPCH-A   
0.1 34.64 ± 3.32b,z   37.55 ± 3.55bc,x 
0.5 16.36 ± 1.68b,y   23.98 ± 2.13ab,w 
1.0 10.09 ± 0.70b,x  46.14 ± 1.22d,y 
3.0   6.25 ± 0.78c,w  19.97 ± 3.01a,w 
20% DH BPCH-A   
0.1  57.85 ± 1.82d,z                                           38.70 ± 1.32c,y 
0.5    17.56 ± 1.41c,y   25.63 ± 0.18c,w 
1.0                                                      10.58 ± 0.50bc,x    33.21 ± 0.24b,wx 
3.0    5.61 ± 0.01b,w                          37.86 ± 1.53c,x 
30% DH BPCH-A   
0.1 47.35 ± 1.82c,z   26.57 ± 1.72a,w 
0.5 10.07 ± 0.37a,y    87.14 ± 4.53d,z 
1.0   6.18 ± 0.42a,x      38.28 ± 2.11c,y 
3.0   3.43 ± 0.10a,w    22.91 ± 0.44b,x 

**Means ± SD from triplication determinations. 

 Different superscripts (a-d) in the same column indicate the significance (p< 0.05) among sample specific 
concentration, while different (w-y) in the same column indicate the significance (p< 0.05) among various 
protein concentrations. 
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 สมบติัการเป็นอิมลัไฟเออร์ของโปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้ท่ียอ่ยสลายดว้ยเอนไซมฟ์ลา
โวไซม์ (BPCH-F) แสดงในตารางท่ี 8 พบว่าค่า EAI ของ BPCH-F มีค่าอยูใ่นช่วงระหวา่ง 1.08-
30.86 m2/g เม่ือพิจารณาท่ีระดบัการยอ่ยของสลายโปรตีนท่ีเท่ากนั พบวา่ BPCH-F มีค่า EAI สูงสุด
เม่ือใชท่ี้ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.1 และจะมีค่า EAI ลดลงเม่ือใชท่ี้ความเขม้ขน้ของโปรตีนสูงข้ึน (p< 
0.05) เม่ือพิจารณาท่ีระดบัความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีใชเ้ท่ากนั พบวา่ BPCH-F มีค่า EAI ลดลงเม่ือ
ระดบัการยอ่ยสลายสูงข้ึน (p< 0.05)  ยกเวน้เม่ือใชท่ี้ความเขม้ขน้โปรตีนเท่ากบัร้อยละ 0.1 ท่ีพบวา่ 
BPCH-F มีค่า EAI สูงข้ึนเม่ือระดบัการยอ่ยสลายของโปรตีนเพิ่มข้ึน  ในดา้นค่า ESI  เม่ือพิจารณาท่ี
ระดบัการยอ่ยสลายของโปรตีนเท่ากนั พบวา่ ESI ของ BPCH-F มีค่าลดลงเม่ือระดบัความเขม้ขน้
ของโปรตีนเพิ่มข้ึน โดยพบวา่ BPCH-F มีค่า ESI สูงสุดเม่ือใชท่ี้ระดบัความเขม้ขน้โปรตีนร้อยละ 
0.1 (p< 0.05) และเม่ือพิจารณาท่ีระดบัความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีใชเ้ท่ากนั พบวา่ BPCH-F ท่ีระดบั
การยอ่ยสลายร้อยละ 15 มีค่า ESI สูงสุด (p< 0.05) โดยค่า ESI ของ BPCH-F มีความแปรปรวนไม่
สัมพนัธ์กบัระดบัการยอ่ยสลาย และความเขม้ขน้ของโปรตีนเช่นเดียวกบั BPCH-A ดงันั้นการเลือก
น าโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีผลิตไปใชจึ้งไม่ควรพิจารณาเฉพาะค่า ESI เพียงอยา่งเดียว 
 จากการศึกษาคร้ังน้ีพบว่าสมบติัการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ของโปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้
และโปรตีนถัว่หร่ังท่ีผา่นการยอ่ยสลายดว้ยเอนไซม์ทั้งสองชนิด มีค่าดชันีความสามารถในการเกิด
อิมลัชนัและดชันีความคงตวัของอิมลัชันแตกต่างกนั ข้ึนกบัระดบัการย่อยสลายของโปรตีนและ
ความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีใช้ ทั้งน้ีการยอ่ยสลายของโปรตีนดว้ยเอนไซม์มีผลต่อการเปล่ียนแปลง
ของทั้งขนาดโมเลกุลและโครงสร้างของโปรตีน เกลียวโปรตีนท่ีคลายตวัออกเน่ืองจากการย่อย
สลายของเอนไซมจ์ะท าใหป้ริมาณกรดอะมิโนท่ีมีประจุและไม่มีประจุของโปรตีนท่ีซ่อนอยูภ่ายใน
โครงสร้างของโปรตีนเกิดข้ึนท่ีผิวของโปรตีนมากข้ึน ซ่ึงมีอิทธิพลต่อความสามารถในการจบัน ้ า
และน ้ ามนัของโปรตีนไฮโดรไลเสต ดงันั้นการย่อยสลายโปรตีนถัว่หร่ังดว้ยเอนไซม์ต่างชนิดกนั                
ท่ีระดบัการยอ่ยสลายต่างกนั จึงอาจท าให้ไดเ้ปปไทด์ท่ีมีคุณสมบติัการเป็นอิมลัซิไฟเออร์แตกต่าง
กนัด้วย ในกรณีท่ีโปรตีนไฮโดรไลเสตมีคุณสมบติัการเกิดอิมลัชันไม่ดีอาจเน่ืองมาจากการย่อย
สลายโปรตีนดว้ยเอนไซมใ์หเ้ป็นโมเลกุลท่ีมีขนาดเล็กลง ท าให้โปรตีนมีความเป็น Amphiphilic ไม่
เพียงพอท่ีจะท าให้เกิดอิมลัชนัท่ีดี (Chobert et al., 1988) นอกจากน้ีจากการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่ การ
ใชโ้ปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่หร่ัง (ทั้ง BPCH-A และ BPCH-F) ท่ีระดบัความเขม้ขน้ของโปรตีน
สูงข้ึนจะส่งผลให้ค่าดชันีความสามารถในการเกิดอิมลัชนัลดลง ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากเม่ือเพิ่มปริมาณ
โปรตีนไฮโดรไลเสต ท าให้ระบบมีปริมาณโปรตีนเพิ่มข้ึน อาจส่งผลให้โปรตีนหรือเปปไทด์เกิด
การจบัเรียงตวั (Aggeration)  กนัเองของโมเลกุลโปรตีนมากข้ึน ท าให้โปรตีนไม่สามารถแทรกตวั
หรือถูกดูดซบับนพื้นผวิของหยดน ้ามนัได ้ความสามารถในการห่อหุ้มเม็ดไขมนัของโปรตีนบริเวณ
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ผวิสัมผสัระหวา่งน ้ากบัน ้ ามนัจึงลดลง (Kristinsson and  Rasco, 2000) ส่งผลให้การเกิดอิมลัชนัเกิด
ไดไ้ม่ดี สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Thiansilakul et al. (2007) ท่ีพบวา่เม่ือความเขม้ขน้ของโปรตีน
ปลาทูแขกข้างเหลืองไฮโดรไลเสตท่ีย่อยสลายด้วยเอนไซม์ฟลาโวไซม์เพิ่มสูงกว่าร้อยละ 0.5 
อิมลัชนัจะมีค่า EAI และ ESI ลดลง ส่วนในกรณีท่ีโปรตีนมีระดบัความเขม้ขน้นอ้ยสามารถท่ีจะท า
ให้เกิดอิมลัชนัของโปรตีนไดดี้ Lawal et al. (2007) อธิบายว่าเน่ืองจากโมเลกุลโปรตีนท่ีความ
เขม้ขน้นอ้ยๆนั้น สามารถเคล่ือนตวัและถูกดูดซบับริเวณผวิหนา้ของน ้ามนัไดดี้กวา่โปรตีนท่ีมีความ
เขม้ขน้สูง ซ่ึงเป็นอุปสรรคต่อการเคล่ือนตวัและการถูกดูดซับของโปรตีน ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัชนิดของ
โปรตีนดว้ยเช่นกนั 
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ตารางที ่9 ดชันีความสามารถในการเกิดอิมลัชนั (EAI) และดชันีความคงตวัของอิมลัชนั (ESI) ของ
โปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้ (BPC) และโปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสตท่ีผา่นการยอ่ยสลายดว้ย
เอนไซมฟ์ลาโวไซม ์(BPCH-F) ท่ีระดบัความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีใชต่้างๆ  
Emulsion ability index (EAI) and emulsion stability index (ESI) of BPC and BPCH-F 
at various concentration used. 

Concentration (%) Emulsifying activity index (m2/g) Emulsion stability index(min) 
Control 
0.1 
0.5 
1.0 
3.0 

 
   31.94 ± 0.83d,y* 

17.27 ± 1.07d,x 
11.21 ± 0.48d,w 
17.23 ± 1.95d,x 

 
               40.92 ± 2.24a,x 

21.58 ± 0.65a,w 
19.70 ± 2.01a,w 
44.24 ± 2.59d,x 

5% DH BPCH-F   
0.1 20.51 ± 0.53ab,z  59.47 ± 0.00c,y 
0.5      7.31 ± 0.26c,y 35.14 ± 1.17b,x 
1.0     5.61 ± 0.08c,x 32.30 ± 0.43c,x 
3.0   4.21 ± 0.04c,w  17.26 ± 2.53b,w 
10% DH BPCH-F   
0.1  24.81 ± 1.57b,y  45.76 ± 1.76b,yz 
0.5      5.98 ± 0.26b,x                 44.24 ± 2.39c,y 
1.0                                                       3.94 ± 0.93b,w 29.84 ± 1.37b,x 
3.0   3.72 ± 0.15b,w 16.57 ± 0.17a,w  
15% DH BPCH-F   
0.1 30.86 ± 0.13c,y  85.96 ± 3.48d,z 
0.5   3.46 ± 0.26a,x  70.00 ± 0.00d,x 
1.0   1.73 ± 0.11a,w                 46.45 ± 2.05d,y 
3.0   1.08 ± 0.12a,w   27.63 ± 1.51c,w 

* Means ± SD from triplication determinations. 
 Different superscripts (a-d) in the same column indicate the significance (p< 0.05) among sample specific  

concentration, while different (w-y) in the same column indicate the significance (p< 0.05) among various 
protein concentrations. 
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4.4.4 สมบัติการจับเรียงตัวภายใต้สภาวะการให้ความร้อน  
  จากการทดสอบการจบัเรียงตวัภายใตค้วามร้อน (Thermal aggregation) ของ
โปรตีน โดยตรวจสอบค่าความขุ่น (O.D. 400 nm) ของสารละลายโปรตีนเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัม
โปรตีนต่อมิลลิลิตร ภายหลงัการให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ของ
โปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสตท่ียอ่ยสลายดว้ยเอนไซมอ์ลัคาเลส (BPCH-A) (รูปท่ี 8) หรือเอนไซม ์
ฟลาโวไซม์ (BPCH-F) (รูปท่ี 9) เปรียบเทียบกบัโปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้ท่ีไม่ผ่านการยอ่ยสลายดว้ย
เอนไซม ์(BPC)โดยศึกษาท่ีระดบัความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด์แตกต่างกนั (0-300 มิลลิโมลาร์)  
พบวา่สารละลาย BPC มีค่าความขุ่นอยู่ช่วงระหว่าง 1.77-2.18 และมีค่าความขุ่นลดลงเม่ือระดบั
ความเขม้ข้นของโซเดียมคลอไรด์เพิ่มข้ึน เม่ือพิจารณา BPCH-A เปรียบเทียบกบั BPC พบว่า
ภายหลงัการให้ความร้อนสารละลาย BPCH-A มีค่าความขุ่นนอ้ยกวา่ BPC อยา่งเห็นไดช้ดั ในทุก
ระดบัความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด์ท่ีทดสอบ (รูปท่ี 8) แสดงถึงความคงตวัต่อความร้อนท่ีดี
ของ BPCH-A เน่ืองจากโปรตีนในสารละลายจบัเรียงตวัเป็นโมเลกุลท่ีมีขนาดใหญ่ไดน้อ้ยเม่ือผา่น
การใหค้วามร้อน และเม่ือพิจารณาท่ีระดบัความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด์เท่ากนั พบวา่เม่ือระดบั
การยอ่ยสลายของโปรตีนเพิ่มข้ึนสารละลายโปรตีนจะมีค่าความขุ่นลดลง   
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รูปที่ 8   ค่าความขุ่นของโปรตีนถัว่หร่ัง (BPC) และโปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสตท่ีย่อยสลายดว้ย
เอนไซม์อลัคาเลส (BPCH-A) (เขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร) ท่ีระดบัความ
เขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด์ต่างกัน ภายใตส้ภาวะการให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 80 
องศาเซลเซียส นาน 30 นาที   

 Turbidity of BPC and BPCH - A solution (1 mg protein/ml) containing NaCl at different 
levels during heating 80 ºC for 30 min. Bars represent standard deviations (n = 3). 

 
 ในส่วนของ BPCH-F พบวา่สารละลาย BPCH-F ทั้ง 3 ระดบัการยอ่ยสลาย มีค่า
ความขุ่นภายหลงัการให้ความร้อนต ่ากว่า BPC อย่างเห็นไดช้ดั เม่ือพิจารณาท่ีระดบัความเขม้ขน้
ของโซเดียมคลอไรด์ท่ีเท่ากนั และพบว่าค่าความขุ่นของสารละลายลดลงเม่ือระดบัการย่อยสลาย
ของโปรตีนเพิ่มข้ึน (รูปท่ี 9)  เม่ือพิจารณาผลของระดบัโซเดียมคลอไรด์ พบวา่ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 
25 มิลลิโมลาร์ ส่งผลต่อการเพิ่มค่าความขุ่นของทั้ง BPCH-A และ BPCH-F เม่ือเปรียบเทียบกบั
สารละลายโปรตีนท่ีไม่มีโซเดียมคลอไรด์ อาจเน่ืองจากท่ีระดบัความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด์ 
25 มิลลิโมลาร์ เป็นสภาวะท่ีจะส่งเสริมใหโ้ปรตีนเกิดการจบัเรียงตวัภายใตส้ภาวะการให้ความร้อน
ไดม้าก เน่ืองจากเกิดการปรับปรุงประจุของโมเลกุลโปรตีนดว้ยอิออนของเกลือ ท าให้โปรตีนคลาย
ตวับางส่วน ส่งเสริมให้เกิดอนัตรกิริยาไฮโดรโฟบิก (Hydrophobic interaction) ระหว่างโมเลกุล
ของโปรตีน แต่ในสภาวะท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด์เพิ่มข้ึนปริมาณอิออนท่ีมากจะไปปรับปรุงประจุ
ในโมเลกุลโปรตีนไดม้ากโปรตีนมีแรงผลกั (Repulsive force) ระหวา่งโมเลกุลมากจึงจบัเรียงตวักนั
ไดน้อ้ยเม่ือน าไปใหค้วามร้อน 
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รูปที ่ 9 ค่าความขุ่นของโปรตีนถัว่หร่ัง (BPC) และโปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสตท่ีผา่นการยอ่ยสลาย
ดว้ยเอนไซมฟ์ลาโวไซม ์(BPCH-F) เขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร ท่ีระดบัความ
เขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด์ต่างกัน ภายใตส้ภาวะการให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 80 
องศาเซลเซียส นาน 30 นาที   

             Turbidity of BPC and BPCH–F (1 mg protein/ml) containing NaCl at different levels 
during heating 80 ºC for 30 min. Bars represent standard deviations (n = 3) 

 
  การวิเคราะห์ค่าความขุ่นของโปรตีนภายหลงัการให้ความร้อนเป็นการตรวจสอบ
ปริมาณการสูญเสียสภาพ (Denaturation) และการจบัเรียงตวั (Aggregation) กนัของโมเลกุลโปรตีน
เม่ือไดรั้บความร้อนโดยการท่ีสารละลายโปรตีนมีค่าความขุ่นสูงข้ึนภายหลงัการให้ความร้อน เกิด
จากการจบัเรียงตวัของโมเลกุลโปรตีนเป็นอนุภาคท่ีมีขนาดใหญ่ข้ึน ท าให้โมเลกุลโปรตีนเกิดการ
กระเจิงแสง (Light scattering) ในช่วงความยาวคล่ืนท่ีตรวจวดั (400 nm) สารละลายโปรตีนท่ีมีค่า
ความขุ่นมากแสดงถึงความไม่คงตวัต่อความร้อน (Thermal stability)  โดยเฉพาะอย่างยิ่งการให้
ความร้อนในกระบวนการแปรรูปอาหาร ซ่ึงนอกจากจะท าให้ผลิตภณัฑ์มีลกัษณะขุ่นแลว้ ยงัอาจ
ส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงคุณลกัษณะดา้นอ่ืนๆ เช่น ความหนืดของผลิตภณัฑ์เพิ่มข้ึน ผลิตภณัฑ์เกิด
การตกตะกอน หรืออาจท าให้เน้ือสัมผสัของผลิตภณัฑ์มีลกัษณะเป็นเจล (Gel) ซ่ึงเหล่าน้ีอาจเป็น
ลกัษณะท่ีไม่พึ่งประสงค์ของผลิตภณัฑ์ได ้จากผลการทดลองจะเห็นว่าการยอ่ยสลายดว้ยเอนไซม์
ทั้ง 2 สองชนิด สามารถปรับปรุงสมบติัการคงตวัต่อความร้อนของโปรตีนจากถั่วหร่ังได้ดี ซ่ึง
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สอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ Ryan et al. (2008) ท่ีพบวา่โปรตีนถัว่เหลืองไฮโดรไลเสตมีความ
คงตวัต่อความร้อนไดดี้กวา่โปรตีนถัว่เหลืองเขม้ขน้ท่ีไม่ผา่นการยอ่ยสลายดว้ยเอนไซม ์เม่ือท าการ
ให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ในช่วงพีเอชท่ีท าการทดสอบเท่ากบั 7.1 
และ 7.5 กล่าวคือสารละลายโปรตีนถัว่เหลืองไฮโดรไลเสตมีค่าความขุ่นต ่ากว่าโปรตีนถัว่เหลือง
เขม้ขน้ท่ีไม่ผา่นการยอ่ยสลาย ในการศึกษาคร้ังน้ีไดศึ้กษาผลของการให้ความร้อนร่วมกบัปริมาณ
เกลือโซเดียมคลอไรด์ ซ่ึงเป็นการจ าลองระบบอาหารท่ีมีการใช้เกลือโซเดียมคลอไรด์เป็น
เคร่ืองปรุงรส ซ่ึงเกลือจะมีคุณสมบติัโดยตรงต่อการเพิ่มหรือลดความคงตวัของโปรตีนในระหวา่ง
การให้ความร้อน เน่ืองจากเกลือมีความสามารถในการปรับเปล่ียนประจุสุทธิของโปรตีนได้  
(Damodaran, 1997) โดยจากผลการทดลองจะเห็นว่าการมีเกลือในระบบอาหารมีผลต่อการลดค่า
ความขุ่นของสารละลายโปรตีนได้  การท่ีโปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสตท่ีผลิตไดมี้ความคงตวัต่อ
ความร้อนท่ีดี ท าให้มีความเป็นไปได้ท่ีจะน าโปรตีนถัว่หร่ังไปประยุกต์ใช้ในกระบวนการผลิต
อาหารท่ีใชค้วามร้อน เช่น อาหารท่ีตอ้งผา่นการใหค้วามร้อนหรือฆ่าเช้ือ เป็นตน้ 

 

4.5 ศึกษาสมบัติการต้านออกซิเดชันของโปรตีนถั่วหร่ังเข้มข้น (BPC) และโปรตีนถั่ว 
หร่ังไฮโดรไลเสต (BPCH)        
  ผลการศึกษาสมบติัการต้านออกซิเดชัน โดยตรวจสอบกิจกรรมการจบัอนุมูล
อิสระ ABTS และ DPPH และกิจกรรมการจบัโลหะไอออนของ BPCH-A (ตารางท่ี 10) และ 
BPCH-F (ตารางท่ี 11) เปรียบเทียบกบั BPC พบวา่ BPC ซ่ึงเป็นโปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้ท่ีไม่ผา่นการ
ยอ่ยสลายดว้ยเอนไซม์มีกิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระ ABTS, DPPH และกิจกรรมในการจบัโลหะ
ไอออนเท่ากบัร้อยละ 33.2, 21.45 และ 35.72 ตามล าดบั  

 เม่ือยอ่ยสลายโปรตีนถัว่หร่ังดว้ยเอนไซมท์ั้งสองชนิด พบวา่โปรตีนท่ีผา่นการยอ่ย
สลายจะมีกิจกรรมการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระดีกว่าโปรตีนถัว่หร่ังท่ีไม่ผ่านการย่อยสลาย โดย
พบวา่ BPCH-A ท่ีระดบัการยอ่ยสลายร้อยละ 10 และ 20 มีกิจกรรมการจบัอนุมูลอิสระ ABTS ได้
สูงสุด คือร้อยละ 64.16 และ 64.97 ตามล าดบั (p< 0.05) (ตารางท่ี 4) (ตารางท่ี 10) ผลการทดลองท่ี
ไดส้อดคลอ้งกบั Nalinanon et al. (2011) ท่ีศึกษาเก่ียวกบัคุณสมบติัการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ
ของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากกลา้มเน้ือปลาทรายแดงโม่งท่ีผ่านการย่อยดว้ยเอนไซม์เปบซินท่ีได้
จากปลากทูน่าพนัธ์โอแถบ พบว่าท่ีระดับการย่อยสลายร้อยละ 20 โปรตีนไฮโดรไลเสตจาก
กลา้มเน้ือปลาทรายแดงโม่งมีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ ABTS ไดดี้ท่ีสุดเช่นเดียวกนั 
นอกจากน้ีมีรายงานของ สุภาวดี (2550) ท่ีศึกษาความสามารถในการเป็นสารตา้นออกซิเดชนัของ
โปรตีนถัว่เหลืองไฮโดรไลเสต พบว่าโปรตีนถัว่เหลืองสกดัท่ีผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ มี
ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ ABTS ไดดี้กวา่โปรตีนถัว่เหลืองสกดัท่ีไม่ผา่นการยอ่ยสลาย 
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และมีฤทธ์ิเพิ่มข้ึนเม่ือระยะเวลาในการยอ่ยสลายและความเขม้ขน้ของโปรตีนไฮโดรไลเสตเพิ่มข้ึน
จากร้อยละ 0.1 เป็นร้อยละ 0.5 และพบวา่โปรตีนถัว่เหลืองไฮโดรไลเสตท่ียอ่ยสลายดว้ยเอนไซมอ์ลั
คาเลสมีความสามารถในการท าลายอนุมูลอิสระไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และความสามารถในการ
ตา้นปฏิกิริยาออกซิเดชนัของกรดไขมนัลิโนเลอิกสูงกว่าโปรตีนถัว่เหลืองสกดัท่ียอ่ยดว้ยเอนไซม์
ปาเปน โดยทัว่ไปการยอ่ยสลายโปรตีนดว้ยเอนไซมเ์ป็นการท าให้โปรตีนมีขนาดเล็กลง โปรตีนจึง
แสดงลกัษณะของความเป็นขั้วมากข้ึน ทั้งน้ี BPCH-A ท่ีระดบัการยอ่ยสลายร้อยละ 10 และ 20 มี
ความสามารถท่ีจะจบักบัอนุมูลอิสระ ABTS+• ได้ดี อาจเน่ืองมากจาก BPCH-A ท่ีระดับการย่อย
สลายดงักล่าวมีกรดอะมิโนท่ีมีโซ่ขา้งเป็นประจุลบ (Nagatively chareged R group) อยู่บน
โครงสร้างของโปรตีนมากจึงสามารถท่ีจะจบักบัอนุมูลอิสระ ABTS+• ไดดี้บ่งช้ีถึงความสามารถท่ี 
จะท าลายหรือยบัย ั้งอนุมูลอิสระท่ีจะเกิดข้ึนได ้(Re et al., 1999)  
 เม่ือพิจารณาสมบติัในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ DPPH ของ BPCH-A พบวา่มีค่า
เพิ่มข้ึนเม่ือระดบัการย่อยสลายของโปรตีนเพิ่มข้ึน (p< 0.05) โดยมีค่ากิจกรรมการยบัย ั้งอนุมูล
อิสระ DPPH สูงสุดอยูท่ี่ร้อยละ 29.29 เม่ือโปรตีนมีระดบัการยอ่ยสลายเท่ากบัร้อยละ 30 (ตารางท่ี 
10) แสดงใหเ้ห็นวา่ BPCH-A มีประสิทธิภาพในการท าลายอนุมูลอิสระ DPPH โดยมีความสามารถ
ในการให้อิเล็กตรอน (Electron donor) กบัอนุมูลอิสระ ท าให้อนุมูลอิสระมีความสเถียร ซ่ึงผลท่ีได้
สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Jamdar et al. (2010) ท่ีศึกษาอิทธิพลของระดบัการยอ่ยสลายของโปรตีน
ถัว่ลิสงไฮโดรไลเสต ต่อความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ ท่ีพบว่าเม่ือระดบัการย่อย
สลายเพิ่มข้ึน (จากร้อยละ10 เป็น 20 30 และ 40) ค่ากิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH ของ
โปรตีนถัว่ลิสงไฮโดรไลเสตจะเพิ่มข้ึนตามล าดบั  

เม่ือพิจารณาค่าการจบัโลหะไอออน (Metal ion chelating) พบวา่เม่ือระดบัการยอ่ย
เพิ่มข้ึนค่าจบักบัโลหะไอออน (Fe2+) ของ BPCH-A ก็เพิ่มข้ึน (ตารางท่ี 10) ผลการทดลองท่ีได้
สอดคล้องกบั Jamdar et al. (2010) ท่ีพบว่าโปรตีนถัว่ลิสงไฮโดรไลเสตท่ีผ่านการย่อยโดย
เอนไซมอ์ลัคาเลสมีความสามารถในการจบัโลหะไอออนสูงข้ึนเม่ือระดบัการย่อยสลายโปรตีนถัว่
ลิสงเพิ่มข้ึนจากร้อยละ 10 เป็นร้อยละ 20, 30 และ 40 ตามล าดบั ดงันั้นจึงกล่าวไดว้า่เปปไทด์ใน
โปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสตสามารถท าหน้าท่ีเป็นสารคีเลตหรือสารอินทรียท่ี์สามารถจบัอนุมูล
อิสระหรือท าหนา้ท่ีเป็น Prooxidants น าไปสู่การลดการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของไขมนั ซ่ึงการ
จบักบัธาตุท่ีมีประจุบวก  เช่น เหล็ก สังกะสี หรือทองแดง ในระบบของอาหารจะช่วยลดอตัราการ
เกิด Autoxidation และชะลอการเกิดสารประกอบไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีจะส่งผลต่อ กล่ิน รส 
ในอาหาร (Gordon, 2001)  
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ตารางที่ 10 กิจกรรมการเป็นสารตา้นออกซิเดชนัของโปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้ (BPC) และโปรตีนท่ี  

ผา่นการยอ่ยสลายดว้ยเอนไซมอ์ลัคาเลส (BPCH-A) ท่ีระดบัการยอ่ยสลายต่างๆ  
Antioxidant activities of BPC and BPCH-A with different DHs as determined by 
various assays. 

Hydrolysates Activities tested 
 ABTS (%)   DPPH (%) Metal ion chelating (%) 

BPC 33.2 ± 0.62a* 21.45 ± 0.76a  35.73 ± 0.02a   
10% DH BPCH-A 64.16 ± 0.85c 28.16 ± 0.55b 54.54 ± 0.02b   
20% DH BPCH-A  64.97 ± 0.47cd 29.03 ± 0.43c 66.95 ± 0.01c 
30% DH BPCH-A 60.30 ± 0.71b 29.29 ± 0.25d 74.41 ± 0.01d 
   *Means ± SD from triplication determinations. 

    Different superscripts (a-d) in the same column indicate the significance (p< 0.05) 
 

 

ส่วนโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ียอ่ยสลายดว้ยเอนไซมฟ์ลาโวไซม ์(BPCH- F) พบวา่ท่ี
ระดบัการยอ่ยสลายร้อยละ 5 โปรตีนมีค่ากิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระ ABTS ไดดี้ท่ีสุด คือร้อยละ 
48.58 และเม่ือระดบัการยอ่ยสลายของโปรตีนสูงข้ึนโปรตีนจะมีค่ากิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระ
ลดลง ดงัแสดงในตารางท่ี 11 สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Prommool et al. (2010) ท่ีพบวา่กิจกรรม
การตา้น ABTS ของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีผลิตจากเคร่ืองในปลาทูน่าพนัธ์ุโอแถบ ท่ียอ่ยสลายดว้ย
เอนไซมฟ์ลาโวไซมมี์ค่าลดลงเม่ือปริมาณเอนไซมเ์พิ่มข้ึน (ระดบัการยอ่ยสลายโปรตีนเพิ่มข้ึน)  

เม่ือพิจารณากิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH พบวา่ BPCH-F มีความสามารถใน
การจบัอนุมูล DPPH ลดลงเม่ือระดบัการย่อยสลายของโปรตีนเพิ่มข้ึน โดยมีค่ากิจกรรมสูงสุดท่ี
ระดบัการยอ่ยสลายร้อยละ 5 คือมีค่าเท่ากบัร้อยละ 27.23 อยา่งไรก็ตามพบวา่ BPCH-F ในทุกระดบั
การยอ่ยสลายมีความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระสูงกวา่ BPC ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีไม่ผา่น
การย่อยสลาย (ตารางท่ี 11) สอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ Chun-He et al. (2009) ท่ีศึกษา
ความสามารถในการจบัอนมูลอิสระ DPPH ในเมล็ดขา้วบคั-ฮวีท (Buckwheat) ท่ีผา่นการยอ่ยสลาย
ดว้ยเอนไซมท่ี์ระดบัการยอ่ยสลายร้อยละ 5-25 ท่ีระดบัความเขม้ขน้ของโปรตีนตั้งแต่ 0.00 - 1.0 
mg/ml พบวา่ท่ีระดบัการยอ่ยสลายร้อยละ 5 มีกิจกรรมการจบัอนุมูลอิสระไดสู้งท่ีสุดและมีค่า IC50 

(50% Inhibitory Concentration) เท่ากบั 0.56 mg/ml นอกจากน้ี Klompong et al. (2007) ศึกษา
ความสามารถในการจบัอนุมูลอิสระ DPPH ของโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตรียมจากกลา้มเน้ือปลา
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สีกุนขา้งเหลืองท่ีย่อยสลายดว้ยเอนไซม์อลัคาเลส พบว่าความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมูล
อิสระ DPPH มีความสามารถในการตา้นอนุมูล DPPH ลดลงเม่ือระดบัการยอ่ยสลายเพิ่มข้ึนแต่ไม่มี
ความแตกต่างในโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีเตรียมจากกล้ามเน้ือปลาสีกุนขา้งเหลืองท่ีย่อยสลายดว้ย
เอนไซมฟ์ลาโวไซมท่ี์ระดบัการยอ่ยสลายในช่วงร้อยละ 5 ถึง ร้อยละ 25 การยอ่ยสลายโปรตีนท าให้
เกิดเปปไทดท่ี์มีขนาดเล็กและกรดอะมิโนอิสระท่ีค่อนขา้งหลากหลายข้ึนกบัความจ าเพาะเจาะจงกบั
เอนไซมแ์ต่ละชนิด ซ่ึงการเปล่ียนแปลงขนาดและองคป์ระกอบของเปปไทดท่ี์มีขนาดเล็กจะมีผลต่อ
กิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH ได ้(Wu et al., 2003) เม่ือพิจารณาความสามารถในการจบั
โลหะไอออน (Metal ion chelating ) ของ BPCH-F พบว่าเม่ือระดบัการย่อยสลายของโปรตีน
เพิ่มข้ึนความสามารถในการจบัโลหะไอออนก็เพิ่มข้ึนดว้ย  

จากผลการศึกษาความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระของโปรตีนถัว่หร่ัง
ไฮโดรไลเสต ทั้งในรูปแบบ ABTS, DPPH และ Metal ion chelating พบวา่โปรตีนถัว่หร่ังไฮโดร 
ไลเสตท่ีผา่นการยอ่ยสลายโดยเอนไซมอ์ลัคาเลสและฟลาโวไซม ์มีเปปไทด์ท่ีสามารถท าหนา้ท่ีเป็น
ตวัให้ไฮโดรเจนอะตอมแก่อนุมูลอิสระท าให้เกิดโมเลกุลท่ีมีความเสถียร จึงมีผลต่อการชะลอหรือ
ยบัย ั้งการเกิดปฏิกิริยาลูกโซ่ของอนุมูลอิสระได ้(Stohs and Bagchi, 1995) นอกจากน้ีเปปไทด์จาก
โปรตีนถัว่หร่ังท่ีผลิตไดย้งัสามารถจบัโลหะไอออนไดดี้ โลหะไอออนเป็นตวัการส าคญัในการเร่ง
ปฏิกิริยาท าให้เกิดสารอนุมูลอิสระไดม้ากมาย โดยเฉพาะธาตุเหล็กท่ีอยูใ่นรูปเฟอร์รัส (Fe2+) จะท า
ปฏิกิริยาออกซิเดชนักบัออกซิเจนในอากาศ เกิดเป็นอนุมูล Superoxide anion radical (O2

-  ) ซ่ึงเป็น
อนุมูลอิสระตวัเร่ิมตน้ท่ีท าให้เกิดอนุมูลอิสระตวัอ่ืนๆ ต่อไป (Dinis et al., 1994)  ดงันั้นการท่ี
โปรตีนถั่วหร่ังไฮโดรไลเสตมีความสามารถในการจับโลหะไออนได้ดี จึงมีผลต่อต้านการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันได ้โดยเฉพาะอย่างยิ่งโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีมีระดบัการย่อยสลายของ
โปรตีนสูงๆ ไดแ้ก่ BPCH-A ท่ีระดบัการยอ่ยร้อยละ 30 และ BPCH-F ท่ีระดบัการยอ่ยร้อยละ 15 
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ตารางที่ 11 กิจกรรมการเป็นสารตา้นออกซิเดชนั ของโปรตีนถัว่หร่ังเขม้ขน้ (BPC) และโปรตีนถัว่ 
หร่ังท่ียอ่ยสลายดว้ยเอนไซมฟ์ลาโวไซม ์(BPCH-F) ท่ีระดบัการยอ่ยสลายต่างๆ  
Antioxidant activities of BPC and BPCH-F with different DHs, as determined by 
various assays.  

Hydrolysates 
Activities tested 

 ABTS radical 
scavenging (%) 

 DPPH radical 
scavenging (%) 

Metal ion chelating (%) 

BPC    33.20 ± 0.62a* 21.45 ± 0.76a
 35.73 ± 0.03a   

5% DH BPCH-F 48.58 ± 0.54d  27.23 ± 0.99d 40.38 ± 0.01b 
10% DH BPCH-F 46.54 ± 0.20c            25.70 ± 0.24c            46.93 ± 0.02c 
15% DH BPCH-F 39.97 ± 0.12b 23.23 ± 0.89b

 51.36 ± 0.02d 
   *Means ± SD from triplication determinations. 

   Different superscripts (a-d) in the same column indicate the significance (p< 0.05) 

 

4.6 ศึกษาการใช้โปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วหร่ังเป็นสารเสริมฤทธ์ิการต้านอนุมูลอสิระของ
ผลติภัณฑ์ชาเขียว 

4.6.1 ความสามารถในการเป็นสารต้านอนุมูลอสิระ  
จากการคดัเลือกโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีระดบัการยอ่ยร้อยละ 20 ส าหรับ BPCH-A 

และร้อยละ 5 ส าหรับ BPCH-F ซ่ึงเป็นโปรตีนไฮโดรไลเสตท่ีมีคุณสมบติัเหมาะสมจากการผล
ศึกษาในหัวข้อท่ี 4.4.1 และ 4.5 คือมีคุณสมบติัเด่นในด้านการละลาย และการเป็นสารตา้น
ออกซิเดชนั เติมในผลิตภณัฑช์าเขียวพร้อมด่ืมรสตน้ต ารับ ผลิตโดยบริษทัยนิู-เพรสซิเดนท ์ประเทศ
ไทย จ ากดั เติมท่ีระดบัความเขม้ขน้ของโปรตีนไฮโดรไลเสตต่างกนั 3 ระดบั คือร้อยละ 0.5, 1 และ 
3 มิลลิกรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร พบว่าผลิตภณัฑ์ชาเขียวพร้อมด่ืมมีค่าการตา้นอนุมูลอิสระสูงข้ึน 
เม่ือระดบัความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีเติมเพิ่มข้ึน ดงัแสดงในตารางท่ี 12 และพบวา่ผลิตภณัฑ์ชาเขียว
พร้อมด่ืมท่ีไม่ไดเ้ติมโปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสตมีค่ากิจกรรมการจบัอนุมุลอิสระทั้ง DPPH และ 
ABTS อีกทั้งกิจกรรมการจบัโลหะอิออน (Metal ion chelating) ต ่ากวา่โปรตีนท่ีมีการเติมโปรตีน
ไฮโดรไลเสตอยา่งเห็นไดช้ดั (p< 0.05) โดยมีค่ากิจกรรมร้อยละ 18.50, 20.54 และ 39.91 ตามล าดบั 
แต่เม่ือเติม 20%DH BPCH-A พบวา่กิจกรรมการจบัอนุมูลอิสระ DPPH  ABTS และการจบัโลหะ    
อิออนมีค่าสูงข้ึนตามปริมาณโปรตีนไฮโดรไลเสต และพบวา่มีกิจกรรมสูงสุดเม่ือใชท่ี้ความเขม้ขน้
โปรตีนเท่ากบั 3.0 mg/ml โดยมีค่ากิจกรรมเท่ากบัร้อยละ 37.68, 75.69 และ 90.11 ตามล าดบั                   
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และเม่ือเติม 5% DH BPCH-F พบวา่กิจกรรมการจบัอนุมูลอิสระ และการจบัอิออนโลหะสูงสุดเม่ือ
ใชค้วามเขม้ขน้ 3.0 mg/ml โดยมีค่ากิจกรรมเท่ากบัร้อยละ 30.01, 61.57 และ 62.44 ส าหรับกิจกรรม
การจบัอนุมูลอิสระ DPPH ABTS และ การจบัโลหะอิออนตามล าดบั ทั้งน้ีในตวัของผลิตภณัฑ์ชา
เขียวนั้ นมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระอยู่แล้วในระดับหน่ึง เ น่ืองจากชาเขียวมี
สารประกอบ Catechin polyphenol ท่ีมีคุณสมบติัในการตา้นอนุมูลอิสระ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง 
Epigallocatechin gallate (EGCG) ซ่ึงเป็นสาร Polyphenolic หลกัท่ีพบในชาเขียว (Schofield et al., 
2001) เม่ือวิเคราะห์กิจกรรมในการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH ABTS และ การจบัโลหะอิออนในตวั
ผลิตภณัฑช์าเขียว ท่ีไม่เสริมโปรตีนไฮโดรไลเสต จึงสามารถพบกิจกรรมในการตา้นอนุมูลอิสระได ้ 
แต่เม่ือเติมโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถัว่หร่ังทั้งสองชนิดเขา้ไป พบวา่ตวัผลิตภณัฑ์ชาเขียวมีกิจกรรม
ในการต้านอนุมูลอิสระเพิ่มข้ึนมากกว่า 50% ของกิจกรรมเร่ิมต้น (ตารางท่ี 12)  ดังนั้นการเติม
โปรตีนถั่วหร่ังไฮโดรไลเสตจึงสามารถเสริมฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระของผลิตภัณฑ ์                
เคร่ืองด่ืมชาเขียวพร้อมด่ืมได ้
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 ตารางที ่12 กิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระของเคร่ืองด่ืมชาเขียวพร้อมด่ืมเสริมโปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสต  

Antioxidant activities of green tea drink incorporated with 20%DH BPCH-A and 5%DH BPCH-F, at various concentrate   
as determined by various assays. 

Concentration 
20% DH BPCH-A 5% DH BPCH-F 

DPPH (%) ABTS (%) Metal ion chelating (%) DPPH (%) ABTS (%) Metal ion chelating (%) 
Control (with out protein 
hydrolysate)  

18.68 ± 0.35a  49.59 ± 0.28a 20.51 ± 0.39a 18.68 ± 0.35a 49.59 ± 0.28a 20.51 ± 0.39a 

0.5 mg/ml 30.00 ± 0.33b  64.64 ± 0.81b  68.36 ± 0.13b 27.81 ± 0.56b 52.88 ± 0.10b 46.21± 0.11b 

1.0 mg/ml 34.21 ± 0.06c 71.75 ± 0.21c  87.21 ± 0.32c 29.06 ±0.26c 57.24 ± 0.06c 58.32 ± 0.21c 

3.0 mg/ml 37.68  ± 0.48d  75.69 ± 0.21d  90.11 ± 0.37d 30.01 ± 0.20d 61.57 ± 0.10d 62.44 ± 0.45d 
  *Means ± SD from triplication determinations. 
   Different superscripts (a-d) in the same column indicate the significance (p<  0.05)
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4.6.2 การทดสอบการยอมรับของผู้บริโภคต่อผลติภัณฑ์ชาเขียวพร้อมดื่มเสริมโปรตีน
ไฮโดรไลเสต  

การวิเคราะห์ทางประสาทสัมผสัเพื่อศึกษาการยอมรับของผูบ้ริโภคด้านสี กล่ิน 
(กล่ินชาขียว) รสชาติ เน้ือสัมผสั (ลกัษณะความเป็นตะกอน) ความขม และความชอบโดยรวมของ
ผลิตภณัฑ์ชาเขียวเสริม 20% DH BPCH-A หรือ 5% DH BPCH-F โดยเติมท่ีระดบัความเขม้ขน้ 1 
มิลลิกรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร คดัเลือกความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีเหมาะสมจากการศึกษาขอ้ท่ี 4.7.1 
โดยพิจารณาจากความสามารถในการละลาย ฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระ และตน้ทุนเม่ือเติมโปรตีน
ลงในผลิตภณัฑ์ชาเขียว การศึกษาใช้ผูท้ดสอบจ านวน 30 คน ประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผสั
ดว้ยวธีิการให้คะแนนความชอบแบบ 9 – point hedonic scale พบวา่ผูท้ดสอบให้คะแนนความชอบ
ดา้นรสชาติและความขมของผลิตภณัฑ์เคร่ืองด่ืมชาเขียวและเคร่ืองด่ืมชาเขียวชาเขียวท่ีเติม 20% 
DH BPCH-A หรือ 5% DH BPCH-F ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั(p< 0.05) (ตารางท่ี 13)    แสดง
ใหเ้ห็นวา่การเติมโปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสตไม่มีผลกระทบต่อรสชาติและความขมของผลิตภณัฑ ์
และไม่พบความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (p> 0.05) ของคะแนนดา้น ลกัษณะทั้ง 6 ดา้น คือ ความใส 
กล่ินรส (ชาเขียว) รสชาติ เน้ือสัมผสั (ความเป็นตะกอน)  ความขม และ ความชอบโดยรวม ระหวา่ง
ผลิตภณัฑ์ท่ีเสริม 20% DH BPCH-A และ 5% DH BPCH-F แต่ในดา้นความใส กล่ินรส เน้ือสัมผสั 
และความชอบโดยรวม พบวา่ผูบ้ริโภคให้คะแนนความชอบแก่ผลิตภณัฑ์ท่ีเสริมโปรตีนไฮโดรไล
เสตต ่ากว่าเคร่ืองด่ืมชาเขียวท่ีไม่เสริมโปรตีนไฮโดรไลเสต (ชุดการทดลองควบคุม) โดยมีระดบั
ความชอบอยูใ่นช่วงเฉยๆ จนถึงชอบเล็กนอ้ย  แต่ผลิตภณัฑ์ท่ีเสริมโปรตีน 20% DH BPCH-A และ 
5% DH BPCH-F มีคะแนนความชอบโดยรวมไม่แตกต่างกนั (p< 0.05) ซ่ึงผลการทดลองท่ีได้
สอดคลอ้งกบั Jookyeong  (2011) ท่ีศึกษาการยอมรับทางดา้นประสาทสัมผสัของผูบ้ริโภคของ
โปรตีนถัว่เหลืองไฮโดรไลเสตเสริมในเคร่ืองด่ืมชาด ารสมะนาวท่ีระดบัความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ี
เติม 4 ระดบั คือร้อยละ 1, 2.5, 5 และ 7 เปรียบเทียบกบัเคร่ืองด่ืมชาด ารสมะนาวท่ีไม่เติมโปรตีน 
(Control) พบชาเขียวท่ีเติมและไม่เติมโปรตีนไฮโดรไลเสตมีคะแนนความชอบในดา้นความขมของ
ผลิตภณัฑไ์ม่แตกต่างกนั   
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             *Means ± SD from triplication determinations.                                                                                                                                                                                                                                                                                                

Different superscripts (a-d) in the same column indicate the significance differences (p< 0.05)               

ตารางที ่13 การประเมินทางประสาทสัมผสัของเคร่ืองด่ืมชาเขียวดว้ยวธีิการใหค้ะแนนความชอบแบบ 9-Point Hedonic Scale Sensory     
                   Sensory evaluations of green tea drink using 9-Point Hedonic Scale. 

Green tea drink samples  
Liking scale 

 Clearness Odor Flavour Texture  Bitterness  Overall 
Control (without protein 

hydrolysate) 
7.43 ± 1.5b 6.90 ± 1.3b 6.60 ± 1.9a 7.03 ± 1.1b 5.97 ± 1.7a 7.13 ± 1.4b 

Adding with 20% DH BPCH-A 5.50 ± 1.5a 6.13 ± 1.4a 5.83 ± 1.2a 5.67 ± 1.3a 5.23 ± 1.3a 6.00 ± 1.2a 

Adding with 5% DH BPCH-F 6.03 ± 1.2a 6.50 ± 1.4ab 5.77 ± 1.6a 5.03 ± 1.7a 5.17 ± 1.7a 5.60 ± 1.6a 
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จากการวเิคราะห์ทางประสาทสัมผสัเพื่อศึกษาความแตกต่างของตวัอยา่งดา้นความ
ใสของน ้ าชา ความขม และความเป็นตะกอน โดยใชผู้ท้ดสอบจ านวน 30 คน ประเมินคุณภาพทาง
ประสาทสัมผสัดว้ยวิธีการให้คะแนนความแตกต่าง (Scoring test) ท่ีระดบัคะแนน 1-5 คือ 1 เท่ากบั
แตกต่างมาก 2 เท่ากบัแตกต่างปานกลาง 3 เท่ากบัแตกต่างนอ้ย 4 เท่ากบัแตกต่างเล็กนอ้ย และ 5 
เท่ากบัไม่แตกต่างเลย ในตารางท่ี 14  พบว่าผลิตภณัฑ์ท่ีเสริมโปรตีนไฮโดรไลเสตทั้ง 2 ชนิด 
(20%DH BPCH-A และ 5%DH BPCH-F) มีค่าคะแนนความใสต ่ากว่าชุดการทดลองควบคุม 
(ผลิตภณัฑ์เคร่ืองด่ืมชาเขียวท่ีไม่เสริมโปรตีนไฮโดรไลเสต) แต่พบวา่ผูท้ดสอบชิมให้คะแนนดา้น 
ความใสของน ้ าชา ของผลิตภณัฑ์ชาเขียวพร้อมด่ืมท่ีเสริม 20%DH BPCH-A และ 5%DH BPCH-F 
ไม่แตกต่างกนั (p> 0.05) โดยมีคะแนนอยูท่ี่ระดบั 2.60 และ 3.13 ตามล าดบั คะแนนความขมของ
ผลิตภณัฑ์เคร่ืองด่ืมชาเขียว  พบวา่ผลิตภณัฑ์เคร่ืองด่ืมชาเขียวท่ีเติม และไม่เติม 20%DH BPCH-A 
และ 5%DH BPCH-F มีระดบัความขมไม่แตกต่างกนัโดยมีระดบัคะแนนความขมอยูใ่นช่วง 3.33-
3.97 คืออยู่ในช่วงความขมเล็กน้อย-ขมน้อย การเติมโปรตีนถัว่หร่ังไฮโดรไลเสตจะส่งผลให้
เคร่ืองด่ืมชาเขียวเปล่ียนจากสารละลายใส เป็นสารละลายสีขุ่น แต่ไม่ตกตะกอนนอนก้น อาจ
เน่ืองจากขีดจ ากดัดา้นการละลายของโปรตีน ทั้งน้ีในเคร่ืองด่ืมชาเขียวมีองค์ประกอบของสารใน
กลุ่ม Polyphenol อยูม่าก สารเหล่าน้ีท่ีมีคุณสมบติัในการสร้างสารประกอบเชิงซ้อนกบัโปรตีนเกิด
เป็นสารประกอบท่ีมีขนาดโมเลกุลใหญ่และละลายน ้ายากดงันั้นการเติมโปรตีนไฮโดรไลเสตเขา้ไป
ในผลิตภณัฑ์ชาเขียวจึงท าให้ผลิตภณัฑ์ท่ีไดจึ้งมีลกัษณะขุ่นดงัดงักล่าว ในส่วนของลกัษณะดา้น  
เน้ือสัมผสั โดยพิจารณาลกัษณะความเป็นตะกอนท่ีแขวนลอยในผลิตภณัฑ์ พบวา่ผลิตภณัฑ์ทั้ง 3 
ชนิดมีคะแนนความความเป็นตะกอนแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p< 0.05) โดยผลิตภณัฑ์ชาเขียว
เสริม 5%DH BPCH-F  20%DH BPCH-A และชุดการทดลองควบคุม มีค่าคะแนนดา้นเน้ือสัมผสั
นอ้ยท่ีสุด เท่ากบั 2.20, 3.60 และ 4.53 คะแนนตามล าดบั กล่าวคือ การเสริม 5%DH BPCH-F ท าให้
ผลิตถณัฑ์มีความเป็นตะกอนมากท่ีสุด รองลงมาคือ การเสริม 20%DH BPCH-A ทั้งน้ีอาจเป็น
เพราะโมเลกุลของเปปไทด์ 5%DH BPCH-F สามารถจบักบัโมเลกุลของน ้ าไดน้อ้ย เน่ืองจากมี
ระดบัการย่อยสลายของโปรตีนท่ีต ่ากว่า เม่ือโมเลกุลของโปรตีนไฮโดรไลเสตในผลิตภณัฑ์ไม่
สามารถจบักบัโมเลกุลของน ้ าได ้จึงอาจท าให้เกิดอนัตรปฏิกิริยาข้ึนระหว่างโมเลกุลโปรตีนดว้ย
กนัเอง (Protein-protein interactions) ท าให้โปรตีนเกิดการรวมตวัเป็นโมเลกุลท่ีมีขนาดใหญ่ข้ึน ผู ้
ทดสอบจึงสัมผสัไดถึ้งความเป็นตะกอนแขวนลอยในของผลิตภณัฑ ์
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ตารางท่ี 14 การประเมินทางประสาทสัมผสัดว้ยวธีิการใหค้ะแนนแบบ Scoring test 
Evaluation of green tea drink  using Scoring test 

*Means ± SD from triplication determinations. 

   Different superscripts (a-d) in the same column indicate the significance (p< 0.05)

Green tea drink samples 
Scoring 

Clearness Bitterness Suspended sediment 
Control (with out protein  

hydrolysate 
              3.57   ± 1.4b 3.47 ± 1.1a 4.53 ± 1.0c 

Adding with 20% DH BPCH-A               2.60   ± 1.1a 3.33 ± 1.0a 3.60 ± 1.2b 

Adding with 5% DH BPCH-F               3.13  ± 1.0ab 3.97 ± 0.8b 2.20 ± 1.1a 




